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1. PROPIEDADES GENERALES DE LAS COLINESTERASAS

1.1. Introduccidn

Las colinesterasas {ChEs) son las enzimas responsables de la rapida eliminacion del
neurctransmisor acetilcolina liberado en las simapsis colinérgicas. De esta manera
colaboran en el establecimiento de un control precise y temporal de la contraccidn
muscular. Han transcurrido algunos anos desde que Dale postulara su existencia en 1514
| Dale & Ewins 1514 333 /id} y Otto Loewi demostrara en 1920 que la acetilcolina era €l
probable neurotransmisor de las uniones neuromusculares en vertebrados. Posteriormente,
la deteccion en 1938 por Mamay y Nachmansohn de altas concentraciones de
acetilcolinesterasa { AChE) en dichas uniones neuromusculares v en los Grganos eléctncos
de Torpedo v Electrophorus {Mamay & Nachmansohn 1938 356 /1d} asentd el papel de

esta enzima en los mecanismos de transmision colinérgica.

Actualmente las colmesterasas figuran entre las enzimas mas rapidas que se
conocen, con una velocidad de catalisis proxima al 1imite maxime tedrico impuesto por la
difusién molecular del sustrato. Muestran un gran polimorfisme molecular que engloba
formas solubles y formas unidas a la membrana y a la lamina basal. La expresion de las
colinesterasas in vivo y la distribucion de sus formas moleculares constituyen un

importante indice de desarrolle y diferenciacion celular.

A pesar de que su funcién mas conocida es 1a hidrolisis de acetilcolina, 1a presencia
de AChE en contextos ajenos a las sinapsis colinérgicas v la existencia de una enzima
hermana, la butinlcolinesterasa {BuChE), sugieren la implicacion de las colinesterasas en
otras funciones. 5e han acumulado evidencias que sustentan un posible papel estructural
ademas del catalitico para estas enzimas, como la presencia de un motivo similar al de
colinesterasas en una familia de proteinas, que incluye tanto a esterasas come a moléculas

de adhesion celular.

- L1. Propiedades Generales de 1as Colinesterasas -
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1.2, Miétodos de deteccion de colinesterasas

En base a su alta eficiencia catalitica, se han disefiade diferentes métodos de ensayo
para localizar las moléculas de AChE y BuChE en los tejidos. Estos incluyen
procedimientos histoquimicos y los procedimientos que utilizan ligandos dirigidos al

centro activo de 1a enzima.

El método colonmetrico de Ellman {1961} {Ellman, Courtney, et al. 1961 A091 /1d}
es el utilizado cominmente para medir la actividad enzimatica de AChE y BuChE, junto
con el método radiométrico de Johnson y Russell {1975){Johnson & Russell 1973 1086
/id}. El primerc utiliza denvados ticanalogos de los sustratos de estas enzimas
{acetiltiocolina o butinltiocolina), que son hidrolizados para dar €l corespondiente acetato
o butirato y liberar ticcolina. La tiocolina reacciona con el acido ditiobisnitrobenzoico
(DTNB), para dar un producto coloreado amarille que puede ser medide en

espectrofotdmetro.

El ensayo radiométrico es mas sensible y especifico, ya que usa el sustrato natural de
la enzima, acetilcolina marcada con “"c o jH, produciendo la liberacion  del
correspondients  acetato (o butirato) marcado, que puede ser cuantificade mediante

espectroscopia de centelleo liquido.

Existen diferentes métodos para la localizacidn histoguimica de colinesterasas en
secciones de tejide o en células Intactas, muchos de los cuales estan basados en
procedimientos desarollados por Koelle y Friedenwald {1249) | Koelle & Friedenwald
1945 200 Aid} v Kamowsky y Roots (1964) | Kamovsky & Roots 1964 [088 /id}. En estos
procedimientos se emplean sustratos de tiocolina bajo condiciones en las que la tiocolina
liberada reacciona con sales de metales para dar lugar a un precipitado denso visible al

MICTOSCORLD.

Las técnicas autorradiograficas también son de gran ayuda en la localizacion de las

colinesterasas en los tejidos.

El uso de anticuerpos monoclonales y policlonales en ensayos iInmunchistoguimicos

permite localizar y comparar las diferentes formas enzimaticas en los tejidos.

- L.1. Propiedades Generales de las Colinesierasas-
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El diisopropildifluorofosfate {DFP) es un compuesto organofosforado que reacciona
covalentemente con el centro active de AChE y BuChE, asi come de cualquier serin
proteasa. Este inhibidor ireversible ha sido usade para estimar, a nivel ultraestructural, €l
nimerc y distribucion de las moléculas de AChE en misculo {Salpeter 1967 1099
A1id}{ Rogers, Darzynkiewicz, et al. 1569 3838 /id}.

Perc ademas del DFP, existe un gran ndmero de inhibidores de las colinesterasas con
diferentes propiedades, que suponen una gran ayuda para estudiar la sintesis, ensamblaje y
procesamiento de las moléculas de ChE en las ceélulas. Asi, el DFP posee la capacidad de
atravesar la membrana plasmatica ¢ inhibir totalmente la actividad AChE; en cambio ¢l
ecotiopato ¥ el BW284c5] son incapaces de franquear la membrana. Por otra parte,
mientras que el ecotiopate inhibe meversiblemente a la AChE, el BW284c3] ejerce una
inhibicién reversible. Su uso por separado o combinade ha permitido analizar el
comportamiento metabdlico de las moléculas de AChE intra- y extracelulares { Rotundo

1987 505 hd}.

En definitiva, el conjunto de métodos disponibles para la deteccion de AChE ha
facilitado el estudio de su estructura molecular, biclogia celular, interacciones vy
localizacion con gran detalle, permitiendo que la AChE se convierta en un marcador
idoneco del desarrollo y diferenciacion. A pesar de todo, ain quedan muchas preguntas sin
contestar, en lo que atane a su amplia distribucion en los tejidos, mecanismo catalitico,
polimorfisme molecular, sintesis y transporte de las diferentes moléculas a distintos
compartimentos celulares. También es importante dilucidar si los cambios experimentados

por las colinesterasas en clertas patologias son causa o consecuencia de las mismas.

1.3. Definicidn y especificidad

Las colinesterasas se definen por su capacidad para hidrolizar a los ésteres de colina
mas rapidamente que a cualguier otro sustrato, cuando se comparan las velocidades de
hidrdlisis en condiciones Sptimas de concentracion de sustrato, pH v fuerza 1onica en
preparaciones libres de otras esterasas, asi como por su inhibicion por el alcaloide natural
fisostigmina (o eserina, un carbamato) y por organofosfatos, como el

diisopropilfluorofostatoe {DFP) antes mencionado.

- L1. Propiedades Generales de 1as Colinesterasas -
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LIn organismo determinado puede contener diversas colinesterasas, que difieren a
nivel genético y catalitico. En vertebrados superiores, encontramos dos colinesterasas,
codificadas por dos genes distintos; la acetilcolinesterasa o acetilcolina: acetil-hidrolasa
(AChE, E.C. 3.1.1.7) y la butinlcolinesterasa, también denominada colinesterasa,
pseudocolinesterasa, colinesterasa plasmatica o colinesterasa inespecifica {BuChE,
E.C. 3.1.1.8) (Tabla L1). Ambas enzimas se distinguen principalmente en la especificidad
por €l sustrato | Silver 1574 19 /id}: AChE hidroliza acetilcolina mucho mas rapido que
cualquier otro €ster de colina y €5 mucho menos activa sobre butinlcolina, mientras que
BuChE hidroliza bien ambos sustratos, aunque generalmente es mas activa sobre sustratos

sintéticos, come proplonilcolina y butirillcolina, que sobre 1a acetilcolina.

o "
CHB-CD-D-CHz-CHz—r"J;CH3 CHCH,-CH,-CO-C-CH,-CH; I]J;CH3
CH, CH,
Acetilcolina Eutirilcolina

La afinidad por diferentes inhibidores también diferencia a estas enzimas:
BW284c5] inhibe fuertemente a AChE, mientras que ectopropazina, 1so-OMPA v

bambuterc] son selectivos de BuChE.

La capacidad de inhibicion por exceso de sustrato s una caracteristica especifica de

las moléculas de AChE, que no encontramos en las moléculas de BuChE.

AChE vy BuChE se diferencian también en el tamano de la subunidad catalitica
{ligeramente superior en la BuChE) y en su inmunorreactividad. En general, los
anticuerpos contra AChE o BuChE ne dan reaccidn cruzada {Brimijoin & Rakonczay

1986 36 /1d}, salve algunas excepclones | Dreyfus, Zevin-Sonkin, et al. 1988 G074 Ad}.

- L.1. Propiedades Generales de las Colinesierasas-
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Tabla 1.1. Propiedades ¥y nomenclatura de las colinesterasas,

ACETILCOLINESTERASA BUTIRILCOLINESTERASA
Norbre sisterniiico Acetileolina:acetilhidrolasa Acileolina:aciThidrolasa
Nirmero de 1a E.C. LA 3.1.1.8
Sustrato dptimo Acetileoling Butiril o propionilcolina
Exceso de susiraio Inhibicidn No inhibicidn
Buiiril o benzoilcolina No susirato Susirato
D-Acelil-}-metilcolina Sustrato No susirato
pH optimo 7,5-80 B3
Inhibicidn por BW284c51 Inhibicidn Tuerte Inhibicidn débil
Inhibicidn por etopropazina Inhibicidn débil Inhibicidn fuerie
Tejidos con alia actividad Hematies, igjido nervioso, Suero sanguineo, pancreas,
timo, placenta higado

1.4. Acetilcolinesterasa y hutirilcolinesterasa en vertebrados

En Invertebrados existe una gran variedad en cuanto al nimerc de genes de
colinesterasa que pueden presentar, as{ en Drosophila encontramos un solo gen, mientras
en Caenorhabditis elegans hay cuatro genes distintos. Los vertebrados poseen un solo gen

de AChE, aunque en aves y mamiferos también podemos encontrar un gen para BuChE.

La dualidad AChE y BuChE, especifica de vertebrados, probablemente fue originada
por la duplicacién de un gen de colinesterasa en un antecesor de los gnatostomados
| Toutant, Massoulié, et al. 1983 DOOL fid}. En vertebrados superiores, esta dicotomia
entre AChE y BuChE es muy evidente, pero no sucede asi en niveles inferiores de la escala
filogenética, en los misculos de almunos peces, junto a AChE se ha detectado una
actividad colinesterasa que parece asemejarse a BuChE. En Torpedo {un elasmobranquiec),
AChE vy BuChE difieren menos, debido a que BuChE presenta mayor afinidad por
acetilcolina que por propionil- o butirilcolina, mientras el cicldstomo lamprea (Petromyzon

marinus) tan solo tiene AChE.

No parece existir comrelacion entre la distribucidn de ambas enzimas en diferentes

tejidos (Tabla L1). AChE predomina en misculo y en el sistema nervioso, donde esta

- L1. Propiedades Generales de 1as Colinesterasas -
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acompanada por bajos niveles de BuChE, especialmente en estadios tempranos del
desarrollo. La expresion de BuChE es mas manifiesta en otros tejidos, sobre todo en

higado, de donde posteriormente se vierte al plasma.

Hay que mencionar que, al menos en vertebrados, todos los tejidos poseen
cantidades variables de AChE y BuChE, aunque la relacién AChE/BuChE es diferente en
funcidn del tejido y especie animal de que se trate. Todos los fluidos biolgicos excepto
lagrimas, sudor y orna, también manifiestan actividades AChE y BuChE. Se ha
demostrado que la deteccion de estas enzimas en determinados fluidos puede tener gran
importancia desde el punto de vista clinico. La cuantificacion de AChE en ¢l liguide
amnidtico s muy Gtil en el diagndstice de anomalias en el desarrolle del twbo neural en
fetos {Liao, Heider, et al. 1992 K130 /fid}. También un descenso en la relacion de
actividades AChE/BuChE en ¢l liquido cefaloraquideo puede reflejar un aumento en la
permeabilidad de la barrera hematoencefalica { Tomel 1992 15367 /id}{ Tomel, Campoy, et
al. 1993 N153 /1d}.

Por su importancia en la transmision colinérgica, es logico que los tejidos neurales
expresen actividad AChE, pero lo que verdaderamente sorprende es que todos los tejidos
muestren actividad AChE, sean o no excitables e independientemente del estadic de
desarrollo {embrionario o adulto) {Layer & Willbold 1995 1580 /fid}. De hecho, se ha
medido actividad AChE en higado {Gomez 2000 3752 /Ad}, células de la sangre:
eritrocitos {Vidal 1596 1324 /id}, linfocitos | Kawashima & Takeshi 2000 BCOO5 Ad} v
plaguetas | Martin-Valmaseda, Sanchez-Yague, et al. 1995 P133 /id}{Marcos, Sanchez-
Yagie, et al. 1998 BCO03 Ad}, umo {Rossi, Vicini, et al. 1991 BC0O63 fid}, placenta
{Rama Sastry 1997 TNNOLO Aid} y celulas epiteliales normales { Taisne, Nowel, et al. 1957
TNNOOS id H Ummenhofer, Brown, et al. 1598 TNNO22 /id} y tumorales { Saez-Valero &
Vidal 1996 P107 Ad}. A su vez, también se ha observado una amplificacion y/o expresion

aberrante del gen ACHE {que codifica a la enzima AChE) en diversos tejidos neoplasicos
y lineas celulares tumorales | Zakut, Even, et al. 1988 CANO23 Ad}{Zakut, Ehrlich, et al.

1990 L110 Ad}H Soreq & Zakut 1990 1108 1d} {Soreq & Zakut 1593 1570 Ad}.

Casi todos los tejidos manifiestan actividad BuChE, excepto eritrocitos, linfocitos y

placenta. Esta enzima abunda en ¢l higado, corazdn v cerebro.

- L.1. Propiedades Generales de las Colinesierasas-
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Mientras que ¢l papel de AChE en la transmision colinérgica es incuestionable, aim
se desconoce la funcidn principal de BuChE. 5e sabe que esta enzima esta mvolucrada en
la degradacidn de succinilcolina, un miorelajante usado en las operaciones gquirdrgicas, que
de no ser eliminado puede impedir que el paciente recupere la respiracion transcurrido el
efecto de la anestesia. También es capaz de hidrolizar heroina { Lockridge, Mottershaw-
Jackson, et al. 1980 1050 /1id}{ Valentino, Lockridge, et al. 1981 1101 Ad} y fisostigmina
| Silver 1974 15 Aid}, v de activar al agente antiasmatico bambuterol | Tunek, Levin, et al.
1988 3830 /id}. Lo anterior apunta a una posible participacion de BuChE en procesos de
destoxificacion de compuestos naturales, lo que explicaria la resistencia de algunas
variantes de BuChE a ciertos alcaloides (los alcaloides de solanaceas o la dibucaina).
Debido al amplio range de sustratos que posee, se ha sugerido que la BuChE soluble en ¢l
plasma de mamiferos, podria ejercer una funcidn protectora contra la difusién de

acetilcolina en la sangre, o contra compuestos tdxicos ingeridos oralmente.

A pesar de las numerosas variantes alélicas de BuChE en humanes, parece que la
enzima es prescindible debido a la ausencia de consecuencias fisiclégicas o patoldgicas en

individuos deficientes o carentes de BuChE.

1.5. Estructura tridimensional y mecanismo catalitico de las colinesterasas

Como se ha comentado antes, la funcidén principal de la AChE es la terminacidon de
la transmision del impulso nervioso en las sinapsis colinérgicas, por la rapida hidrdlisis del
neurctransmisor acetilcolina. De acuerdo con esta funcidn, la AChE posee una actividad
altamente especifica y una velocidad de catalisis cercana a la de las reacciones controladas
por la difusion {Hasinoff 1982 345 Ad}{Quinn 1987 X004 /id}. Esta elevada eficiencia

catalitica es tan s6lo superada por la catalasa.

Dada la amplia distnbucidn de la AChE, tanto a nivel tisular como en la escala
filogenética, y su implicacion en diversas patologias, €l estudic de su mecanismo catalitico
es Importante, no s6lo a nivel tedrico, sino también practico, dado que las colinesterasas
{ChEs) son diana de pesticidas y gases nerviesos {Main 1979 1093 /id}{ Padilla 1985 P135
fd}.

- L1. Propiedades Generales de 1as Colinesterasas -
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El conocimiento de su mecanismo de accidn serd de gran ayuda en la obtencidn de
agentes terapéuticos y antidotos para envenenamientos con organcfosforades | Li, Costa, et
al. 2000 3841 Ad}, o de plaguicidas selectivos del sistema nervioso de insectos, lo que
evitaria cualquier posible alteracion de la cadena wéfica. También seria de gran utilidad
para el disenc de nuevos mhibidores de AChE mas efectivos en el tratamiento de pacientes

con Alzheimer {Giacobini 1997 1661 fid}.

El mecanismo de hidrdlisis de un sustrate acil-colina (ChO-COR) por una ChE

{EnzOH ), asi como la base de la inhibicion por organosfosforados, podrian esquematizarse

de 1a siguiente manera:

A Catalisis
ChO-COR + EnzOH —p+=0-30¢ - Anit
TeC=RUP =0y “00CR + EnzOH
B) Fostforilacion y reactivacion:
XPO(OR); + EnzOH —PEnzQ-PO(OR’); + HX

EnzO-PO(OR?) + B: —# B-PO(OR’); + EnzOH

En la primera etapa, la enzima se une al sustrato, de mode que €l grupo acilo queda
unide de modo covalente a la serina del centro active (5er200 en Torpedo o Ser203, en
mamiferos) {Rachinsky, Camp, et al. 1290 L106 /id}. 5S¢ rompe el enlace éster del
sustrato, se libera la colina y se produce un intermedio acil-enzima (Enz(3-COR)
{Rosenberry 1975 1195 /id}. En la segunda etapa interviene una molécula de agua para

liberar €l grupo acilo y la enzima.

De acuerdo con este mecanismo, podemos inferir la base molecular de la toxicidad
de los agentes organofosforados (XPO{OR");), que viene reflejada en el esquema B. Los

organofosforados incorporan un grupo fosfato a la Ser catalitica, en lugar del resto acile

- L.1. Propiedades Generales de las Colinesierasas-
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que aporta €l sustrato natural. En este caso, el enlace covalente entre el fosforo nucleofilico
y la serina se hidroliza lentamente o en absoluto { Aldridee & Remner 1972 954 A1d}, siendo
€sta la causa de su fuerte toxicidad. Sélo un nucledfilo muy potente {representade come B,
por ejemplo, una oxima cuaternaria © un 16n fluoruro) puede desplazar al organofosforado

de 1a Ser catalitica { Schwarz, Loewenstein-Lichtenstein, et al. 1995 P063 Ad}.
1.6. Estructura del centro activo

La cristalizacion | Sussman, Harel, et al. 1988 G110 Ad} y posterior analisis
estructural de la AChE de Torpede por difraccion de rayos X | Sussman, Harel, et al. 1991
MO25 /id} han sido de gran ayuda para el conocimiente de la topolegia del sitio activo y
del mecanismo de catilisis de esta enzima. También han permitido la localizacidn de los
determinantes superficiales que intervienen en la formacion de oligdmeros en estados
normales y patologicos, en la modulacion alostérica de la catilisis v en la formacion de

contactos entre células heterdlogas.

La estructura terciaria de la subunidad de AChE es similar a la de otras
serin-hidrolasas y coincide esencialmente con el modelo basado en los resultados de
dicroismo circular {Manavalan, Taylor, et al. 1985 1153 /id} y espectroscopia de Raman

1 Aslanian, Grof, et al. 1987 1180 fid}{ Aslanian, Grof, et al. 1991 M{O42 Ad}.

Estos estudios revelan que los mondmeros de AChE de mamifero (AChEm) v
Torpede tienen una forma elipsoidal con dimensiones 43x60x65 A } Sussman & 5ilman
1992 K175 /id}. En mamiferos, cada mondmero esta constituido por 12 hebras 3 centrales
dispuestas antiparalelamente y rodeadas por |4 hélices «, €l plegamiento tipico de las
proteinas incluidas en la familia de las o/[3-hidrolasas { Boune, Grassi, et al. 1959 1594
fid}, mientras que en Torpedo la molécula de AChE esta constituida por 8-11 hebras
centrales rodeadas por hélices & | Bourne, Grassi, et al. 1999 1594 /id}{Sussman, Harel, et
al. 1991 M0O25 /id}| Krexl, Duval, et al. 1991 M121 Ad}{Ollis, Chean, et al. 1592 1431
/1d}. Durante el plegamiento, el extremo N-terminal queda localizado en la parte superior y

¢l C-terminal en la parte inferior de la estructura (Fig. L.1).

- L1. Propiedades Generales de 1as Colinesterasas -
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Figura L1. Estructura tridimensienal de las colinesterasas. A pesar de 1a disparidad en
la secuencia primaria de las proteinas de la familia de las hidrolasas, su estruciura
terciaria se ha conservado para acomodar espacialmente Jos aminoidcidos que forman la
triada catalitica. En (A) podemos ver la disposicidn de las hojas / rodeadas por las
hélices o dando lugar a una estructura elipsoidal compacta (B). En ambas figuras, €l
exirermo amino-terminal (N} queda orientado en 1a parie superior y el exiremo carboxilo-
terminal (C) en 1a inferior. (Estas figuras corresponden a una protefna truncada en la
que no se representa el gramento C-terminal Aa344-Aa347). Basado en {Bourne,
Taylor, et al. 1999 1605 Aid ].

El plegamiento de las «/[i-hidrolasas es compartido por enzimas hidroliticas muy
diversas que difieren en su origen filogenético y funcion catalitica. Sirva como gjemplo la
carboxipeptidasa II de trigo (“wheat carboxypeptidase”, CPW) |Liac & Remington 1950
1433 /id} {Ollis, Chean, et al. 1952 1431 /id}. Llama la atencién €l hecho de que proteinas
implicadas en funciones muy diferentes, como la glutactina vy la neurotactina, que
intervienen en procesos de interacclon entre c€lulas heterdlogas durante €l desarollo
embrionario, también compartan cierta homologia estructural con las ChEs. Esta
Informacion revela que el dominio comin con estas proteinas podiia ser el responsable de
las acciones morfogenéticas de las ChEs | Krejcl, Duval, et al. 1951 M121 /id}{Soreq &
Seidman 200! REVACHEQOZ nd}.

- L.1. Propiedades Generales de las Colinesierasas-
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Al comparar distintos miembros de la familia, se ha observado que los aminoacidos
orientados hacia la superficie de la proteina se han conservado muche menos que los del
interior, siendo los periféricos los responsables de la especificidad de sustrato para cada
enzima {Cygler, Schrag, et al. 1993 1432 /id}. Los restos conservados se sitdan en
posiciones intemas de la proteina para segurar su correcto plegamiento y alinear la triada

catalitica El nicleo de la estructura lo generan aminoacidos con propiedades parecidas en

diversas proteinas de esta familia | Greer 990 MT1740 /id }.

El elevado tummover catalitico de la AChE contrasta con la presencia del centro
activo en ¢l interior de una cavidad, al cual conduce un profundo v estrecho “deshiladero

catalitico™.

Se han obtenido evidencias quimicas de la presencia de serina e histidina en €l centro
active que forman parte de una triada catalitica. Inicialmente, la existencia en AChE de
una triada catalitica similar a la de quimotripsina ¥ subtilisina fue objeto de controversia
{Juinn y colaboradores sugirieron que, bajo condiciones fisiolégicas, la AChE cataliza la

hidrolisis de 1a acetilcolina {ACh) mediante un mecanismo de proton (nico, descartando la

funcionalidad del mecanismo de relé de cargas de la AChE | (Quinn 1987 X004 1d}.

Pero estudios posteriores permitieron localizar a la Ser200 en ¢l centro activo de la
AChE de T. californica, y los trabajos de comparacion de secuencla y mutagénesis dirigida
permitieron situar espacialmente a la His 440 muy proxima a la Ser200, asi como al resto
Glu327, dande lugar a una formacion planar semejante a la triada catalitica de

quimotripsina y otras serin-proteasas {en raton la triada catalitica esta constituida por los

restos Ser203, Hisdd7 v Glu33d) (Fig 1.2).

- L1. Propiedades Generales de 1as Colinesterasas -
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Figura 1.2. Anilisis de la melécula de AChE. En la figura de arriba podemnos ver gque
los aminodcidos de la iriada catalitica estin simados al fondo de un estrecho pasillo
denominado desfiladero caialitico. A coniinuacidn, se deiallan todos los resios que fienen
una funcidn destacada en €]l mecanismo de hidedlisis, En (A) se rmestra €] centro
esterdsico constilnido por la triada, 8S203-E334-H447 (en rosa), €] WEG perteneciente al
centro anidnico (verde) y los restos de fenilalanina, F295 y F297 (morado), gue
colaboran al alineamiento de la molécula de ACh para su hidrdlisis. En (B) se ha
arnpliado €] sitio anidnico periférico (PAS) ¥ los aminodcidos gue lo componen ¥ en (C)
observamos la disposicidn de los resios dcidos a lo largo del desfiladero. Esios
aminoicidos se encargan de generar un campo elecirostitico que atrae a 1a moléoula de
ACh gue posieriormenie es guiada al centro esterdsico mediante 12 accion de los restos
aromdiicos gue conforman ] PAS. En rojo se muesiran los dos sitios de N-glicosilacion,
Asn265 en la jzguierda y Asn3S0 en la derecha. Cormo en la figura no se incluye el
segrmiento Alad44-Alas47, falta la cisieina implicada en la oligomerizacion de las
moléculas de AChE. Los extremos amino y carboxilo terminales vienen indicados por las
letras Ny C, respectivarmente. Basado en {Bourne, Taylor, et al. 1999 1605 /id].
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Segin el modelo clasico, el centro active de la AChE esta constituido por dos

subsitios:

En el subcentro anidénico hay un residuo de triptéfano, Trp86 (Trp8&4), que fija el
amonic cuatermario del sustrato para que quede perfectamente alineadeo y préxime a la
serina del centro activo. Esta unidn se realiza mediante interacciones hidrofobicas y

electrostaticas.

El subcentro esterasico contiene la serina activa, responsable de la separacion de

colina y acetato { Wilson & Bergmann 1950 590 /1d} {Hasan, Cohen, et al. 1580 1188 /id}.

La caracteristica mas destacable de la estructura de la AChE es la presencia del
prefunde y estrecho pasillo, de unos 204 de longitud, que penetra en la enzima y se

extiende préoximoe a su base.

Esta cavidad ha sido denominada “desfiladero del sitio activo”, porque contiene la
triada catalitica de la AChE. Excepto en Electrophorus, en todas las moléculas de AChE
secuenciadas hasta la fecha, se ha observado que los aminoacidos proximos a la Ser
catalitica estin altamente conservados, en particular el hexapéptido PheGlyGluSerAlaGly
(Fig. L4). Una porcion sustancial de 1a superficie de esta hendidura esta ocupada por restos
aromaticos, aproximadamente el 40% de la superficie total {14 aminoacidos en total en
Torpedo). Estos restos y las secuencias flanqueantes se han conservado en la AChE de
diferentes especies. Principalmente estin localizados en bucles entre cadenas [ y son los
responsables de 1a especificidad de 1a AChE frente a diferentes €steres de colina, asi como
a clertos Inhibidores selectivos, vya que por lo visto, tales restos contribuyen
significativamente a la unién del ligando generando un microambiente de anillos
aromaticos (la “guia aromitica™). En cambio, ¢l hueco homdlogo de BuChE tan solo

encontramos ¥ restos aromaticos {Harel, Sussman, et al, 1992 K308 fd}.

El desfiladero tiene pocos restos acidos, entre los que se encuentran Asp2&3

(Asp276) y GluZ85 {GluZ78) en la parte superior, formando parte de un sitio periférico;

1 - - - - - -
Para designar los aminodcidos se muestra su posicion en 1a secuencia de la AChE de ratdn, y entre

paréntesis se especifica el aminodcido homdlogo y el nimero que ocupa en la AChE de Torpedo.
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Asp74 (Asp72) en medio, formande parte del subsitio anidnico; y GluZ02 (Glul99) en la

parte mas interna, en ¢l subcentro esterasico (Fig. 12).

De esta forma, desde la boca del desfiladero se extiende un poderosce campo
electrostatico, que posiblemente proporciona la fuerza conductora para atraer ala ACh que

mas tarde se trasloca al centro activo con ayuda de los grupos aromaticos.

Ii! C - D - SGSEMWPN - C —— FGESAG -
Subgitlo anknico Sub_canlru
e bedsicn

—DLFR C NLNCNLNSDEELIHC KPQFLIDVE -

21T 281

Subaitio anidnico Shlo ankéniza parffiics Shio anléniza parifaries

- EGSFF— D C-

27 328 A0z

z%

GFi

Subsitio enianica

g:l:*
1
5Z—3
B —
1
BZ—2
— ’—I—‘
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1

Varlackoneas de la secusncla carboxiio tamiinel

Ala Arg Asn Asp Asx Cys Gl Gin Gix Gy His e Len Cys Met Phe Pro Ser Thr Trp Tyr Yal
a4 R N DB CEQ Z G H I L KMFP S5 TWY V¥

Figura L3. Localizacion de los elementos estricturales que constibiven los sitios de
unioén ¥ de catilisis en €l transcritc primarie de la AChE de Torpede. 5S¢ han sefialado
con un asterisco los ires aminodcidos de la iriada catalifica; ademds aparecen
subrayados los restos que de alguna manera participan en €]l mecanismo catalitico de la
enzima. CHO marca los sitios potenciales de N-glicosilacidn. Se incluyen las
abreviamras de los aminodcidos. (Segiin {Massoulié, Pezzement, et al. 1993 NOZ25 Jid }).

- L1. Propiedades Generales de 1as Colinesterasas -



18 - Introduccidn General - Capimlo ]

Diversos estudios han sugerido que en la interaccidn enzima-ligando, el grupe
amonic cuaternario de la ACh hace contacto directo con el anille indol del Trp86 (Trp&i4)
de la AChE. Este resto se ha conservado en todas las ChEs, y forma parte del sitio de unidn
a la colina o subsitio anidnico, donde estabiliza un intermedio tetraédrico gracias a la
interaccion favorable entre sus electrones T y el amonio de la ceolina | Shafterman,
Kronman, et al. 1992 K340 /id}. Por su parte, los restos de fenilalanina PheZB5 (288) y
Phe2%7 {290}, que forman parte del subsitio esterasico, orientan sus cadenas laterales hacia
el centro activo, delimitando el “hueco de acomodo del resto acilo™ en tomo a la Ser203
(Ser200). De este modo, la Ser203 queda perfectamente alineada para el ataque
nucleotilico al carbonile de 1a ACh. Para ello, es necesaric que €l grupe imidazol de la
Hisd47 {His440) exalte el caracter nucleofilico del hidroxilo de la Ser catalitica, procese
favorecido por el efecto polarizante del anidn carboxilato del Glu 334 (Glu327), unido por
puente de hidrogeno ala His 440. La desacilacion de la enzima probablemente tiene lugar

por Inversion de las etapas anteriores.

El dominio catalitico esta constituldo por una serie de subdominios de los extremos
N-terminal y C-terminal, que sin llegar a sclaparse, mantienen un estrecho contacto entre
si. Esta interaccion es notable en el sitio periférico, donde mutaciones de los restos de esta
region comprometen la estabilidad y flexibilidad enzimatica, sugiriendo que tanto la
actividad catalitica de AChE como su especificidad por el sustrato vienen determinadas
por movimientos dindmicos de la estructura proteica, y no por una adaptacion fija entre el

centro activo y sus hgandos, segin la hipétesis de “llave y cerradura™ {Morel, Bon, et al.

1999 1620 Ad}.

Estos datos concuerdan con las propuestas tedricas basadas en la dinamica protelca,
que sugieren la existencia de una ruta altermativa, denominada “puerta trasera™ (del inglés,
“back door™), mediante 1a cual 1a colina abandonaria ¢l centro activo, evitando cualquier
problema de trafico con la entrada de sustratos a lo large del destfiladero catalitico { Gilson,
Straatsma, et al. 1994 1430 /id}{ Kronman, Ordentlich, et al. 1994 0132 /id}. Pese a que
hay detractores de esta propuesta, que se basan en los resultados de mutagénesis dingida
1 Kronman, Ordentlich, et al. 1994 0132 Aid}, lo clerto es que los ensayos de inhibicién
realizados con anticuerpos monoclonales sustentan esta hipotesis | Simon, Le Goff, et al.

1999 1616 Ad}.
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Se ha propuesto la existencia en AChE de otras regiones, los sitios anidnicos
periféricos {PAS), de los que carece la BUChE. Se localizan en la superficie de la proteina,
cerca de la entrada del desfiladero catalitico, y engloban diferentes sitios de unidn para
activadores € inhibidores alostéricos {Boume, Taylor, et al. 2003 3844 /1d}. Todaviano se
ha aclarade el mecanismo molecular por €l cual este PAS se acopla con el centro activo
para modular la catalisis. Colabora en la unidn de sustratos cargados positivamente, ¥ su
posterior  orlentacion hacia el centro activo, mediante la formacion de dipolos
electrostaticos entre restos de la proteina cargados negativamente y €l sustrato cationico.
Parece que estos sitios periféricos pueden estar involucrados en el fendmenc de inhibicitn
por exceso de sustrato. Los estudios llevados a cabo con la AChE humana han permitide
poner de manifiesto los restos que conforman el PAS: el Trp286 (Trp279), la Tw72
(Tw70) ylaTyrl24 (Tyrl21). Tales aminoacidos son de gran importancia en la fijacion de
ligandos al sitic anidnico periférico. Se cree que existe clerta comunicacion entre €l sitio
anidnico periférico y €l centro activo de la AChE; numerosas prucbas apoyan que en la
conexion participa el Asp74 (Asp72), dado que Interviene en procesos que ocurren en
ambos sitios de la molécula. Es posible que el Asp74, cercanc a la superficie de la
hendidura catalitica, informe al centro active de la ocupacidn del sitio periférico a través
del resto Tyr331 {Tyr334), al que se liga por puente de hidrdgeno, y que sea este Gltimo el
gque transmita la informacion al aminoacido Tyr337 (Phe330). La Tw337 se localiza en el
subsitio hidrofobice del centro active y su rotaclon, impulsada por el movimiento de
Tywr431, impide el acceso de otros ligandos al sitio active {Ordentlich, Barak, et al. 1993
NOTT fidH Shafferman, Kronman, et al. 1992 K340 fid}{Barak, Kronman, et al. 1994
0009 /d}. Por otro lado, los datos disponibles indican que los amincacidos Trp286
{Trp279), del sitio anidnico periférico, y Trp86 {Trp&4), del centro activo, se comunican
entre si. Se piensa que el intercambio de informacidn entre esos dos restos de triptéfano
cambia la orientacion de Trp86 {Trp84), 1o que dificulta la estabilizacion de los complejos
enzima-sustrato. No obstante, todavia no se ha podido demostrar que Trp286 {Trp279) esté

realmente implicado en la inhibicién por exceso de sustrato caracteristica de 1a AChE.

Asl mismo, la capacidad del PAS para ligar cationes podria explicar la relativa
independencia de 1a hidrdlisis de ACh respecte a la fuerza 16nica del medie, a través de
variaciones en Kcat ¥y Km que podrian ser importantes para la funcion fisioldgica de la

enzima ¢n las sinapsis {Berman & Nowak [992 1152 /1d}. También se ha propuesto que
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estos sitios pueden participar en las asoclaciones protelcas heterdlogas que ocurren en los
procesos de sinaptogénesis o neurodegeneracion, debido a su capacidad para unir ligandos.
La capacidad de unir ligandos al PAS, que sdlo encontramos en AChE, se revela de gran

utilidad para disenar nuevos compuestos capaces de inhibir a AChE en mayor o menor

medida {Lewis, Green, et al. 2002 3845 Ad}

Comeo la BuChE posee el mismo ndmero de aminoacidos que la AChE de Torpedo,
con la que comparte gran proporcion de restos conservados, se ha podido obtener el
medelo tridimensional de BuChE sustituyendo los amincacidos diferentes en la estructura
de AChE {Harel, Sussman, et al. 18592 K309 fid}. Estos cambios se manifiestan como
pequenas reorganizaciones en la estructura. Aun asi, el modelo resultante contiene una
triada catalitica idéntica a la de AChE, pero difiere en el menor ndmerc de aminoacidos
aromaticos en las paredes del desfiladero catalitico {8 en lugar de 14). Estas diferencias en
la composicion ¥ formacion del hueco podrian explicar la mayor capacidad de BuChE,
respecto a AChE, para alojar sustratos artificiales voluminosos vy de diferente naturaleza
1 Masson, Froment, et al. 1598 1585 /id}. A pesar de que aln no se ha podide comprobar la
existencia del PAS en la BuChE, todo parece indicar que comparte con la AChE el mismo

mecanismo de catalisis.

La disponibilidad de los ADN clonados de ACHE y BUCHE, asi como los datos
obtenidos por difraccidn de rayos X, han sido la base para los expenmentos de
mutagénesis dirigida que han aportado gran informacion acerca del mecanismo catalitico y
especificidad de las ChEs. Asi, se han podido determinar los aminoacidos mas importantes
para la catalisis o para el plegamiento de las ChEs {Soreq, Ehrlich, et al. 1992 15364
Ad}{Taylor & Radic 1994 016 /id}| Schwarz, Glick, et al. 1995 PO74 fid}. La sustitucion
de los tres restos de la triada catalitica (Ser200, Hisd440 y Glu327) por Ala origina una
proteina plegada correctamente pero Inactiva {Shafferman, Kronman, et al. 1952 K340
fAd}. Por otro lado, la mutacion de ciertos amincacidos altamente conservados, como
Asp397 de Torpedo, puede conducir de manera indirecta a la inactivacién enzimatica, no
porgque participen directamente en el mecanismo catalitico, sino porque Intervienen en la

formacion de puentes salinos esenciales para el comrecto plegamiento | Sussman, Harel, et

al. 1991 M{O25 A1d}.
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Estos ensayos también han permitido poner de manifiesto la base de la especificidad
de las colinesterasas. La sustitucion de Phe280 v Phe2B0 en la AChE de Torpedo {(que
conforman ¢l “hueco de acomodo del acilo™) por Leu280 v Val290, sus equivalentes en la
BuChE humana, proporciona un doble mutante que comparte diversas caracteristicas con
la BuChE {Harel, Sussman, et al. 1992 K309 /id}Vellom, Radic, et al. 1993 N{OO9
Ad}{Radic, Pickering, et al. 1993 3847 Ad}, como la capacidad de hidrolizar la
butirilcolina a velocidad similar a la acetilcoling, 1a sensibilidad al iso-OMPA {inhibidor
especifico de BUuChE) o 1a disminucién en €l grado de inhibicién por exceso de sustrato.
Estos resultados hacen pensar que ¢l gran tamano de las cadenas laterales de estos restos
{Phe280 y Phe2B0) es responsable de que ligandos de gran tamano, como son la
butirilcolina y €l iso-OMPA, no puedan acceder al “hucco del acilo™ de 1a AChE, y por

consigulente determine la especificidad enzimatica.

1.7. Inhibicidn de las colinesterasas

El uso de diversos inhibidores ha sido de gran ayuda para conocer la estructura del
centro active de las ChEs. El subsitio anionico fue descublerto graclas a los carbamatos
fisostigmina y prostigmina, Inhibidores competitivos de AChE { Wilson & Bergmann 1930
990 /1d}. Aungque difieren en su estructura {fisostigmina es una amina terciaria mientras
que la prostigmina posee un grupo amonio cuatemario, Fig. L4), ambos impiden 1a unidn
de ACh en ¢l rango de pH en ¢l que los carbamatos poseen carga positiva. Este subsitio
anionico es también el blanco de otros inhibidores reversibles de AChE, tales como el

edrofonio y la tacrina.

En cambio, los inhibidores irreversibles se unen al centro active de la AChE,
reaccionan con la Ser catalitica ¥ se comportan come verdaderos sustratos de la enzima.
Dentre  de este grupo destacan los agentes organofosforados, como el

diisopropilfluorofosfato {DFP) ¥ el ecotiopato, y los organosulfatos, como la dimetoxona.

La existencia de los sitios anidnicos periféricos se puso de manifiesto al comprobar
que la union de la AChE con el mhibidor reversible propidic no impedia la umdn
simultanea de otros inhibidores al sitio catalitico, lo que llevd a pensar que quizas este sitio
periférico podria estar relacionade con €l fendmeno de inhibicion alostérica que manifiesta

la AChE.
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A su vez, existen inhibidores bis-amonio cuatemarios, que poseen la capacidad de
unirse a los dos centros anionicos, el periférico y el principal, siempre vy cuando los grupos
amonio disten entre si al menos 14A. Este es ¢ caso del decametonio y €l BW284c51, que

se erigen como potentes inhibidores especificos de la AChE.
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Figura 1.4, Inhibideres de AChE. E] efecto inhibidor de 1a fisostigmina, la prostigmina,
el edrofonio vy 1a tacrina sobre Ja AChE reside en su capacidad de unién al sitio anidnico
del centro aciivo. El propidio, en cambio, interacciona con €] ceniro anidnico perifrico.
Los compuestos biscuaternarios decarmetonio v BW2s4e51 pueden fijarse a ambos

centros anidnicos.
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2. GENETICA DE LAS COLINESTERASAS

El ndmero de genes que codifican a las colinesterasas varia en funcion del
organismo. Mientras que Drosophila posee un Gnico gen para AChE, en el nematodo
Caenorhabditis elegans encontramos tres genes para AChE, denominados ace-1, ace-2 v
ace-3, que codifican moléculas activas que difieren en clertas propledades, como la Km y

su sensibilidad a eserina.

En vertebrados, €l gen de la subunidad catalitica de AChE fue clonade en primer
lugar en los drganos eléctricos de Torpede {Schumacher, Camp, <t al. 1586 140
fidH Sikorav, Krejcl, et al. 1987 F073 /id}, donde se vid la existencla de un dnico gen,
como posteriormente se demostré en ratdn {Rachinsky, Camp, et al. 1990 L106 /Ad}{Li,
Camp, et al. 1921 M037 /id}. En pollo, se hallaron dos tipos de subunidades que diferian
en su tamano {100 kDa y 110 kDa) que no eran sino los productos de variantes alélicas de

un solo gen.

Las subunidades cataliticas de AChE y BuChE estan codificadas por dos genes
distintos en vertebrados, ACHE y BUCHE {Soreq & Zakut 1993 1570 Ad}{Taylor &
Radic 1994 016 /id}. Ambos genes muestran una organizacion de exones € Intrones
similar, aungue difieren en la composicién de nucledtidos. Asi, mientras que ACHE es rico
£n pares guanina-citosina {(G+C, estas bases suponen el 67 3% de las terceras bases de los
codones en las secuencias codificantes de ratom), BUCHE lo es en pares adenina-timina
{A+T, su contenido en G+C es s6lo un 30% de las terceras bases en conejo ¥ un 34% en
humano) {Chatonnet & Lockndge 1989 L1053 /1id} {Chatonnet, Lorca, et al. 1591 M114
/id}. Probablemente, estos genes se originaron por duplicacion de un gen ancestral
ocurrida antes de la evolucidn de los primeros vertebrados {Soreq & Zakut 1590 144
Adp{Taylor 1991 M{O23 /id}, a la que posteriormente siguld un proceso de divergencla, de
acuerdo con la expresion especifica del tejido o del estadio de desarolle. Esta divergencia
se tradujo en cambios en la composicion de bases, acordes con las regiones gendmicas en
las que estan incluidos los genes ACHE y BUCHE {Chatonnet, Lorca, et al. 1591 M114
/id}.La identificacién de estos dos genes distintos en todos los vertebrados estudiados
sugiere que ambos productos protelcos Son necesarlos para su supervivencia y que,

previsiblemente, desarmollan funciones distintas.
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En humanos, €l Gnico gen de la subunidad catalitica de AChE esti localizado en el
brazo largo del cromosoma 7, en la posicidn 7g22. En raton, es el cromosoma o el que
contiene al gen de AChE. Analisis de fragmentos de restriccion, asi como de las secuenclas
de unidn entre exones e Intrones, a partir de librerias de ADN humanas v de ratén, han
revelado que la disposicion estructural del gen de AChE en ratdén es muy similar al

humano.

El gen ACHE humane tiene un tamahe de 7 Kb y esta constituido por 6 exones vy 4
intrones {Fig. L.5). El exén | no se traduce pero alberga dos origenes de transcripcidn,
siendo el que esta aguas abajo, ¢l de uso mas frecuente ¥ €l dnico empleado en las células
hematopoyéticas. Por su parte, los exones 2, 3 y 4 aportan la mayor parte de 1a secuencia
codificadora invariable (4,3-4,7 Kb), proporcionando la informacion necesaria para la
sintesis de una proteina cataliticamente activa. En cambio, en Torpedo son dos los exones

que generan €l dominie catalitico.

Las longitudes de los intrones del gen de AChE en humano y ratén son mas cortas

que las de Torpedo, lo que explica la mayor longitud de la secuencia genomica en este

altmo, 25Kb.

Por otro lado, en humanos hay dos cromosomas con el gen BUCHE, aungue en
realidad tan sdlo uno de ellos, el cromosoma 3 (3g26), posee el gen que codifica la
subunidad catalitica de BuChE {gen CHE!L}. Ailn se desconoce ¢l significade bioldgico del

gen localizado en el cromosoma 16.

El gen de BuChE, de mayor tamano que ¢l de AChE {73 Kb), esta constituido por 4
exones: el primero tiene dos sitios potenciales de inicio de la transcripcion v no se traduce;
el segundo exdn contiene el 83% de la secuencia codificadora, incluyendo ¢l extremo
N-terminal, el centro activo y probablemente un tercer sitio de inicio de la transcripeidn; el
tercer exon es de pequenc tamanc y fmalmente, el cuarto exdn codifica el extremo

C-terminal.

A diferencia de AChE, existen un gran nimere de varlantes alélicas de la BuChE

humana, que difieren en su actividad, estabilidad o produccidn enzimatica.
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Al comparar las secuencias de BuChE de diversas especies, se pone de manifiesto
una gran homologia entre esas enzimas acorde con la filogenia establecida. Ademas, la

posicion de los intrones en las secuencias de AChE de Torpedo, ¥ AChE y BuChE de

vertebrados, se encuentra muy conservada.

2.1. Elementos de control

Lna vez establecida la existencia de un anico gen para AChE en vertebrados, es de
suponer la existencia de diferentes elementos reguladores de su expresion, especificos de
tejidos o tipos celulares y que sean los responsables, en parte, de la diversidad de formas
moleculares. El promotor de ACHE incluye una rtegion de 600pbk esencial para la
expresion del gen en tejidos sanos y que posee secuencias Consenso para la unidn de
factores de transcripcion {Ben Aziz-Aloya, Seldman, et al. 1993 1459 Ad}{Getman,
Mutero, et al. 1995 4079 /id}. Muchas de estas secuencias corresponden a genes que se
expresan especificamente en agquellos tejidos o tipos celulares donde abunda la AChE. Este
promotor incluye, entre otros, motivos consenso para el factor asociado a la leucemia
AMLI/Runxl {Perry, Sklan, et al. 2002 CANO37 /id} y para c-fos, un factor de
transcripcion conocido por regular la expresion del gen ACHE bajo condiciones de estrés
| Kaufer, Friedman, et al. 1998 MT1739 fid}. |7 Kb aguas amiba del sitio de micio de la
transcripcion de ACHE existe un dominic de potenciamiento distal que incluye sitios de
union a factores osteogénicos, tales como el 17[3-estradiol y la 1,25-dihidroxivitamina Ds,
dos sitios ad yacentes de unidn a HNF3[3, un elemento de respuesta a corticoides, y sitios de
uniom para NF-gB, c-fos y C/EBP {Shapira, Tur-Kaspa, et al. 2000 4080 /id}. A su vez, €l
control transcripcional de la produccion de AChE depende de un potenciador intemo,
situado en €l primer Intrén, que contiene sitios consenso de unidn para AP2, SP1, NF-xB ¥
GATAL {Chan, Boudreau-Lariviere, et al. 1999 4081 /id}. Todas estas areas en el locus
ACHE estan consideradas como controladores potenciales de la expresion del gen ACHE

en tumores cerebrales.

También se encuentran secuencias asocladas con la expresion génica especifica del
misculo {factor MyoD) y los motivos Zeste, GAGA y USF conocidos como sitios de
reconocimiento para genes inducidos durante el desarrollo embrionane {Aziz-Aloya,

Sternfeld, et al. 1993 4085 /id }.
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Diversos factores de transcripcion hematopoyéticos tienen sitios de unidn en el
promotor de AChE, tales como STATS. Se sabe que STATS junto con el receptor de
glucocorticoides participa en la modulacidn de la induccidn transcripcional | Pitzner,
Jahne, et al. 1998 4086 /id } | Batshake, Nilsson, et al. 1599 4087 /id }{ Fuller & Zhang 2001
4088 Ad}iChida, Wakao, et al. 1958 4085 /id}. En la Figura L5 se muestran los sitios de
unidén para los factores de transcripcion hematopoyéticos en el potenciador distal, en ¢l
promotor proximal ¥ en el dominio potenclador del intron-1 de AChE. Estos incluyen
motivos altamente conservados de actuacion cis de APL, NF-«xB, HNF3, Statd, LMO2,

SPl ¥y GATA3, asl como los elementos palindromicos de respuesta a glucocorticoides

(GRE).

ACHE locus 7g22

Factores de franscrpcicn

Sp-]
GATA-3
. Stats
e .
L. ) Splicing altemativo en 3'
L IMO-2
> ACHE-R
<" > > | AChEH
o ACHE-T
17.6 Kb 17.0 Kb 2 Kb 1 Kb 01k -0TkKb -1.5Kb
Potenciador Promator : :
distal proxirnal xon Intron 1

Figura L.5. Sitios de union para factores de transcripeién hematopeyéticamente activos
en el locus de AChE. En la figura se rouestran los motivos de unidn de factores de
transcripeidn hematopoyéiicos v relacionados con €] estrés, localizados en las distintas
dreas del gen de AChE (Tomado de Soreqg, 2002).
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Aun asi, se ha propuesto la presencia de elementos de control adicionales en €] gen
I5chwarz, Glick, et al. 159y PO74 /id}. La expresion coordinada de los genes que
codifican al receptor nicotinico {AChR) v a la AChE en las sinapsis colinérgicas | Kristt &
Kasper 1983 1441 /id} refleja un control preciso de la expresion de diversos genes

implicados en la sintesis de las proteinas gque participan en la sinapsis.

22. Ensamblado Alternativo de Exones

La eliminacién de secuencias no codificantes del transcrito primario (intrones) y el
posterior reacoplamiento de las secuencias adyacentes {exones) representa otro nivel de

control de la expresion de la AChE en los tejidos.

El origen del polimorfisme de la AChE en mamiferos y Torpedo reside en el
ensamblado alternative de los ARNm que da lugar a los ARNm maduros en los que el
exon E4 se une bien al E3, al E6 o al pseudointrdn 4. Aungue los conocimientos sobre el
procesamiento en la regién 37 aln son escasos, parece que los cambios solo afectan a la

eficiencia de la traduccion {Sikorav, Krejel, et al. 1987 FO73 /id}.

El procesamiento postranscripcional del ARNm de la AChE es especifico del tipo
celular ¥ esta regulado por el nivel de desamrollo del tejido. Los procesos de corte v
ensamblado altermativo de los ARNm para dar transcritos maduros, junto con diversos
procesos postraduccionales como pueden ser la distinta glicosilacion de las subunidades,
procesos de oligomerizacion o la adicion de subunidades estructurales, son responsables,
en gran medida, de la amplia diversidad de formas moleculares de las ChEs y ademas

determinan la localizacion subcelular de las moléculas y, por consiguiente, su funcion.

Asl, en mamiferos y Torpedo se han hallado tres transcrntos diferentes originados por
la reorganizacion de los exones del gen ACHE, denominados transcritos T, H ¥ R. En los
tres casos, el polipéptido codificado consta de unos 340 aminodcidos, altamente

homologos en todas las ChEs de invertebrados vy vertebrados.
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!

Protefna Subunidad R Subunidad H Subunidad T Subunidad T

Figura 1.6, Estructura de los genes de AChE y BuChE de mamiferos. El esquema
muesira las diferentes subunidades de AChE gue resulian del ensamblado alternativo del
transcrito primario. Los exones comunes se han coloreado de naranja y los infrones de
blanco, a excepcidn del pseudoinirén M. Se muesiran con diferenies colores los exones
que codifican 1a region polipeptidica C-terminal variable de 1as colinesterasas.

El transcrite T (del inglés, “tailed™) lleva los exones (E1)°-E2-E3-E4-E6. Al
eliminar el intron 14 v el exon E5, en el extremo C-terminal aparece una region de 440
aminoacidos (41 en BuChE) denominada péptido T o WAT (del inglés “tryptophan
amphiphilic tetramerization domain™), que posee una cisteina {en la posicidén -4 en
vertebrados) y series de restos aromaticos conservados. Este péptido proporciona
propiedades hidrofobicas a la proteina, asi como la capacidad para formar asoclaclones
cuaternarias. El péptido T C-terminal parece estar implicado exclusivamente en ¢l proceso
de tetramerizacidn, mientras que en la dimerizacion Interviene una zona comin para las

subunidades H ¥ T {ver apartado [.3.3).

Las subunidades AChE-T producen mondmeros anfifilicos {G]A], dimeros anfifilicos
{Gg’ﬂ‘), tetrameros  anfifilicos (Gq“), tetrameros no anfifilicos {G4N'¢‘) ¥y una especie
intracelular no anfifilica {de 13,5 5, probablemente un hexamero) | Bon & Massoulie 1997

ESTOS7 Aid}. También generan las asociaciones heteroméricas de tetrdmeros con la

a . - - .
Se indica entre paréntesis los exones no traducidos.
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subunidad colagénica 3 {Col(}) {moléculas collagen-tailed) o con una subunidad de
anclaje a la membrana rico en prolina {PRiMA) {moléculas ancladas a la membrana) {ver
apartados L.3.1 y L32.3.C respectivamente). Las subunidades cataliticas de tipo T de
AChE existen en todos los vertebrados, mientras que las subunidades de BuChE son

siempre de tipo T. Principalmente se encuentran en cerebro ¥ misculo de mamifero.

Cuando la reorganizacion del pre-ARNm da lugar a la siguiente combinaciom
{E1)-E2-E3-E4-E5-{Ef), nos encontramos ante el transerite H (“hydrophobic™), que da
lugar a las subunidades H, caractenzadas por tener en la region C-terminal o peptido H (de
31 amincacidos en humanos), unc o dos restos de cisteina que pueden establecer enlaces
disulfuro intercatenarios. Este péptido H contiene ademas un sitic de corte denommado @
que pasa a ser €l resto C-terminal de la proteina madura y esta localizado aguas amba de
una secuencia hidrofébica. La falta de homologia entre los péptidos H de 1a AChE de
Drosophila, Torpedo ¥y mamiferos, indica que admite clertas variaciones siempre ¥ cuando
¢l péptido H contenga tres elementos mdispensables: un resto de Cys, un sitio de corte oy

una secuencia hidrofgbica

Las subunidades codificadas por estos transcritos H son principalmente dimeros
anfifilicos, denominados tipe 1, que se anclan a la superficie celular por medico de un resto
de glicosilfosfatdilinositol {GPI). En mamiferos, el exén ES no se traduce debido a la

presencia de un coddn de terminacion en Eb.

La subunidad H se expresa en diversos tejidos de Torpedo (misculos, Srganc
eléctrico), ademas de en mamiferos, fundamentalmente en las células hematopoyéticas,
donde puede participar en la elimmacion de cualquier resto de acetilcolina presente en la
cormriente sanguinea. Los transcritos H, asl come la AChE con anclaje de GPI, no se han

detectado en peces teledsteos, reptiles o aves.

Finalmente, encontramos ¢l tercer tipo de transcrito, que tiene la particularidad de
mantener la secuencla intrénica que sigue al dltimo exdn que codifica el dominio
catalitico, E4. De modo que la organizacion del ARNm {madurc) es la siguiente:
(E1)-E2-E3-E4-M-(E5)-(E6). Estos transcritos R (“readthrough™) se han identificado en
tejidos embrionanos, en cultivos celulares {Legay, Bon, et al. 1993 776 /1d} | L1, Camp, et

al. 1991 MO37 /1d} y se encuentran en c€lulas eritroides de raton, perc no en las humanas
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1Li, Camp, et al. 1593 N 155 /id}. Normalmente no se expresan en €l cerebro de los ratones

adultos, pero pueden ser inducidos mediante estrés.

En este caso, el peéptido C-terminal denominado péptide R o ARP, consta de 30
aminoacidos {26 en ratén) y carece del residuc de cisteina implicado en la dimerizacién o
Interaccion con cualquier subunidad estructural y/o catalitica. También carece de
secuenclas hidrofobicas, por lo que es de esperar que las subunidades R sean mondmeros
solubles. A pesar de tode, aln no se ha conseguido identificar la proteina producto de este
transcrite R in vivo y cabe la posibilidad de que sus funciones disten de ser las clasicas

funciones colinérgicas o bien, de que se trate de una proteina defectuosa {Gnsaru,

Deutsch, et al. 2001 BCO58 Ad}.

Bajo condiciones de lesion o tras la exposicion a agentes anticolinesterasicos se ha
observado sobreexpresion del transcrito R en cerebro de raton. De hecho, 1os estudios del
grupo de Hermona Soreq atribuyen a la AChE-R, y mas concretamente al péptido ARP, ¢l
papel de mantener 1a homeostasis hematopoyética tras un fendmene de agresidn y sugieren

el posible use clinico del peptido ARP para el mantenimiento y expansion ex vivo de las

células progenitoras. { Grisaru, Deutsch, et al. 2001 BCO538 /id}{ Deutsch, Pick, et al. 2002
4091 Ad}.

Reclentemente se ha descrito que la forma R de AChE estad implicada en la
adquisicion de memoria de larga duracién en neuronas del hipocampo tras un pericdo
agudo de agresion |Nijholt, Farchi, et al. 2003 4095 Ad}. Al parecer, la AChE-R
interacciona con la proteina RACK ] mtraneuronalmente y a través de €sta, con la proteina
gquinasa CPIT {(PKCRI), involucrada en el acondicionamiento al miedo. En ratones
normales sometidos a un estrés medio se ha apreciado un Incremento en los niveles de
AChE-R y PKC[3ll. Los datos recogidos apuntan a que la AChE-R podria ejercer cierto
papel regulador sobre el funcionamiento de 1a PKCPII neuronal {Birikh, Sklan, et al. 2003
4107 hd}.

Por otro lado, en el suero de ratas y pacientes afectados de myasthenla gravis se ha
detectado acumulacion de la variante R de AChE. El uso de oligonucle&tidos antisentido
dirigidos contra esta variante de AChE y el consiguiente descenso de los niveles de

proteina produjeron clerta mejora en las anormalidades electromiograficas generadas por la
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patologia, demostrando la participacion de la AChE-R en el curso de la enfermedad
1 Brenner, Hamra- Amitay, et al. 2003 4106 /id}

Se ha 1dentificade un cuarto tipo de ARNm de AChE en algunas serpientes de la
familia Elapidae, tales como Bungarus y Naja. Estos transcritos, denominados
transcritos S, producen mondmeros solubles que se secretan por las glandulas venenosas.
Aungue la AChE es abundante en el veneno de esas serplentes, no parece contribuir a su
toxicidad. La clonacion del ADNc de 1la AChE del veneno de Bungarus fasciatus ha
revelado clertas diferencias en la composicion del péptido C-terminal respecto a otras
subunidades. Este péptido, codificado por un nuevo exdn altermativo, denominado S
(“soluble™ o “snake™) esta localizado aguas abajo del exdn E6 {Cousin & Bon 1999 4121
/id}. En estas serpientes, los transcritos 5 se generan en las glandulas venenosas por
mecanismos de splicing {corte y empalme) altemmativo, mientras que los ARNm T abundan
en miscule € higado. En miscule también se encuentran transcritos 5 en niveles
comparables a los de los transcritos T, por lo que es posible que estas formas solubles de
AChE participen en la hidrdlisis de ACh en los misculos {Tabla L2). No hay evidencias
de la presencia del exdn E5 entre el (limo exon catalitico y el exdn Ef6 {Cousin, Bon, et
al. 1998 MT1738 /id}; de hecho, en ningln tejido de serpiente se han encontrado formas
de AChE ligadas al glicosilfosfatidilinositol.

Como resultado del procesamiento postranscripcional se obtiene un péptde muy
corto, de tan solo 13 amincacidos ¥ muy basico, el péptido §, cuyos Gltimos 8 restos se
eliminan en la proteina madura. Este proceso no afecta a la actividad enzimatica y tiene

lugar antes de la secrecion de la enzima.

Los analisis de la secuencia de 1a AChE-S revelan dos importantes diferencias en la
region del sitio periférico respecto a la enzima de Torpedo ¥ de mamiferos, la sustitucion
del residuc Tyr70 por Met70 v la aparicion de Lys en la posicién 258, donde deberia haber
un resto acido {Asp o Glu). Parece que estos dos restos estan implicados en las propiedades
del sitio periférico de la AChE de Bungarus, segin se ha podido constatar por mutagénesis

dirigida { Cousin & Bon 1999 4121 Ad}.
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LIna caracteristica de estas moléculas de AChE es su diferente comportamiento o
sensibilidad a la fasciculina, una toxina de las mambas, por lo que son una fuente ideal

para ¢l estudio del mecanisme de inhibicion del sitio penférico de AChE.

La presencia de moléculas de AChE-S en los venenos de serplentes nos induce a
pensar que la existencia del exon S fue concebida para la expresion de AChE en contextos

diferentes de las sinapsis, lo que apoyaria la existencla de las funciones no colinérgicas de

la AChE {Cousin & Bon 19597 4124 1d}.

El procesamiento postraduccional y el destino subcelular de 1as moléculas de AChE
vienen determinados por los dominios C-terminales, asi en cada tejido o tipo celular, los
diferentes tipos de subunidades se expresan de manera especifica. También es sabido que
la distribucidn de las especies de AChE varia con el desarrollo y la diferenclacion. Asi por
ejemplo, en tejidos adultos de mamifero, AChE-H es expresada principalmente en células
sanguineas {eritrocitos, linfocitos ¥ en alguna ocasién en plaquetas), mientras que AChE-T
aparece en misculo y en los tejidos nerviosos central y penférico {Toutant & Massoulié
1988 11 Ad}{Legay, Bon, et al. 1993 NO15 /id}{Legay, Bon, et al. 1593 776 /id}. Sin
embargo, segin el organismo, podemos observar diferencias en la expresion tisular de
AChE. Por ello, aparecen subunidades AChE-H en ¢l sistema nervioso de Drosophila y en

el miscule de Torpedo, v subunidades T en los tejidos comrespondientes de mamiferos

(Tabla 1.2).

51 comparamos las secuencias de los genes ACHE y BUCHE, la elevada homologia
entre ellas sugiere que ambas enzimas desarrollan las mismas funciones fisioldgicas. No
obstante, ACHE presenta un dominic atenuador rico en G4C, caracteristico de los genes
que se replican y transcriben en etapas tempranas del ciclo celular. En cambio, BUCHE es
rico en pares A+T, una caracteristica de los genes con elevada actividad durante 1a division

celular { Soreq, Ben-Aziz, et al. 1950 157 /d}

La informacion disponible acerca del procesamiento del pre-ARNm de BuChE es
escasa. Hasta el momento se descarta la posibilidad de que se formen varlos transcritos por
ensamblado altermative, por lo gue se acepta que solo hay subunidades T, que por

autoasociacidn generan las diferentes formas moleculares de BuChE. A su vez, proteinas
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especificas en cada tejido intervienen en la asociacion de las subunidades {Soreq,

Seidman, et al. 1989 HEY fid}.

En humanos se han 1dentificado varias formas alélicas naturales del gen de la BuChE
causadas por mutaciones puntuales {lLa Du 198% HE3 /id}{Lockridge 1590 LO8%
fidH Schwarz, Loewenstein-Lichtensten, et al. 1995 P063 fid}. Estas variantes difieren en

produccion de enzima, estabilidad y actividad enzimatica.

Distribucidn en los tejidos

* Presencia de transeritos R en:

R - Organo eléctrico de Torpedo
- Misculo embrionanoe de pollo

» Aumento de expresion por esirés en cerebro de ratén

+ Tejido nervioso de insectos

H
+ Tejidos muscular, nervioso y drgano eléctrico de
Torpedo
T » Tejidos nervioso ¥ muscular de vertebrados
S + Glandulas de veneno y otros tejidos de serpiente

Tabla L2, Subunidades de AChE: distribucitén en los tejidos. Los dominios C-terminales
de las subunidades (R, H, T ¥ 5) determinan €] procesamienio postraduccional v €]
destino de Tas moléculas endimdticas.
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3. FORMAS MOLECULARES DE AChE Y BuChE

La extraordinaria diversidad que presentan las moléculas de las ChEs deriva de
cambios a nivel genético, post-transcripclonal y post-traduccional, y determina su funcion

tanto en las sinapsis colinérgicas como €n contextos no sinapticos.

Las colinesterasas pueden encontrarse como mondomeros u  oligdmeros de
subunidades cataliticas glicoproteicas, cuyos pesos moleculares oscilan entre 70 y 80kDa,
aungue hay excepciones, ya que en AChE de polle encontramos valores mas altos
{100-110kDa). Algunas formas moleculares también pueden contener subunidades de

anclaje no cataliticas: subunidades colagénicas (3 o subunidades hidrofobicas PRIMA.

De acuerdo con la definicion de 1a IUPAC-IUB (1971}, cada clase de molecula de
ACHhE y BuUChE se se entiende como forma molecular, ya que se trata de proteinas que
derivan de asociaciones cuatemarias de subunidades que expresan la misma actividad
enzimatica, y cuyas moléculas no se Interconvierten de manera espontanea {Massoulié &
Bon 1982 C{57 /id}. En cambio, ¢l término “isoenzima™ se reserva para aquellas proteinas
oligoméricas cuyas subunidades estan codificadas por genes distintos y, por tanto, tienen

diferente secuencia polipeptidica.

A la hora de clasificar las diversas formas moleculares hay que usar un criterio
basado en sus propiedades intrinsecas. Independientemente de su origen genético, las
moléculas de AChE y BuChE pueden clasificarse como formas globulares y asimétricas,
en funcidn de su estructura cuatemaria y sus propledades hidrodinamicas. De acuerdo con
la nomenclatura de la Dra. Bon, las formas globulares estan constituidas por mondmeros
{G])j, dimeros {Gz) y tetrameros {G4) de subunidades cataliticas que poseen tamanos
parecidos en todos los tejidos Por otro lado, las formas asimétricas son heterooligdmeros
compuestos por uno {Ay), dos {Ag) o tres terameros {A;;) unidos covalentemente a una
estructura similar al coligeno {Bon, Vigny, et al. 15879 1112 /Ad}{Bon 1882 68
Ad} {Toutant & Massoulie 1987 Fla2 /id}.

4 El subindice sefiala el nimero de subunidades catalfticas en cada forma molecular.
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Las formas globulares y asimétricas se diferenclan por su solubilidad en tampones de
baja ¥ alta fuerza 1onica. Las formas glebulares son selubles en medios de baja fuerza
1onica, mientras que las formas asimétricas necesitan mayores concentraciones de sal, ya
que en caso contrario tienden a agregarse con diversos proteoglicanos, produciendo

grandes complejos insolubles {Bon & Massoulie 1978 220 /id}.

En la Figura L7 podemos observar las formas moleculares més representativas de
AChE, mientras que la Tabla I3 resume las propiedades de las distintas formas G y A de

AChE, cuyas caracteristicas estructurales son mejor conocidas.

Las subunidades se clasifican como T, H, R o 5 de acuerdo con la naturaleza del
péptido C-terminal, que resulta del procesamiento altemative del transcrito primario.
Aungue este dominio no es esencial para la actividad catalitica, decide la organizacion

estructural de los oligomeros y por consigulente, su localizacion final.

En vertebrados la heterogeneidad estructural es parecida entre las moléculas de
AChE y BuChE. En los tejidos v especies estudiados, a cada forma molecular de AChE le
corresponde otra de BuChE { Massoulié & Bon 1982 C057 Ad} | Silman & Futerman 1987
FJ53 /id}{Chatonnet & Lockridge 1989 L105 /id}{ Massouli€é, Pezzementi, et al. 1993
NO25 /id}. El coeficiente de sedimentacion de la molécula de AChE es ligeramente menor
que el de BuChE, aunque lo mas importante es que apenas hay diferencias entre el
coefiente de sedimentacién de formas de AChE {o de BuChE) de distintos tejidos € incluso

de organismos diferentes.

A pesar del éxito de la clasificacion de las formas de AChE y BuChE propuesta por
la Dra. Bon, hemos de senalar que hay moléculas que no encajan en este modele general.
Por ejemplo, en ¢l plasma humane podemos encontrar mondmeros de BuChE unidos
covalentemente a la albdmina{ Masson 1989 HO40 /id}, cuando el componente mayoritario
es un tetramerc globular de BuChE {Lockridge, Eckerson, et al. 1979 BOR( /id}. También
en Torpedo sp. se ha detectado la presencia de una subunidad estructural no catalitica de
13} kDa que se anade o sustituye a alguna subunidad catalitica de 68 kDa en las formas

asimétricas {Lee & Taylor 1982 58 fid} | Lee, Heinemann, et al. |982 110 Ad}.

De cualquier forma, la validez de este criterio de clasificacion basado en el estado de

agregacion molecular queda reforzada al comprobar que la organizacién cuaternaria de las
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subunidades es la responsable Gltima de la localizacion celular. El polimorfismo de las
ChEs facilitaria su transporte, localizacion y asoclacion estable en su sitio funcional. No
parece que la organizacion estructural represente una ventaja cinética, puesto que la
actividad hidrelitica de los centros activos es independiente del nimero y organizacion de
las subunidades, hecho que se ve reforzado por la falta de cooperatividad de las
subunidades en los oligdmeros | Vigny, Bon, et al. 1978 BOOR /id}{ Viratelle & Bemhard
1980 BO37 /d}.

En una misma especie animal es facil que la distribucion de formas meleculares
difiera de un tejido a otro. De heche, cada tejido tiene una composicién particular de
moléculas de AChE y/o BuChE, debido quiza a requerimientos funcionales especificos. Es
de destacar que clertas patologias pueden alterar el espectro de componentes moleculares,
lo que tiene interés desde el punto de vista clinico y diagndstico. Asi ocurre en las
distrofias musculares, como desde hace varlos anos viene constatando el grupo del Dr.
Vidal {Cabezas-Herrera, Moral-Naranjo, et al. 1994 {03 /id} | Cabezas-Herrera, Moral-
Naranjo, et al. 1997 5001 /id}, en la enfermedad de Alzheimer { Sacz-Valero, Sbema, et al.
19977 1553 hd}{5aez-Valero, 5bema, et al. 1592 MT1669 /id} y en la de Hirschsprung
| Causs€, Vaysse, et al. 1987 TNNO19 Ad}.
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Secuencia peptidica de la regidon C-terminal

Forma molecular

AChE Torpedo
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-
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----- SKKESENWGL 20 kDa (544)
o
=
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Tabla 1.3, Subunidades de ChEs: dominics C-terminales que las definen. Las regiones
subrayadas se cortan enla proteina madura; el dliimo resio de 1a subunidad se indica en
relieve. La regidn C-terminal hidrofdbica estd sombreada en werde. Los aminodcidos
aromiticos conservados en los péptidos T aparecen sombreados en azul. En los péptidos
H ¥ T se sefialan 1as ¢isteinas gue pueden formar enlaces intercatenarios () Massoulié,
Anselmet, et al. 1998 1615 /Aid].
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Gen de la AChE humana
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————— HETEROMERICAS

Tetrameros con &.l:uuda::l de
Anclaje P (PRIMAY G psimétricas (A, )

Figura L7. Formas moleculares de las colinesterasas. Se representa €] gen de la AChE
humana, los menszjeros rmaduros generados por ensamblado alternativo, ¥ todo el
reperiorio de formas moleculares que se obtiene de cada mensgjero. El criterio basico de
clasificacion distingue las formas asiméiricas (A) ¥ las globulares (G). En €] gen de

BuChE, €] polimorfismo molecular emana de un sdlo exdn.
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3.1. Formas asimétricas o con tallo de colageno

31.1. Estructura cuaternaria

La caracteristica estructural de las formas asimétricas de AChE y BuChE es la
presencia de un tallo similar al colageno, formado por la asoclacidn en triple hélice de tres
subunidades colagénicas ((}). Cada una de ellas, puede estar unida a un tetramero de
subunidades cataliticas tipo T, y por consiguiente, se¢ denominan formas moleculares Ay,
Ag, ¥ Ajz, en funcidn de que posean uno, dos o tres tetrameros. En la Figura L8. podemos
apreciar la estructura cuatemaria de la forma Az de la AChE de Electrophorus y Torpedo,

respectivamente.

De acuerde con los analisis bioquimicos, en los tetrameros unidos al tallo de
colageno dos de las subunidades cataliticas se unen entre si por enlace disulfuro, y las otras
dos subunidades se asocian al tallo también por puentes disulfurc {Rosenberry &
Richardson 1977 150 /id}. Estudios recientes han demostrade gue las cisteinas no son

imprescindibles para la unién de las subunidades cataliticas al tallo colagénico.

Estas formas asimétricas se caracterizan por agregar reversiblemente en medios de
baja concentracion 1onica, poseen un gran radio de Stokes {=8 nm)} v son sensibles a la
colagenasa. La digestidn completa con colagenasa libera los tetrameros, efecto también
producido por otras proteasas. En condiclones de digestion parcial, por elemplo, a
20-25"C, la colagenasa libera tan s6lo 1a parte distal del tallo, dando lugar a un imcremento
del coeficiente de sedimentacion como consecuencia de la disminucion del coeficiente de
friccion de la molécula asimétrica {por ejemplo, de 16-175 a 205 para la AChE Aj; de
Electrophorus y Torpedo) y un descenso del radio de Stokes (Fig. L.8).

Todos los vertebrados poseen formas asimétricas, incluidos los Agnatha, por
glemplo en la lamprea, Petromyzon marinus. No parecen estar presentes en invertebrados,
por lo que estas formas debieron aparecer en algin estadic temprano de la evolucion de los

vertebrados, cuando adn existia un dnice gen de colinesterasa.
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Figura L8. Estructura de la forma Al12 de AChE. (A) La molécula del drgano elécirico
de Electrophorus electricus posee un fallo de naturaleza colagénica consiiiuido por ires
polipéptidos en el gque se aprecian: a} un dominio de iriple hélice, b) una regidvn no
colagénica gque corresponde a 1a zona de unidn de cada polipépiido con un tetrimero de
subunidades catalfticas fc) La estructura de 1a molécula es sensible al tratamiento con
enzimas y deiergentes; las flechas | v 2 marcan el sitio de ruptura del tallo por
colagenasa a 20°C v 37°C, respectivamente: 1a iripsina rompe 1a molécula en la posicion
3 liberando tetrameros. La despamralizacidn con 505, sin reduccidn previa, permite
separar los dimeros perifricos de la estructura central, que contiene €] tallo ¥ los
dimeros iniernos (4). (B} En Torpedo sp., 12 molécula &, de AChE, ademis de las
subunidades cataliticas, contiene un ndmero variable de subunidades de 100 kDa de
funcign desconocida (coloreadas en gris). Tales subunidades se unen por puentes
disulfuro a las subunidades colagénicas en susiifucion, o ademds de las subunidades
cataliticas. Tomado de {Rosenberry, Barneit, et al. 19380 353 fid}.
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La expresion de las formas asimétricas es especifica de los tejidos musculares y
nerviosos. Las formas asimétricas de BuChE son menos abundantes que las de AChE, pero
se han observado en miscule de rata y pollo. El misculo esquelético, sobre todo su placa
motora, es rico en formas asimétricas de AChE {Bon, Vigny, et al. 1979 1112
fid}{Femandez, Duell, et al. 1979 1215 /id}{Femandez, Duell, et al. 1979 265 Ad}. En
mamiferos y aves, las formas A de AChE se localizan en misculo esquelético y cardiaco,
nervic vago y ganglio periférico cervical superior {Gisiger, Vigny, et al. 1978 B{45
Ad}{Skau & Brimijomn 1980 1214 Ad}.

El hallazge en €]l misculo de pollos recién nacidos de formas asimétricas hibridas, en
las que subunidades de AChE y BuChE estan unidas a un mismo tallo colagénico, enfatiza
la similitud entre AChE y BuChE | Tsim, Randall, et al. 1988 E5T095 /1d}| Tsim, Randall,
et al. 1988 1060 /id}. Estas moléculas hibridas desaparecen en ¢l pollo normal adulto
{Tsim, Randall, et al. 1988 ESTO84 /id}, aungue permanecen en €l misculo distrofico,

posiblemente como restos de una organizacion molecular primitiva

31.2. Lasubunidad colagénica (}

Col(} es 1a subunidad especifica de colageno, que forma ¢l tallo de colageno en las
moléculas asimétricas de AChE y BuChE {Feng, Krejcl, et al. 1999 ACHEOOZ /1d}. La
subunidad Cel(} ha sido clonada en Torpede y mas tarde en mamiferos {Krejcl, Coussen,

et al. 1951 M058 Ad} { Krejci, Thomine, et al. 1997 1608 /id}.

La estructura primaria de Col(} comprende: (1) un péptido senal; {(2) un dominio

N-terminal {(}}, {3 un dominio central colagénico y {4) una regidn C-terminal.

En 1988 el Dr. Massoulié demostréd que en mamiferos solo hay un gen Col()} y que la
proteina resultante se encarga de formar la triple hélice del tallo colagénico de las formas
asimétricas de AChE y BuChE. El dominio N-terminal, (, es un péptide de 17
amincacidos con dos cisteinas contiguas ¥ una pequena region de anclaje rica en prolinas o
PRAD (del inglés “proline-rich attachment domain™). El PRAD es esencial para la
tetramerizacion de las subunidades AChE-T, por la interaccidn con un dominio rico en
triptofanos (W) del extremo C-terminal de la subunidad AChE-T, también denominade
WAT. Loz estudios de delecidn y mutagénesis dirigida han demostrado que la asociacidn
de las subunidades (}y con los tetrameros de AChE-T sélo depende del PRAD.
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El dominio colagénico tiene la repeticion caracteristica de glicinas cada tres restos y
la region C-terminal, (3, es rica en cisteinas. Experimentos de delecion han demostrado
que la parte distal del dominie C-terminal ((}), es indispensable para el ensamblaje de las
hélices de colageno v la produccion de formas asimétricas, mientras que la parte proximal
de dicho dominio es esencial para la trimerizacion {Massoulié 2002 1374 Ad}. Los
subdominios ricos en cisteinas y prolinas estin altamente conservados entre los
vertebrados. La eliminacion de cualquiera de ellos impide la asociacion de las tres hélices
colagénicas. Ohno y col. han identificado en pacientes con sindrome miasténico congénito
una mutacidn en una posicion equivalente al nucledtido 1133 de la subunidad colagénica
de Torpedo, cuyo resultado es la falta de formas asimétricas | Ohno, Brengman, et al. 1998

MTI1862 Ad}.

Las pruecbas de mutagénesis han revelado que, pese a la importancia de los enlaces
disulfuro, éstos no son imprescindibles para la asociacion de las subunidades cataliticas
con el tallo, sino que mas bien el elemento critico del PRAD es el namerc de prolinas
sucesivas {Bon, Coussen, et al. 1997 EST0%6 /1d}. S5in embargo, se considera que tras la
asoclacion Inicial de los tetrameros al PRAD de la subunidad colagénica, la union se
fortalece y estabiliza por el establecimiento de enlaces disulfuro en los que intervienen las
cisteinas adyacentes del PRAD y la cisteina C-terminal del péptido T. Esto explica que en
las formas asimétricas de los tejidos, los tetrameros estan unidos al tallo por puentes
disulfure. Los cuatro péptidos T interaccionan del mismo modo con €l PRAD {Bon,
Coussen, et al. 1997 ESTO96 Aid}{Simon, Krejcl, et al. 1998 4180 Ad}. Los ensayos
in vitre han revelado que el péptido T, muy conservade a lo large de la evolucion, es
totalmente imprescindible para la interaccion de AChE-T o BUuChE-T con €l PRAD. Tal es
asi, que s se incorpora este peptido T a otras proteinas (fosfatasa alcalina) se obtienen

gquimeras capaces de ligarse al PRAD | 5imon, Krejcl, et al. 15998 4180 /1d}.
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L9. Interaccién del PRAD de la regién N-terminal de la subunidad col( () con las
subunidades de AChE-T. A partir de la construccion guimérica, (hHe, se pueden
obtener tetrdmeros de AChE-T anclados por GP1 {Massoulié 2002 1374 Ad}.

Se ha observado que la formacién de los hetercoligdmeros AChE-Col() determina la
localizacion y funcion de AChE en las unlones neuromusculares | Feng, Krejcl, et al. 1599
ACHEQO2 Aid}, quizas porque la subunidad colagénica Col() sea especifica para anclar las
formas de AChE y BuChE con tallo en la matriz extracelular del misculo. De hecho,
reclientemente se ha puesto de manifieste la existencla de dos promotores distintos,
pCol(}-1 ¥ pCol(}-1a en secuencias localizadas aguas arriba del gen humane Col(}; estos
promotores muestran una expresion especifica del misculo ¥ son activados por elementos
transcripcionales de los miotubos en culive {Lee, Chol, et al. 2004 4541 /d}. Se ha
observado que pCol(}-1 es activo en los misculos lentos {como el soleus) mientras que

pCol(}-1a es principalemente expresado en los misculos rapidos {como el tibialis).

La secrecion restringida de subunidades no ensambladas y la extermalizacion
preferencial de dimeros unidos a través de cisteina en cultivos de c€lulas embrionarias de
nnon, apuntan a que el péptide T actda como una senal de retencion en el reticulo

endoplasmico (RE) {Velan, Grosfeld, et al. 1991 ESTOR7 fid}| Kerem, Kronman, et al.
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1863 EST093 /id}, aunque no estd muy claro s1 la cisteina del péptido T interviene en tal
funcion. Parece que la que la asoclacion de PRAD-tetrameros estabiliza las subunidades
cataliticas ¢ impide su degradacidn, cosa que sugiere €l incremento de actividad AChE en
las pruebas de coexpresion de subunidades AChE-T y PRAD. Puede que dicha asociacidn
enmascare una senal de degradacion en el péptide T |{Legay, Mankal, et al. 1999 1614
fid}. De hecho, se ha observado que las mutaciones en los dominios de AChE que
Intervienen en la oligomenzaclon, como son las hélices que conforman el FHB (del inglés
“four helix bundle”, racimo de cuatro hélices) y que permiten la exposicion del péptido T,
favorecen la degradacion de la enzima {Morel, Leroy, et al. 2001 1339 Adl.
Recientemente se ha visto que ¢l péptide T induce procesos de degradacion y por
consiguliente, reduce notablemente la secrecidn de moléculas que tienen alterada su
capacidad de oligomerizacion. Por lo tanto, puede decirse que el péptido T representa un
nuevo punte de control en la liberacion de AChE. Este péptide T forma una hélice «
anfifilica que contiene una sene de restos aromaticos conservados. La sustitucion gradual
de tales restos supnime la degradacion e incrementa la secrecidn de las subunidades de
AChE. La coexpresion de estos mutantes con una proteina conjugada con el péptido
PRAD permite el ensamblaje y secrecion parcial de los mutantes defectucsos. De este
modo, el enmascaramiento de las cadenas aromaticas laterales por un proceso de hetero-
oligomerizacion rescata a la enzima de la degradacion. La degradacion tiene lugar en el
reticulo endoplasmico a traveés de la ruta ERAD (del inglés “endoplasmic-reticulum-
associated degradation™), ya que es sensible a inhibidores del proteasoma pere no se
detiene por brefeldina A. A su vez, parece existir clerta cooperatividad entre ¢l dominio
catalitico glicosilade y €l péptido T no glicosilado, ya que ¢l uso de kifunensina, un
inhibidor de la manosidasa 1 del reticulo endoplasmico, reduce la degradacién. En
consecuencla, este sistema se perfila como el modelo idSneo para estudiar los mecanismos

gque determinan la degradacién de las proteinas multidominio correctamente plegadas

1 Belbeoch, Massoulie, et al. 2003 4134 Ad}.

Se ha comprobade que un fragmento de 14 restos (386-399) del péptido T de la
AChE humana exhibe cierta homologia con el péptido p—amiloide (AP) de 1a enfermedad
de Alzheimer;, bae condiciones fisiologicas el péptide puede autoensamblarse
espontaneamente ¥ generar las clasicas fibrillas amiloides | Greenfield & Vaux 2002 4161
/1d}. Se ha observado que la estructura en ¢-hélice del péptido T completo {40 restos), que
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interviene en las interacciones homoméricas hidrofdbicas necesarias para ensamblar
subunidades de AChE, previene el desarolle de una conformacion amiloidea en hojas
[}, mucho mas favorecida en el fragmento de 14 restos { Cottingham, Voskull, et al. 2003

4148 Ad}.

313, Interacciones idnicas y anclaje de las formas asimétricas.

A bajas concentraciones 16nicas, las formas asimétricas pueden interaccionar con
componentes polianidnicos, como los glicosaminoglucanos| Bon, Cartaud, et al. 1978 401
/id}. Estas Interacciones son responsables de su anclaje a las matrices celulares, e.g. la
lammna basal neuromuscular {Peng, Xie, et al. 1989 1637 /Aid}, lo que explicaria la
necesidad de tampones con alta concentracion de sal para conseguir solubilizarlas.
Posteriormente pueden darse otras Interacciones entre las que se incluyen asoclaciones
covalentes con otros componentes de la lamina basal, posiblemente a través de la accion de
transglutaminasas {Emmerling, Johnson, et al. 1981 4181 /id} o lisil-hidrolasas. Las
formas globulares también pueden asociarse a la ldmina basal de esta manera, pero con

menos fuerza que las asimétricas.

La triple hélice de colageno contiene dos dominios HBD (del inglés “heparin
binding domains™) con aminoacidos basicos que son sitios de unidn a hepanina { Deprez &
Inestrosa 1995 P154 /id}{ Deprez, Doss-Pepe, et al. 2000 4205 /id} {Deprez, Inestrosa, et
al. 2003 4120 fid}. A pesar de la distribucion similar de sus cargas positivas, los dos sitios
difieren en su afinidad por la heparina. La diferencia no esta dnicamente en €l nimero o
naturaleza de los restos bésicos en cada sitio, smo méas bien, en cambios estructurales
locales de la triple hélice que pueden estar determimados incluso por regiones distantes de
Col(} {Deprez, Inestrosa, et al. 2003 4190 /id}. En las uniones neuromusculares, estas
regiones de union a heparina podrian estar implicadas en Interacclones especificas con
distintos elementos de la lamina basal, permitiendo la onentacion especifica de las
moléculas asimétricas de AChE |Deprez & Inestrosa 1595 P1534 Ad}{Deprez, Doss-Pepe,
et al. 2000 4205 Ad} | Deprez, Inestrosa, et al. 2003 4150 Ad}.

La liberacion de las formas A por heparina, dermatan sulfate y condroitin sulfato, asi

como por heparinasas y condroitinasas, sugiere un papel especifico de los proteoglicanos,
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heparan-sulfato y glicosaminoglicanos del grupe condroitin/dermatan sulfato en el anclaje

de las formas asimétricas a la lamina basal.

El Dr. Ramirez y colaboradores mostraron gque una fraccion de las formas
asimétricas del misculo podian ser solubilizadas con alta sal [A'}, mientras que la otra
fraccion (A") requeria la adicion de un quelante de Caz+, ¢l EDTA | Gomez-Barriocanal,
Barat, et al. 1981 CI103 fid}{Ramirez, Gomez-Barriocanal, et al. 1984 CO30 Ad}. Las
moléculas de AChE que constituyen estas dos fracciones parecen ser intrinsecamente
idénticas, pero estan implicadas en diferentes interacciones con la matriz extracelular, por
medio de puentes salinos {A') o de Ca’™* [A"}. Ambas fracciones se solubilizan bien con
heparina {Barat, Escudero, et al. 1986 208 /1d}. La integracion de las formas asimétricas
en la estructura de 1a matriz extracelular parece estabilizarse progresivamente de formas Al
a formas A" | Busquets, Pérez-Tur, et al. 1591 M9 /id} {Barat, Gémez-Bamiocanal, et al.

1984 97 Aid}{ Fadic' & Inestrosa 1989 273 /1d}.

En los tejidos muscular y nervioso, €l tratamiento con detergentes permite liberar
una cantidad limitada de moléculas asimétricas, las que se mantienen en las membranas
extrasindpticas interna y externa fuertemente unidas a fosfolipidos | Nicolet, Garcia, et al.
1987 448 hd}{iGarcia, Verdigre-5ahuqué, et al 1988 GO7/9 Ad} | Verdiére-5ahugque,
Garcia, et al. 1991 MO12 /id}. La capacidad de unidn con lipidos es una excepcion a las

caracteristicas Interacciones 16nicas de las formas asimétricas.

En las membranas neuronales de ganglio cervical superior de rata, las moléculas
asimétricas se liberan con tampones de alta fuerza i6nica, aungue hay una fraccion cuya
solubilizacién requiere detergentes. La fosfolipasa C especifica para el fosfatidilinositol
{PIPLC) es capaz de solubilizar parte de las formas Aj; susceptibles de ser extraidas con
detergente. Esto sugiere que el fosfatidilinositol puede estar implicado en la asociacion de
algunas formas asimétricas con las membranas { Verdiere-Sahuqué, Garcia, et al. 1991
MO12 fid}, de modo que segin el modelo propuesto, dos subunidades de los tetrdmeros
Intervienen en la asoclacién con la membrana a través de un glicolipido. De acuerdo con
esta suposicion, tendriamos que considerar la existencla de dos tipos de subunidades

asimétricas, las que poseen el fosfolipido y las que no lo contienen { Inestrosa, Roberts, et

al. 1987 218 /id}{Inestrosa y col., 1987).
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32. Formas globulares de Ias colinesterasas

Dentro de este grupe se encuadran todas aquellas formas que carecen del tallo
colagénico. Las formas globulares som mas abundantes y estdn mas ampliamente

distribuidas que las formas asiméltricas, especialmente en vertebrados {Silman & Futerman

1987 FO53 Aid}.

Las formas globulares constituyen un grupo heterogénec en el gue, segin sus
propiedades hidrodinamicas, en particular el coeficiente de sedimentacidn, encontramos

mondmeros, ) {entre 4 y 35), dimeros, G; {6-78) y tetrameros, Gg (9-115).

A su vez, estas formas pueden contener solo subunidades cataliticas o cataliticas y
subunidades estructurales, como sucede con los tetrameros de AChE 105 ligados a la
membrana del sistema nervioso central (SNC) de mamifero a través de la subunidad
PRiMA de 20 kDa | Inestrosa, Roberts, et al. 1987 218 fid}{Boschett & Brodbeck 1996
PO79 1d }{ Boschetti y col., 1996}, los complejos {(85) de dimeros de AChE y una proteina
del érgano eléctrico de Torpedo |Bon & Massoulié 1980 354 /id} o como ya vimos, con

los mondmeros de BuChE de plasma humano asocliados covalentemente a la albdmina

1Masson 1991 15356 /1d}.

32.1. Formas globulares anfifilicas y no anfifilicas.

Las formas globulares de AChE esenclalmente pueden dividirse entre las que
requieren detergente para su solubilizacion y las que son solubles en tampones de baja
fuerza 10nica, en ausencia de detergente. Denominamos a la primera clase formas

anfifilicas {GA), y a la segunda, formas no anfifilicas (GNA),

El término anfifilicidad alude a la capacidad de interaccionar con micelas de
detergente, bajo condiciones no desnaturalizantes. Por consiguiente, pueden formmar
complejos con micelas de diversos detergentes (ver Fig. LB). Las formas anfifilicas poseen
un dominio hidrofébico que puede anclarlas a las membranas, que falta en las formas no

anfifilicas.

La formacién de complejos enzima-detergente se manifiesta por los cambios en €l

coeficiente de sedimentacion de la proteina, segin sean las propiedades micelares del

- 1.3, Formas Moleculares de AChE v BuChE -



Capiialo ] - Introduccion General - 49

detergente {Moral-Naranjo, Cabezas-Herrera, et al. 1896 P100 /id}. Esta propiedad
exclusiva permite diferenciarlas de las formas no anfifilicas. También se han observado
cambios en ¢l radic de Stokes y en la migracion electroforética bajo condiciones no
desnaturalizantes {Garcia-A yllon, Gomez, et al. 1999 1587 /id}. En base a estos datos, con
el uso de varios detergentes podemos conocer €l comportamiento hidrodinamico de una
determinada forma melecular de AChE o BuChE. Los detergentes mas utilizados en estos
trabajos de caracterizacion son €l Triton X-100 y el Brij 96, La migracion de las formas
anfifilicas en un gradiente de densidad de sacarosa se retrasa por la presencia de Triton en
el medio, pero adn mas por la de Brij 56 {gque forma micelas de menor tamano que ¢l
Triton) {Grassl, Vigny, et al. 1982 360 /id}{Toutant, Massouli€, et al. 1985 D00
fidH Massoulié, Toutant, <t al. 1988 1168 /fid}{Bon, Toutant, et al. 1988 (G001
Aid} Canovas-Munoz, Campoy, et al. 1990 LO78 /id}{Saez-Valero, Tomel, et al. 1993
NO57 1d}H Garcia-Ayllon, Gomez, et al. 1999 1587 /1id}.

Compo ¢l tamano del dominie o componente hidrofdbice de las formas anfifilicas es
bastante inferior al de la enzima, las moléculas de AChE y BuChE son consideradas
ectoenzimas. Por digestion proteolitica limitada es posible eliminar estos dominios
hidrofébicos, permitiende la liberacion de moléculas cataliticamente activas, cuyo tamano
no s¢ ve muy alterado, perc que ahora son incapaces de asoclarse con liposomas vy
detergentes { Moya-Quiles, Villalba-Sanchez, et al. 1992 K059 fid}. Esto ocurre tanto para
los dimeros {Bon & Massoulié 1980 354 Ad}| Stieger, Brodbeck, et al. 1284 212 id}{ Kim
& Rosenberry 1585 1446 fid }| Saez-Yalero, Poza-Cisneros, et al. 1996 CANO] /id} como
para los tetrameros | Vigny, Bon, et al. 1979 151 /id} {Gennarl & Brodbeck 1983 M178
fd}.

3.22. Fommas globulares con subunidades AChE H: moléculas anfifilicas tipo L.

Se conocen dos tipos de dimeros anfifilicos de AChE {tipo I y II}, cada uno generado
por un ARNm madure distinto. Los dimeros tipe I poseen subunidades H, que llevan un
péptide C-terminal con una o dos cistelnas ¥ una senal para incorporar un resto de
etanclamina-glican-fosfatidilinositol, que se une por enlace amida al extremo carboxilo de
la subunidad catalitica {Bon, Toutant, et al. 1988 G002 Ad}. Por tanto, se denominan
“ancladas por glicosilfosfatidilinositol (GPI)” (ver Fig. L1{). Este fosfolipido confiere
propiedades anfifilicas a las moléculas y las capacita para ligarse a las membranas.
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Las moléculas con GPI unido se 1dentificaron por primera vez en 1970, cuando al
anadir la fosfolipasa C especifica de fosfatidilinositol de Staphylococcus aureus, en
ausencia de detergente, se observd la solubilizacion de AChE de los eritrocitos de clertos
vertebrados | Silman & Futerman 1987 F033 fid}. Estas moléculas se hallan en la
superficie de las cé€lulas sanguineas de vertebrados, asi como en misculo de Xenopus
1Inestrosa, Fuentes, et al. 1988 GO77 /id}, y organo eléctrico de Torpedo | Futerman, Low,
et al. 1983 370 /id}. También en FGHNIGAOONIUMOENa | Futerman, Low, et al. 1983
370 Ad}, entrocite {Low & Finean 1977 227 /id}|Roberts & Rosenberry 1583 329
f1d} { Gémez, Nieto-Cerdn, et al. 2003 BCO68 /id} y misculo de ratdn { Garcia, Verdiére-
Sahuqué, et al. 1988 G062 Ad}. En cé€lulas tumorales humanas también se han encontrade
dimeros tipo I {Saez-Valero & Vidal 1995 PO0S /id}{Saez-Valero & Vidal 1996 P1{7
f1d}{ Saez-Valero, Poza-Cisneros, et al. 1596 CANO41 /1d} y mondmeros en larvas de
Drosophila { Toutant, Arpagaus, et al. 1988 G045 /id}. No se han observado moléculas de
BuChE ancladas mediante GPI, a excepcién de un “intermedio”™ de colinesterasa en

misculo de platija { Stieger, Gentinetta, et al. 1985 HO45 fid}.

Por tratamientos proteoliticos, se ha podido conocer la estructura y composicion del
reste GPI de AChE G;" de Torpede marmorata tras su  marcaje <on
trifluoro-fenil-diazirina {Stieger, Brodbeck, et al. 1984 212 /id}. La fraccidon no peptidica
contiene etanolamina, un glicano de 6-8 monosacaridos de composicion  variable
1Ferguson 1952 K067 /id}{Hooper 1997 5097 /Ad} y fosfatidilinositol, cuyos restos de

acidos grasos saturados e insaturados quedan embutidos en la membrana.

En la subunidad de AChE-H, la senal de incorporacion del resto GPI reside en una
secuencla peptidica consenso de corte y adicion, localizada 10-12 restos antes del extreme
C-terminal hidrotdbice. En €l RE una transamidasa corta la secuencia ¢ mncorpora el

glicolipido. El amincacido que recibe el anclaje de GPI se denomina resto i | Massoulié,
Anselmet, et al. 1998 1615 Ad}. Este resto, como los contiguos, o4y 42, poseen una
cadena lateral corta { Kodukula, Gerber, et al. 1993 4210 fid}{Piccolo, Azan, et al. 1994
)28 fid}. Los ensayos realizados en base a esta secuencia han revelado la influencia de
los restos adyacentes a o sobre la reaccion de la transamidasa, en particular, €l aminoacido

n—1.
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ctura del resto glicosilfosfatidilinositol (GP1) que fija la AChE a la membrana. Este
tipo de anclaje estd presenie en los mondrmeros y dimeros de AChE de tipo L R1 v R2
indican resios alguilo o acilo. En concreto, el dominio hidrofdbico de 1a forma dimérica
unida a la membrana del eritrocito humano es un alguil (R1-0) acil (R2-COQG) glicerol.
Las flechas marcan los sitios de rupiura por distinios tratamienios: fosfolipasa D (PLDY)
y fosfolipasa C especifica para el fosfatidilinosito] (PIPLC) (hbasado en Ferguson, 1991
[Ferguson 1991 M163 Ad}).

De la eficiencia de 1a sustitucién depende la proporcidn de formas con y sin GPL 51
se transfectan c€lulas COS con variantes del gen que codifica la subunidad H, se producen
moléculas con GPI, capaces de anclarse a las membranas, moléculas sin GPI pero que
conservan €1 dominio hidrofobico C-terminal v moléculas solubles que han perdido dicha
region por proteolisis. Probablemente esta Gltima forma contribuya a la actividad AChE
soluble del suerc de algunas especies de mamiferos {Massoulié, Anselmet, et al. 1998
1615 Aid}. 5in embargo, se ha comprobado que en suero de raton, estos monomeros de
AChE siguen conservande sus propiedades anfifilicas, pese a su estabilidad en el medio
acuoso, lo gue se contrapone con el supuesto caracter hidrofilico de los monSmeros que
circulan por €l suero. Entonces, es posible que su presencia se deba a que el dominio
hidrofdbico de estas moléculas sea tan pequeno que resulte insuficiente para mantenerlas

unidas a la membrana y por ello, escapan al medio extracelular, aunque la conservacion de

- 1.3. Formas Moleculares de AChE v BuChE -



52 - Introduccion General - Capimlo ]

este dommnio les permita interaccionar con matrices hidrofdbicas { Garcia-Ayllon, Gomez,

et al. 1999 1587 Ad}.

La importancia fisiologica de las moléculas con GPI radica en que son las (nicas o
las mas abundantes en ¢l sistema nervioso de Drosophila. Son las Gnicas observadas en ¢l
misculo estnade de Torpede | Massoullé, Anselmet, et al. 1958 1615 Aid} v su expresion
en c€lulas hematopoyéticas de mamiferos se comrelaciona con la diferenciacion {Lapidot-
Lifson, Prody, et al. 1985 144 /Aid} {Patinkin, Seidman, et al. 1990 L203 /id}, aunque se
desconoce su significado bioldgico en la membrana de las células sanguineas {eritrocitos,
Iinfocitos y plaguetas) | Richier, Arpagaus, et al. 1992 K284 /id}{Martin-Valmaseda,
Sanchez-Yague, et al. 15895 P133 Ad}{Marcos, Sanchez-Yagie, et al. 1958 BC003 /id},
especialmente cuando su actividad varfa mucho entre distintas especies animales e incluso

esta ausente en las c€lulas sanguineas de reptiles y aves.

La estructura del resto glicosilfosfatidilinositol depende de 1la maguimaria biosintética
de la cé€lula, por lo que su composicion varia en las formas G; ligadas a la membrana
plasmatica de varios tpos celulares o en las mismas células procedentes de diferentes
mamiferos. En un mismo tejido, también pueden coexistir varios tipos de dimeros de
AChE que difieren en la fraccion glucidica y/o lipidica Por gjemplo, el anille de inositol
estd unido a un dominio hidrofdbico, que en humanos, Drosophila y vaca, es un
alquilglicerol, ¥ en Torpedo un diacilglicerol. Se puede eliminar este dominio hidrofébico
fosfolipasa C especifica para el fosfatdilinositol {PIPLC) y con fosfolipasa D (PLI}; de

suero, generando derivados no anfifilicos.

La acilacitn del anille de mnositel {L1, Camp, et al. 1993 NI155 Ad} confiere
resistencia a la fosfolipasa C, ya que no se puede formar el intermedio ciclico de fosfato,
por 1o que es necesario un tratamiento previo con hidroxilamina alcalina, para eliminar el
grupo acilo. Este es €l caso de la AChE de eritrocito humane, donde un hidroxilo del

inositol queda esterificado con acido palmitico { Roberts, Myher, et al. 1988 G137 Aid}.

La adici6n del grupe GPI es un proceso muy rapido que ocurre tras la biosintesis de
la molécula de AChE. La acilacion el anilloe de inositol parece depender del equipo
enzimatico de la célula {Toutant, Richards, et al. 1590 BCO051 Ad}, y no de secuencias

contiguas al peptido que rapidamente se elimina para incorporar €l glicofosfolipido. Como
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se demuestra por la sensibilidad diferencial a PIPLC de las moléculas de AChE de

linfocitos {sensibles) ¥ eritrocitos ({resistentes) de ratones y conejos | Richier, Arpagaus, et

al. 1992 K284 /id}.

Ln posible significado biolégico de 1a presencia de este anclaje de GPI podria ser €l
establecimiento de un control selectivo en la liberacidn y actividad de AChE, que puede
tener lugar a varios niveles. Un punto de control vendria establecide por la accion de
fosfolipasas enddgenas |Low, Ferguson, et al. 1986 NT336 /d}, en respuesta a
determinados estimulos. Asi, por ejemplo, en el nicleo caudal y la sustancia nigra se
produce la liberacién de AChE en respuesta a una estimulacién eléctrica o a iones K*
| Greenfield, Cheramy, et al. 1980 4211 Ad}, y también se ha observado que la
estimulacion de las células cromafines adrenales conlleva la liberacion de AChE junto a
noradrenalina {Mizobe, Iwamoto, et al. 1984 1225 Ad}. A su vez, 1a actuacidnm de la
fosfolipasa enddgena generaria diacilglicerol o alquilacilglicerol, dos segundos mensajeros
activadores de la proteina quinasa C | Varela-Nieto, Ledn, et al. 1996 5060 /1d} { Brodbeck
18998 4212 /Aid}. Por otro lado, ciertos datos afirman que para la biosintesis del precursor
del glicofosfolipido de anclaje es necesaria la acilacion del glicosilfosfatidilinositol. Asi se
establece un nuevo punto de control de la actividad enzimatica de AChE, va que la

desacilacién del glicofosfoinositol o de un precursor inmediate es un paso critico para que

la AChE se libere con la fosfolipasa {Li, Camp, et al. 1993 N155 /id}.

A, Procesamiento de 1as subunidades AChE-H

Aungue los péptidos C-terminales de las subunidades H de AChE de Torpedo ¥
mamifero carecen de homologia en su secuencla, comparten dos caracteristicas
funcionales: (1) la presencia de uno o dos restos de cisteina cerca del dominio catalitico,
gque permite la formacion de dimeros por enlace disulfuro intercatenario, y {2) 1a existencia
de una region hidrofébica en el extremo C-terminal del péptido H, precedida por una senal
de corte {8-10 restos) donde puede incorporarse un residuc de GPI | Massoulie 2002 4137
fid}.

Los procesos post-traduccionales de glicosilacion tienen lugar en ¢l reticulo
endoplasmico, de manera inmediata a la sintesis de la cadena polipeptidica { Ferguson,
Duszenko, et al. 1986 1131 /id}. Un complejo transamidasa interacciona con la proteina
recién sintetizada, eliminando la porcidn de la cadena pelipeptidica que precede ala regidn
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hidrofébica y anadiendo un anclaje de GPI preformado al nuevo residuo C-terminal,
denominado . Diferentes estudios han revelado la influencia de los restos proximos a o y

su importante papel en el establecimiento de ciertas restricciones en la union del grupe GP1

1Coussen, Ayon, et al. 2001 4141 Ad}.

También se ha observado la secrecion de niveles variables de precursores de
AChE-H no procesados, que pueden contrnibuir en parte a la produccidon de AChE
extracelular que, por ejemplo, encontramos en el plasma sanguinec | Massoulie 2002 1374

fid}.

32.3. Formas globulares derivadas de las subunidades AChE-T

Las subunidades T de AChE y BuChE de vertebrados tienen la capacidad de
asoclarse para generar un gran espectro de formas moleculares. Las subunidades AChE-T
producen homo-oligdmeres anfifilicos ¥ no anfifilicos, como podemos observar en la
Figura 1.7 { Massoulié 2002 1374 Ad} asi como tetrameros no anfifilicos asoclados a Col(}
o a PRIMA. Como ya hemos comentado en el apartado L3.1,, ¢l péptido T se caracteriza
por tener series de siete restos aromaticos altamente conservados en vertebrados
1 Arpagaus, Fedon, et al. 1994 O007 /Ad}. Se ha propuesto gue la interaccidn de las
moléculas anfifilicas con micelas de detergente pudiera ser debida a una conformacion en
hélice «x del péptido T, en la cual todas las cadenas laterales de los aminoacidos aromaticos
estarian agrupadas en un bolsille hidrofobico |Massoulié, Pezzementi, et al. 1993 NO25
/1id}. También se postula que 1a hélice ¢ podria plegarse sobre si misma en una estructura
de horquilla; de esta forma, una parte al menos del péptide T anfifilico quedaria expuesto

en las formas anfifilicas, pero no en las no anfifilicas {Giles 1997 5076 /id}.

El peptide T de las subunidades AChE-T y BuChE-T de vertebrados esta constituido
por 40 y 41 restos respectivamente | Massoulie 2002 4137 /id}. En ambos casos, hay un
resto de cisteina en la posicion —4 del extremo C-terminal, que permite la formacidn de

enlaces disulfuro Intercatenarnos.

Las subunidades T generan las especies G]A, Gg'q, Gy y probablemente, un
hexamero de 13,5 5, ademas de los tetrameros asociados con Col(} y PRIMA | Massoulié

2002 1374 hd}.
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A Dimeros y mondmeros anfifilicos tipo 11

Las subunidades AChE-T y BuChE-T producen mondmeros v dimeros anfifilicos en

proporciones variables, segin la especie animal v tejido considerados.

Los dimeros de tipo II difieren de los de tipo [ en su resistencia a las fosfolipasas;
son solubles y no se agregan en ausencia de detergentes. La resistencia a las fosfolipasas C
y D no excluye la presencia de un anclaje de glicosilfosfatidilinositol {GPI), aungue las
marcadas diferencias entre sus propledades hidrofdbicas y las que poseen las moléculas
tipo 1, sugieren que su dommic hidrofdbico, lejos de ser un glicolipido, reside en €l péptido

C-terminal expuesto {T) | Massoulié, Pezzementi, et al. 1593 NO25 /id}.

Dentro de este grupo encontramos dimeros y mondmeros que comparten
propiedades similares. Los dimeros son abundantes en misculo de rata y pelle, mientras
gque los mondmeros se encuentran en cerebro de rata y en cultivos de células Ty, de
neurcblastoma de ratén. En Torpedo encontramos los dos tipos de dimeros, [ y II { Duval,
Massoulig, et al. 1992 K186 Ad}. Los mondmeros y dimeros anfifilicos tpo II también

abundan en miscule de congjo {Moya-Quiles, Villalba-Sanchez, et al. 1992 K059 /Ad}.

5S¢ ha caracterizado una forma anfifilica de BuChE en las células de 1a mucosa de
Intestino de rata, que por sus propiedades anfifilicas, puede incluirse dentro de este grupo
1 Sine, Ferrand, et al. 1991 TNNO20 /1d}. El plasma de raton contiene predominantemente

formas Gs" de BuChE, perc también podemos encontrar pequenas cantidades de

muoléculas GZA y G]'d‘ | Garcia-Ayllon, Gomez, et al. 1959 1587 Aid}.

B. Otras formas globulares homomeéricas

Mediante experimentos de transfeccion en células COS de ADNc para las
subunidades de AChE-T, se ha observado la produccion de tetrameros y oligémeros mas
pesados {Bon & Massoulié 1997 EST097 Ad}. Las c€lulas COS, ademas de expresar las
formas G]'a', Gz'd'“ y G4N'a“, producen tetrameros anfifilicos {G,f‘) ¥y un componente no
anfifilico de 13,5 S que corresponde a un hexamero globular. La diferencia entre los dos
tetrameros, supuesto gue solo posean subunidades T, puede deberse a una diferente
organizacion de sus péptidos T, como ya se habia comentade previamente, de manera que

en los tetrameros anfifilicos al menos una porcién de la regidn hidrofobica del péptido T
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guedaria expuesta, mientras que en los tetrameros ne anfifilicos dicha regién gquedaria

oculta al medio.

También se ha detectado el componente de 13,55 en oocitos de Xenopus gue
sobreexpresan subunidades AChE-T. Este componente, que se comresponde con un
hexamero anfifilico, es secretado al medio a diferencia de las demas moléculas en las que
el péptide T expuesto podria actuar como una senal de retencion. Este hexamero también
se ha identificado en cultivos primanos de células neurales de ratdn. Es una estructura muy
inestable, facilmente disoclable en tetrameros, dimeros y monomeros, ncluse a

temperatura ambiente {Massouli€, Toutant, et al. 1588 1168 /id}.

C. Tetrameros con tallo hidrofdbico.

Es la forma de AChE predominante en el sistema nervioso de mamiferos y sus

subunidades cataliticas estan codificadas por €l transcrito T.

Este tipo de tetrameros son hetero-oligdmeros cuyo dominio hidrofobico esta
formado por una subunidad de 20kDa | Gennarl, Brunner, et al. 1987 FO28 /id}. La
subunidad se encuentra asociada mediante enlaces disulfuro a las cisteinas de uno de los
dimeros gque constituyen los tetrameros | Roberts, Doctor, et al. [5891 M{O19 fid}. Esta
proteina, denominada PRiMA (del inglés, “proline-rich membrane anchor™) y previamente
“subunidad P”, parece ser ¢l modo de anclaje de AChE a las membranas celulares del
sistema nervioso, de forma analoga a come la subunidad Col(} de las formas asimétricas se
fija a la lammna basal de la uniones neuromusculares | Perrier, Massoulié, et al. 2002 1338

Ad}.

PRIMA es una proteina integral de membrana de tpo I, con un dominio extracelular,
una 0nica regién transmembrana ¥ un dominic citoplasmico. La presencia de un péptido
senal ¥ un dominio hidrofdbice en su secuencia sugieren que el extremo N-terminal tiene

una localizacion extracelular y el C-terminal intracelular.
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Fig. 1.11 Representacién esquemdtica de la subunidad PRIMA. Podemos observar &l
pépiido sefial N-terminal, seguido de un dominio exiracelular (DEC) que coniiene 5
cistefnas, una secuencia rica en prolinas (PRAD) y sifios potenciales de N- vy
O-glicosilacidn. A confinuacidn se presenta €] dominio transmembrana (DTM) v 1a
region citoplismica (D) con las serinas suscepiibles de fosforilacion {Tomado de
[Perrier, Massoulié, et al. 2002 1338 fid}]).

La organizacidon primaria de PRIM A sugiere que el segmento hidrofébico que abarca
los restos 92 al 113, es el encargado de establecer 1a unidn a la membrana. Aungue el
extremo C-terminal de este dominio contiene un sitio potencial de acilacion, Cys 114
{C114), se ha comprobado que los acidos grasos no son esenciales en el anclaje, ya que su
eliminacién con hidroxilamina o la sustitucién de cisteina 114 por alanina {C114A) no

suprime ¢l caracter anfifilico de la proteina.

El dominic extracelular de PRIMA posee un motivo rico en prolinas {posiciones
36-70) similar al PRAD en Col{}, que consiste en dos conjuntos de cuatre y diez prolinas,
seguidas de dos restos de leucina. Al igual que PRAD, es capaz de organizar tetrameros de

AChE, pero con la salvedad de gque se asocla con cuatro extremos C-terminales de
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AChE-T {WAT). Aungue la unidn de AChE con PRIMA no requiere enlaces disulfuro, €l
dommio N-termmal de PRIMA tiene cuatre cisteinas aguas arriba de PRAD, que pueden
formar enlaces disulfurc con la cisteina C-terminal de AChE-T, del mismo modo que las

dos cisteinas de Col(} se unen a un dimero de AChE.

En la basqueda de 1a identdad de la proteina de anclaje de la AChE a la membrana
celular, iniclalmente se localizd una proteina con gran homologia secuencial a PRiMA,
denominada mCutA {del inglés, “mammalian copper tolerance A"). Esta proteina
coprecipita con la AChE de cerebio bovino, aungue se descartd come responsable del
anclaje de AChE ya que €5 incapaz de formar enlaces disulfurc con 1a AChE. Pero ensayos
de transfeccion con oligonucledtidos antisentido contra mCutA han revelado su posible
participacion en la organizacion de los tetrameros de AChE y BuChE y transporte de estas
enzimas a la superficie celular. La accion de esta proteina es aln desconocida, ya que
actualmente sigue s establecerse ningin tipo de Interaccion directa entre mCuth y

PRiMA o AChE | Perrier, Massoulié, et al. 2002 1338 /id}.

Al 1gual que la subunidad ), PRIMA también puede asociarse a subunidades de
BuChE. El uso de anticuerpos anti-PRiMA ha permitido observar que esta proteina de
anclaje forma parte de los tetrameros de AChE y BuChE en las membranas de Srganos de

ratom, incluyendo cerebro, misculo y corazdn | Perrier, Massouli€, et al. 2002 1338 /1d}.

En cerebro de mamiferos, ademas de los tetrameros anfifilicos de AChE {qudi),
encontramos tetrameros hidrofilicos (G4") que suponen €l 20% de los tetrdmeros. Estos
Gltimos se extraen del drgano con medios de alta fuerza i6nica sin detergente {liao,
Boschetti, et al. 1994 0064 fid}. En cerebro humano, 1a actividad extraible con medios de
alta concentracion de sales alcanza un 20% de la actividad total {Saez-Valero, Tomel, et
al. 18993 NO37 /Ad}. En liquido cefalormaquideo aparece, ademas, un segundo tipo de
molécula tetramérica hidrofilica, que es considerada como un componente de secrecion, ya

que se libera desde el sistema nervioso central {Tomel, Campoy, et al. 1593 NI153

f1d}{Dally & Greenfield 1994 NCO13 /id}.

Una gran proporcion de la actividad BuChE en €l SNC de ave {Treskatis, Ebert, et
al. 1992 K050 /id}, de ratdn { Moral-Naranjo, Cabezas-Herrera, et al. 1596 P100 /1d} vy de

humano | 5aez-Valero, Tomel, et al. 1993 NO57 /id} coresponde a moléculas G4'¢“ ligadas
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a la membrana, por lo que requieren detergentes (Triton X-100) o proteasas para su
extraccion. FEstas moléculas son resistentes a PIPLC | Treskatis, Ebert, et al. 1892 K{O50
Ad}.

En vertebrados, las formas heteroméricas con subunidades estructurales (} y PRIMA
pueden ser las mas importantes desde el punto de vista funcional, tanto para AChE, como
para BuChE. La caracterizacion molecular de (@ ¥y PRIMA abre nuevos horizontes para
detectar estas subunidades como elementos de anclaje, en otras proteinas distintas de las
colinesterasas, pudiendo conocer sus posibles acciones en sI mismas, especialmente en o

que se refiere a la union neuromuscular { Massouli€ 2002 1374 Ad}.
Anclaje ylocalizacidn de las colinesterasas mediante PRIMA

PRIMA organiza los tetrdmeros en una estructura casi-planar, al igual que sucede
con los tetrameros con talle de colageno, de modo que dos centros cataliticos se orlentan
hacia un lade del planc y los otros dos hacia €l lado opuesto. Debido a la corta secuencia
entre €l PRAD y el dominic transmembrana, es de suponer que el tetramero planar tiene
una orlentacién paralela a la superficie de la membrana. Esta posicion podria variar por la
presencia de glicanos N- v O-ligados entre €l dominic de unién a AChE vy la regidn
transmembrana de PRIMA. La acilacién con acidos grasos y la O-glicosilacion de PRIMA

podrian dirigir al heterooligdmero hacia microambientes especificos de membrana.

Por otro lado, la localizacion de los complejos ChE-PRiIMA, también puede
depender de las interacciones de AChE o BuChE con componentes extracelulares, ya que
las colinesterasas pertenecen a una superfamilia de @/} hidrolasas que incluye algunas
proteinas de adhesidn, tales como la neuroliguina y la neurotactina, y poseen un motive en
mano EF de unién a Ca’". Ademis, la region citoplasmica de PRiIMA posee una
agrupacion de restos basicos proxima a la membrana, que también podria interaccionar con
componentes Intracelulares, pudiendo ser regulada mediante fosforillacién de serinas

especificas (Serl31 o Serl42).
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3.3. Oligomerizacion de las subunidades AChE-H y AChE-T.

La estructura tridimensional de los dimeros de subunidades de AChE-H muestra que
las hélices O{.j'?._s ¥ ;g de cada subunidad contactan entre si para dar lugar a una zona de

contacto denominada haz de cuatro hélices o FHE {del inglés, “four helix bundle™).

Para la formacion de los enlaces disulfuro en los dimeros de AChE-H, interviene una
cisteina que estd proxima al final del dominio catalitico. En cambio, en los dimeros de
subunidades AChE-T, las cisteinas implicadas en los enlaces disulfuro se localizan cerca
del extremo C-terminal del péptide T. En los procesos de dimerizacién, la presencia de
esta cisteina es esenclal, y de hecho, sl en las subunidades de AChE-H o AChE-T se

sustituye por serina, se previene la dimerizacion.

Al introducir mutaciones en la superficie de las hélices 0{.}?_3}’ tq de la AChE de
rata, en las que se sustituye un resto aromatico (Phe327) por Glu o Leu, una alanina
{Ala370) por un residuo voluminose (Asn o Gln) o simplemente introduciendo un sitio
potencial de N-glicosilacion (Ala370Asn/Val372Thr), se observa una reduccidon de la
dimerizacion de las subunidades AChE-H y AChE-T, demostrando asi que los dos tipos de
subunidades utilizan el mismo dominio de interaccion, el dominic FHB {en morado) {ver

Fig. L.12) {Morel, Leroy, et al. 2001 1339 Ad}.

Mutaciones del FHB comprometen la formacion de los tetrameros anfifilicos (Ga™) y
de las especies de 13,5 S, aunque las enzimas mutadas son capaces de seguir formando
tetrameros no anfifilicos {G4NA}, a excepclon del mutante glicosilado. Basandonos en estos

resultados podemos inferir diferencias en las interacciones cuaternarias de los tetrameros

G y Ga™,

La coexpresion del fragmento terminal de Col()}, Oy, con subunidades AChE-T
portadoras de mutaciones puntuales en €l dominie FHB, adn induce la tetramerizacion de
las mismas, salvo cuando este dominio lleva N-glicanos. Parece que la cadena glicidica
impide el commecto plegamiento de las subunidades de AChE-T, aun cuande el peptdo T
aislado es suficiente para unirse al PRAD |Simon, Krejel, et al. 1998 4180 /d}. En
consecuencia, se deduce que el ensamblaje de los oligdmeros de AChE requiere la

cooperacion, o al menos compatbilidad, entre los dominios cataliticos y los WA'T. Los
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agregados de los tetrdmeros no anfifilicos con el péptide (}y se degradan, lo que sugiere
que la exposicion del péptide T actda come senal de degradacion { Massoulie 2002 1374
/id}. De hecho se ha podido comprobar 1a implicacion del péptide T en la degradacidn de
las subunidades activas no ensambladas a través de la rnuta del ERAD {degradacidn

asoclada al reticulo endoplasmice) | Belbeoch, Massoulie, et al. 2003 4134 /1d}.

En los tetrameros, la interfase dimero-dimero se extiende en una direccidn
perpendicular al plane constituido por los dos haces de cuatro hélices. Existe un pequeno
bucle, denominado 2 constituido por los aminoacidos Cys257-Cys272 {en amarillo), que
esta muy conservado en las moléculas de AChEm junte con las hélices a adyacentes. Este
bucle sobresale de la superficie de cada subunidad y se asocla con el sitio anionico
periférico de la subunidad adyacente, ocluyendo estéricamente la entrada al desfiladero.
También existe un bucle 2 de mayor tamafio, constituido por los restos Cys69-Cys96 {en

rosa) situado sobre 1a entrada al desfiladero.
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Figura 1.12. Aseciacién de las subunidades AChE-H y AChE-T. En 1a figura podernos
observar la asociacion de 1as hélices (.'f;;.'___u;}' oty (en morado) en la formacion del FHE de
dimeras ¥ fetrameros, asi como Lo inferaccion de las bucles 2 de cisteings (amarilla) qre
interacecionan con el sitio anidnico perifrico (PAS) de 1a subunidad adyacente.
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4. SINTESIS, ENSAMBLAJE Y PROCESAMIENTO DE LAS
MOLECULAS DE COLINESTERASA

Las moléculas de AChE son glicoproteinas que al parecer solo poseen oligosacandos
unidos a Asn; los oligoglicanos suponen un 10-15% del peso de 1a subunidad { Bon, Huet,

et al. 1976 AD34 id}H{Rotundo 1984 CO209 Ad}.

Al igual que el resto de glicoproteinas, las moléculas de AChE se sintetizan en
ribosomas asociados el reticulo endoplasmico rugoso (RER). El proceso se podria
esquematizar de la sigulente forma: las moléculas de AChE recién sintetizadas incorporan
el oligoglicano base y permanecen retenidas en el lumen del RER donde se ensamblan
rapidamente { Rotundo 1584 (026 /id}. Posteriormente, pasan al aparato de Gelgi, donde
se modifican los oligosacaridos, se eliminan algunos restos de manosa y se adicionan
N-acetilglucosamina y galactosa. Segin la especie animal, también pueden incorporar
acido sialico. Finalmente, sole aquellas moléculas que han completado con éxito el
procesamiento de sus cadenas carbohidrato dando oligosacaridos complejos, completan su

transite ¥ marchan como moléculas de secrecion, o permanecen asocladas a la superficie

celular | Rotundo 1984 C026 /id}.

La glicosilacion puede ser Gtil como marcador de la progresion de las ChEs a través
de los diferentes compartimentos subcelulares, puesto que se conocen los mecanismos por
los que los glicanos se modifican en ¢l aparate de Golgl. De hecho, mediante el uso de
lectinas que permiten analizar el grado de glicosilacion, Rotunde fue capaz de demostrar

que el ensamblaje de las formas con talle de coldgeno tiene lugar en las cistemas del Golgl

trans { Rotundo 1984 C026 fid}.

En 1576, Walker v Wilson, a la vista de la aparicion de nuevas moléculas de AChE
activas tras la Inhibicion de la sintesis proteica con ciclocheximida, propusieron la
existencia de un paso de activacion posterior a la sintesis de AChE. Este mecanismo de
activacion parece ser independiente de la biosintesis enzimatica {Rotundo 1987 505 Ad}.
En ensayos de inhibicion ireversible con organofosforados, en ausencla de sintesis
proteica, también se puede detectar actividad AChE, lo que reafirma la existencia de un
deposito de subunidades inactivas, que se transformaran en activas en funcidn de las

necesidades fisiologicas | Tavitian, Hassig, et al. 1991 1555 Ad}.
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Este conjunto de moléculas inactivas puede suponer aproximadamente el 40-80%
del contenido mtracelular de enzima recién sintetizada, del que sdlo una pequena fraccion
se activan y transforman en oligoméros, siendo €l resto de moléculas inactivas degradadas
intracelularmente {Rotundo 1987 535 /id}, probablemente mediante la ruta del ERAD en

la que ya vimos la participacién del péptido T (ver apartado L.3.1.1).

También en la linea celular Tz de neuroblastoma de raton, por experimentos de
marcaje radiactivo y andlisis de sedimentacion, se ha podido detectar la presencla de un
deposito de enzima inactiva. Estos estudios permiten hacer un seguimiento del
metabolismeo celular, Las células Tz contienen esenclalmente formas Gy, en su mayoria
intracelulares, y formas Ga, principalmente estin expuestas en la superficie celular | Lazar
& Vigny 1980 BO4E Ad}. La sintesis de formas G, transcurre en pocas horas mientras que
la aparicién de los tetrameros requiere varios dias. La actividad catalitica aparece 30 min
después de que la sintesis de la cadena polipeptidica se haya completado, indicando la
existencia de un precursor inactivo. El peniodo de latencia puede deberse al tiempo
invertido en conseguir el plegamiento correcto y establecer los enlaces disulfuro esenciales

para que la forma enzimatica exprese actividad catalitica.

Esta fraccion inactiva, compuesta de moléculas ) y Gga, es mas abundante en los
tejidos embrionarios que en los adultos. Es metabolicamente estable {Chatel, Grassi, et al.
1993 K417 /id}{ Chatel, Eichler, et al. 1994 3066 /id} v resistente a endoglicosidasa H,
por lo que parece residir en el reticulo endoplasmico. Se desconoce su significado
biolégico, aunque hay que destacar que un gran ndmere de esterasas, incluidas las enzimas

de la familia de las colinesterasas, residen en el reticulo endoplasmico.

Aparentemente, no existen diferencias entre las moléculas activas e Inactivas, 1o que
apunta a que la maduracion del centro catalitico implica clertos cambios conformacionales
en la molécula de AChE en un estadio tempranc de su biogénesis {Rotundo 1987 505 /1d}.

Este paso de maduracidn podria ser analogo al observado durante el procesamiento de las
subunidades del receptor de ACh | Merlie & Sebbane 1981 4228 /1d} | Merlie & Lindstrom
1983 4222 Ad].

Probablemente, en el plegamiento del polipéptido hasta 1a forma activa intervengan

proteinas de choque térmico, come la chaperona BiF/GRFP78 | Eichler, Toker, et al. 1891
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1463 Aid}. La Figura L13 expone algunos de los procesos implicados en 1a biosintesis,

ensamblado y transporte de 1la AChE.

A partir del estudio de la estructura cuatemaria de las diferentes formas de ChEs se
ha propuesto una secuencia légica de ensamblado, que partiria de los dimeros y su
posterior asoclacién para dar tetrameros, que en dltima Instancia se acoplarian a
subunidades estructurales para generar formas asimétricas o con tallo hidrofébico. Sin
embargo, la secuencia de acontecimientos In ¥1vo no sigue un esquema tan sencillo puesto
gque ha de considerarse la accion de factores extracelulares y de otros elementos propios de

cada tejido.

Las formas enzimaticas con tallo de colageno parecen ser las (micas que se
ensamblan tardiamente, durante la ruta de maduracion a través del aparato de Golm y
transporte de las moléculas recién sintetizadas hacla la membrana plasmatica { Rotundo
1984 CO26 Ad}{Inestrosa 1984 536 /Aid}. Se ha puesto de manifiesto que ¢l tallo de
colageno se ahade a los tetrameros transcumridos 90 min después de la sintesis y

ensamblaje de las moléculas globulares | Rotundo 15984 C026 /id }.

Como hemos mencionado antes, las moléculas de AChE son glicoproteinas en las
que los carbohidratos constituyen el 10-15% de su masa molecular { Niday, Wang, et al.
19777 376 Ad}{ Massoulig, Pezzementi, et al. 1993 NO25 /id}. La proporcidon aumenta en
las moléculas de BuChE, alcanzando €] 25% de su masa | Weitmauer, Ebent, et al, 1999
1592 /d}.

Se han encontrado diferencias en la composicion oligosacaridica en moléculas de
ChE homélogas en un mismo tejido de animales diferentes | Massoulie, Pezzementi, et al.

1893 NOZ5 /id} o entre distintos tejidos o fluidos de un mismo animal {Tomel, Saez-

Valero, et al. 1992 K165 Ad}{Cabezas-Herrera, Moral-Naranjo, et al. 1597 8001 Ad}.
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APARATO DE GOLGI | Ensamblado de las formas A con el tallo de colageno
Ensamblado de las G, con el tallo hidrafabico

VESICULAS EN RUTA Exocitosis

HACIA LA MEMBRANA Secrecion de las formas hidrofilicas

Transporte de las formas anfifilicas a la membrana
Externalizacion de las formas A en 1a lamina basal

Fig. L13. Regulacion de la bicsintesis, maduracion v transporte de las formas
moleculares de AChE, Semin Vallete v col., 1991,
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Figura L14. Sintesis y glicosilacion proteica en el RER v remodelacion de los
oligosacaridos en el AG. Durante 1a sintesis proteica (A) tiene lugar 1a incorporacion a
la proteina de un blogue de oligosacdridos unidos a un lipido portador, €] dolicol (B). En
(C) podemos observar con mds detalle la composicidn de dicho oligosacdrido, asi como
la incorporacidn de un resio GP1, que también ocurre en una fase temprana de 1a sintesis
polipeptidica. Posteriormenie los aaicares son modificados en un proceso iniciado en €l
RER ¥ contimiado a lo largo del trinsito por las cisternas del AG (¥ ¥ F) para dar Tugar
a oligosacdridos complejos a los gue se ha adicionado N-aceiilglucosamina, galaciosa o
dcido N-acefilneuraminico (GleNAc, Gal v NANA respectivamenie) (E).

- 1.4, Bintesis, Ensamblaje v Procesamiento de 1as Molécnlas deColinesterasa -



63 - lniroduccidn General - Capintlo ]

Hasta €l momento, no hay ninguna evidencia de la existencia de oligosacandos
(J-ligados a las moléculas de ChE { Liao, Heider, et al. 1992 K130/id}. El nimero de sitios
de N-glicosllacion depende del organismo {Rachinsky, Camp, et al. 1950 L106
f1d}{ Arpagaus, Chatonnet, et al. 1991 M160 /id}. Las secuencias primarias de AChE ¥
BuChE humanas contienen respectivamente 3 y 9 sitios potenciales de N-glicosilacion
localizados en la superficie de 1a molécula. En el caso de la AChE, la eliminacion de estos
sitios por mutageénesis conlleva una reduccion de la secrecion enzimatica del 20% al 1%,
segin que s¢ eliminen unc o los tres restos de Asn. En cualquier case, no parece que la
actividad enzimatica cambie | Velan, Kronman, et al. 1993 N140 fid}, si bien en cultivos
celulares de pollo, la tunicamicina {inhibidor de la N-glicosilacién) suprime la formacion
de enzima activa sin afectar a la sintesis proteica | Massoulié, Pezzementi, et al. 1993 NO25

fid}.

Aunque se ha observado la conservacion de algunos sitios de N-glicosilacion en las
ChEs de distintos animales | Liao, Heider, et al. 1991 M{O81 fid}, 1a maduracion de las
cadenas de glicanos varia en funcidn del tejido, debide quizas a una glicosilacion
especifica del mismo. La glicosilacion también cambia segim el estado de desarollo
1Parckh, Tse, et al. 1987 F125 Ad}. A su vez, de acuerdo con su distinta localizacion
subcelular, las diferentes formas moleculares sufren una glicosilacion heterogénea.
{Rotundo 1988 G034 /id}{Rotundo, Thomas, et al. 1989 H0OOZ /fid}{ Moral-Naranjo,
Cabezas-Herrera, et al. 1996 P1O0 Ad}Vidal 1996 1411 fid}{Cabezas-Herrera, Moral-
Naranjo, et al. 1957 5001 Ad}.

La composicion de las cadenas de glicanos puede influir en la actividad enzimatica.
Asi, diferencias en la composicion de azicares en los dimeros de AChE anclados por GPI,
debidas a su diferente localizacion celular {eritrocitos y linfocitos bovinos), moedifican la
Km para acetilcolina, a pesar de que, en ambos casos los dimeros muestran las mismas
propiedades hidrodinamicas { Méflah, Bernard, et al. 1584 N'T367 /id}. Es probable que los
glicanos intervengan en la unidn al sustrato alterando las cargas electrostaticas locales.
Estudios cinéticos han puesto de relieve la influencia de las cargas superficiales de AChE

en la velocidad de unidn a ACh { Nolte, Rosenberry, et al. 1980 302 /1d }.

Elec-39 es una inmunoglobulina IgM dirigida contra la AChE de Electrophorus

. < # . s
capaz de reacclonar con las moléculas ;" de los organos eléctrnicos de Torpedo {Bon,
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Meflah, et al. 1987 1165 /id} {Musset, Frobert, et al. 1987 1513 /id}. Este anticuerpo esta
dirigido contra un carbohidrato y su especificidad es similar a la del anticuerpo HNE-1. 5e
sabe que HNK-1 y otros anticuerpos relacionados (NC-1, L2}, interaccionan con
glicolipidos y glicoproteinas implicadas en procesos de adhesion celular. El epitopo
glicidico que reconoce este anticuerpo contiene glucuronilsulfate. Es posible que 1a AChE
participe en los procesos de adhesion celular {Keilhauer, Faissner, et al. 1985 1514 Ad}.
En determmadas formas de AChE, existen secuencias de carbohidratos muy similares a los
glicolipidos ¥ glicoproteinas involucrados en funciones de adhesion celular (glicoproteina
asoclada a la mielina, N-CAM, ependiminas, etc.). Tal vez la abundante AChE en los
organos eléctricos de Torpedo y Electrophorus, desempene un papel estructural en la
formacidn y estabilizacidn de las sinapsis, ademas de su funcidn cataliica | Massoulié,

Pezzementi, et al. 1993 NO25 fid}.

De acuerdo con todos los datos aportados, se puede deducir que la comecta
glicosilacion de las subunidades de ChE es importante para la oligomerizacion y posterior
secrecidn de las moléculas finales | Rotundo, Thomas, et al. 198% HO02 /id}, as{ como para
protegerlas de la proteolisis { Lucas & Kreutzberg 1985 D74 /id}. En algunos casos, se ha
observado que las enzimas carentes de carbohidratos, o con glicosilacién an&mala, pueden

perder su actividad o dirigirse a un compartimente celular errdonec | Cabezas-Herrera,

Moral-Naranjo, et al. 1994 0003 Aid}{Vidal 1996 1411 fid}.

Las lectinas constituyen una magnifica hermramienta para el estudio de la
glicosilacion de las proteinas. La interaccion de una determinada glicoproteina con
concanavalina-A {Con-A), aglutinina de germen de tigo (WGA), aglutinina de rcino
{RCA)Y o lectina del artropedo Limulus, aporta evidencias indirectas de la presencia de
manosa, N-acetilglucosamina {NAcGlc), galactosa terminal, o 4acide sialico,
respectivamente. Su uso ha permitido determinar la compleja composicion oligosacaridica

de las moléculas de AChE de la membrana celular o de secrecion {Cabezas-Herrera,

Moral-Naranjo, et al. 1997 5001 /id}{ Moral-Naranjo, Campoy, et al. 1959 1586 /id}.

El uso de lectinas en un estudic temporal de la sintesis proteica permite conocer la
secuenclia de ensamblado de las formas de ChE. Tras la aplicacion de un inhibidor
irreversible de AChE, en muy poco tiempo se observa la aparicidn de formas globulares

{mondmeros, dimeros y tetrameros), todas ellas reactivas con Con-A, revelando que se
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ensamblan en el RER. La deteccion de formas asimétricas tiene lugar 80 minutos mas
tarde (tiempo suficiente para la incorporacion de NAcGlc), Todas las moléculas
asimétricas reaccionan con Con-A y WG A, pero tan s6lo una parte de ellas interacciona
con RCA, lo que indica que el ensamblado es anterior a la incorporacion de galactosa

terminal en las cistemas del Golgi trans.

La importancia fisioldgica de esta diferente reactividad a RCA de las moléculas
asimétricas reside en su diferente localizacidon subcelular final. Las especies asimétricas
dirigidas a la matriz extracelular del miscule esquelético si incorporan los restos de Gal
terminal, mientras que aquellas moléculas que no la poseen, pasan del Golgl a las

membranas intermas del misculo, en concreto, al reticulo sarcoplasmico | Cabezas-Herrera,

Moral-Naranjo, et al. 1997 5001 /id}.

La composicion glicidica de las distintas formas de ChEs puede verse afectada a
consecuencia de clertas patologias, como la distrofia muscular en ratones. El uso de
lectinas permite detectar esas diferencias y a su vez ofrece gran informacidn acerca de los
posibles mecanismos moleculares que acontecen. En misculo de ratones distréficos, la
fraccion de moléculas Aj; no reconocidas por RCA disminuye notablemente. También se
han detectado diferencias en el nivel de glicosilacion de las formas Gf‘ unidas a la

membranas de misculo normal y distrofico; en este Gltimo aumenta considerablemente su

reactividad con la lectina RCA {Cabezas-Herrera, Moral-Naramjo, et al. 1594 0003
AdH Vidal 1996 1324 Ad}.

Los patrones de glicosilacion de las ChEs extraidas de diversos tejidos de un mismo
animal son especificos, segin queda constatade mediante electroforesis desnaturalizante
con SDS y no desnaturalizante e interaccidn con anticuerpos. También se han detectado
cambios en la glicosilacion en funcién del estadio de desamrollo. Asi, la movilidad
electroforética de 1a AChE de eritrocitos de fetos humanos y de adultos es distinta debido a

cambios en los carbohidratos { Bartha, (Mah, et al. 1987 BC0O21 fid}.

En un mismo tejido también podemos encontrar cambios en la glicosilacion de las
distintas formas moleculares de ChE |{Meéflah, Bermard, et al. 198 NT367 /fid}. Por
glemplo, €l anticuerpo Elec-39 interacciona sdlo con las formas diméricas del Grgano

eléctrico de Torpede y no con las formas asimétricas {Bon, Meflah, et al. 1987 1165
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f1id}{ Musset, Frobert, et al. 1987 1513 /id}. El use de los anticuerpos HNK-1 y Elec-3% en
celulas de neurcblastoma humano ha permitide demostrar que solo las formas anfifilicas
G," de AChE llevan ¢l epitopo reconocido por estos anticuerpos y que posiblemente
participan en los procesos de adhesion celular, mientras que las meléculas G; y Gy
hidrofilicas carecen de €1 {Johnson & Moore 2001 1754 f1id}. Medianke estos estudios
comprobamos que cada clase de molécula estd sometida a diferentes procesos de

maduracion que la conducen por rutas distintas hacia su localizacion final.

En misculo de ratdn, los analisis de glicosilacion con lectinas muestran diferencias
en la interaccion con WO A entre las moléculas asimétricas de AChE, las tetraméricas de
AChE y BuChE y las formas ligeras {dimeros y mondmeros) de ambas ChEs { Cabezas-
Herrera, Campoy, et al. 1594 ({063 fid}.

Dado que el patron de glicosilacion de las formas moleculares de ChEs es especifico
del tejido, €l uso de lectinas puede aportar informacién relevante acerca del origen de
aquellas formas que por alguna razdn confluyen en un mismo medio, como es €l caso de
las formas de secrecion. Ello queda bien ilustrado con el gjemplo de la BuChE de LCR
{liquide cefalorraquiden): la BuChE G, de plasma humano interacciona casi al 100% con
RCA, al contranc que su homodloga de cerebro humano {Tomel 1992 1567 /id}. Eso nos
permite deducir que la BuChE del LCR (liquide cefalormaquidec) procede del cerebro v del
plasma. Pero a su vez, hemos de destacar que en los casos de meningitis bacteriana todala
BuChE Gs" del LCR interacciona con RCA, 1o gque suglere un trasvase de la enzima
plasmatica al LCR debide al cambio de permeabilidad de la barrera hematoencefalica
como consecuencia de esta patologia {Tomel, Saez-Valero, et al. 1992 K165 /id}. Este
caso en concreto es un perfecto ejemplo de la posible utilidad diagnostica de los ensayos
con lectinas. Asi mismo, recientemente se ha visto que 1a AChE del cortex frontal y LCR
{extraccidn postmortem) de pacientes con Alzheimer posee un patrdn de glicosilacion
diferente al de la enzima de grupos control o de enfermos con otro tipe de demencias. En
cambio, en ¢l cerebelo de pacientes con Alzheimer, donde rara vez se forman placas
amiloideas, la glicosilacion de AChE es normal. Los estudios indican que la proporcion de
formas ligeras de AChE {GgA y G]A) aumenta en la corteza cerebral y LCR de pacientes

con Alzhelmer, al tiempo gque cambia el patron de glicosilacion respecto al de las formas
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homdlogas de individuos sanos {Saez-Valero, Sbema, et al. 1997 1553 /id}| Saez-Valero,
Sbema, et al. 1995 1650 Ad}{Talesa 2001 4229 Ad}.

En muestras de LCR {extraccion ante mortem) de pacientes con Alzheimer también
se ha observado una glicosilacién andmala de AChE y BuChE respecto al grupo control
1Saez-Valero, Mok, et al. 2000 4241 Ad}{Saez-Valero, Barguero, et al. 2000 4244
f1d}{ Sacz-Valero & Small 2001 4242 /id}. La glicosilacion aberrante de AChE, representa
un satisfactorio marcador de la patologia, con una sensibilidad de deteccidn de la patologia
del 60-80%, pero el analisis de la glicosilacion de las dos enzimas, AChE y BuChE, en
LCR {ante mortem) ofrece mas de un 30% de sensibilidad y especificidad en el
diagndstico de pacientes con Alzheimer | Saez-Valero & Small 2001 4236 /id}. De esta
manera, la alteracién en la glicosilacion de AChE vy BuChE se perfila como un valioso
marcador bioquimico para €l diagndstico fiable de Alzheimer, en combinacion con otros

marcadores de LCR, como A-beta {AP) o tau | Saez-Valero & Small 2001 4236 /id}.
4.1. Localizacion celular de las formas moleculares de AChE

El repertorio de formas moleculares de AChE posiblemente determine la ubicacion
correcta de las colinesterasas en su sitio funcional. En las células de neuroblastoma murino
Tz, €l uso de inhibidores impermeables permite demostrar que las moléculas Gy se
localizan esenclalmente en la superficie celular, mientras que las formas G; y G; tienen
una disposicion mayoritariamente intracelular {Lazar & Vigny 980 B0O48 Ad}. Esta
diferencia se ha confirmade in vivo en cerebro de rata, empleando el anticuerpo
moneoclonal anti-AChE ZR 1. Este anticuerpo penetra en €l sistema nervioso central cuando
se Inyecta en sangre: in v1vo se ha visto su mteraccion con la forma G4 de cerebro, pero ne

con la G;, mientras que en disolucion este anticuerpo reconoce por igual a ambas

moléculas { Brimyjoin, Balm, et al. 1990 L0%2 Aid}.

Los anticuerpos dinigidos contra el extremo C-terminal de las subunidades H o T
demuestran la diferente distribucién de las formas A y G,". Las formas A quedan
restringidas a las dreas de los contactos sindpticos, mientras que las formas G, estdn
ausentes de las hendiduras sindpticas, se localizan preferentemente en la superficie de las

terminales nerviosas | Abramson, Ellisman, et al. 1988 HO44 Ad}.
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En las células polanzadas, como las células epiteliales, las proteinas con anclaje de
glicolipido se dirigen a la superficie apical {Lisant, Le Bivic, et al. 1990 4256 /id}. En
fracciones subcelulares del drgano eléctrico de Torpedo, 1a forma G, con anclaje de GPI
se localiza en la membrana presiniptica, como demuestran los  ensayos
inmunocitoquimicos { Abramson, Ellisman, et al. 1985 HO44 /id} {Mailly, Ben Younés-
Chennoufi, et al. 1989 1471 /fid}. Una combinacion de técnicas de localizacidn

inmunchistoquimica ¥y de digestitn con PIPLC prueba la presenclia de G," en las

terminales nerviosas | Eichler, Silman, et al. 1990 L0%4 Ad}.

Probablemente, la existencia de los dos tipos de formas de AChE ancladas a la
membrana, los dimeros G," anclados por GPI y los tetrameros Gs" con tallo hidrofébico,
refleje la necesidad de dirigir la enzima hacla diferentes dominios membranales, si bien
esta suposicion no se ha demostrado expenimentalmente. De hecho, en el sistema nervioso
de mamiferos la forma Gf‘ con PRiIMA {mayoritana en cerebro de mamiferos) tiene una
localizacion preferentemente sinaptica { Marquis & Fishman 1985 D041 /id}, mientras que
en ¢l sistema eléctrico de Torpedo abundan las formas G," ancladas por GFI {L1 & Bon
1983 1470 id}{ Futerman, Fioring, et al. 1985 139 /id} {Mailly, Ben Younés-Chennoufi, et
al. 1989 1471 Ad}{Eichler, Silman, et al. 1892 K270 1d}.

4.2, Secrecidn de las colinesternsas

En diversos tepdos, las colinesterasas se transportan a la superficie celular y
eventualmente se vierten al medio extracelular. S6lo se secretan las moléculas plegadas
correctamente ¥ con los oligoglicanos 1doneos | Massoulié, Pezzement, et al. 1593 NO25
Aid}. Las células nerviosas y musculares secretan AChE m vivo e in vitro {Carter &
Brimijoin 1581 BO74 /fid}{ Greenfield 1985 961 /id} y en la mayoria de los fluidos
corporales como suero, saliva, LCR, etc., encontramos formas solubles de AChE, aunque

se desconoce la funcidn que ejercen.

En cultivos de células musculares de pollo, en los que la mayoria de las moléculas
activas de AChE son secretadas | Rotundo & Fambrough 1980 BO30 Ad} esencialmente
como formas Gz y Gg | Vallette, Vigny, et al. 1986 928 /id}, la tunicamicina inhibe la
secrecion, senalando la importacia de la glicosilacion en este proceso. En cultivos

neuronales, la sensibilidad a colchicina pero no a citocalasina B sugieren la participacion
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de los microtibulos en el mecanismo de secrecidn, y descarta la necesidad de los

filamentos de actina | Lucas & Kreutzberg 1985 D074 Ad}.

In vivo, G, es la principal forma secretada por los misculos {Carter & Brimijoin
1981 BO74 Ad} y sistemas nerviosos central | Greenfield 1985 561 Ad} y periférico
1Blagioni, Odorisio, et al. 1589 1065 /Ad}. La secrecidn de las formas A de AChE y
BuChE precede al anclaje a la lammna basal, e.g. en las uniones neuromusculares. La
estimulacion eléctrica de las terminales motoras nerviosas y de las c€lulas cromafines
induce la secrecion de AChE in vivo | Toutant & Massoulie 1988 11 /id}. In vitro, esta
secrecion parece estar regulada por la propia actividad muscular {Brockman & Younkin
1986 1083 fid} | Fermandez-Valle & Rowndo 1988 HOOL /d} Vallette & Massoulié 1991
MO03 /11d .

En cultivos de c€lulas PC12, 1a liberacion de AChE transcurre por los dos tipos de
secrecion conocldos: exocltosis constitutiva v regulada {Schweltzer 1993 N121 Ad}. El
conjunto de formas moleculares liberado difiere en cada caso, por lo que ha de existir
clerta mdependencia en el empaquetamiento de las moléculas en los dos tipos de vesiculas.
Probablemente, la naturaleza del estimulo recibide determine el espectro de formas de

AChE liberadas.

42.1. Transporte axonal de AChE.

En estudios con cultivos celulares de ganglio cervical superior de rata, en los que la
extension de las neuritas es promovida por ¢l factor de crecimiente neural (NGF), se
observa que en los cuerpos celulares predominan las formas globulares, Ga, Gy ¥ Gy, Junto
a algunas trazas de A;;, mientras que en los axones hay principalmente formas Aj; v, en
menor medida, formas G, gque se encuentran en la superficie exterior de la membrana

axonal {Rotundo & Carbonetto 1987 1469 fid}.

En los nervios motores, la AChE viaja hacia las terminales nervicsas por el flujo
axonal, cuyo componente lento transporta esencialmente a las formas ligeras G y Gy,
mientras que el flujo rapido axonal lleva la totalidad de formas Aj; y practicamente el 20%
de G4, permaneciendo el rtesto en estado estacionario. Por estimulacion de las

motoneuronas se liberan las formas G en las uniones neuromusculares { Skau & Brimijom
1978 BO32 Aid} y en el sistema nervioso central | Greenfield 1985 961 /id}.
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5. FISIOLOGIA NEUROMUSCULAR Y COLINESTERASAS

Todos los misculos de vertebrados poseen actividad celinesterasa, principalmente
ACHE, aunque también pueden presentarse importantes cantidades de BuChE |Vigny,
Gisiger, et al. 1978 BOO> /Ad}. De hecho, esta dltima es la anica ChE en corazon de
Torpedo. En algunas especies, la proporcion de BuChE en misculo cardiace llega a ser
considerable {Gomez, Moral-Naranjo, et al. 1999 EPJO2 Ad}.

El miscule esquelético de mamiferos es capaz de producir todos los componentes
moleculares de AChE | Younkin, Rosensteln, et al. 1982 C027 Aid}{ Brimijoin 1983 CO58
Ad}Younkin y col., 1982; Brimjjoin, 1583}, aunque en otras especies se puede encontrar
una sola forma molecular, come sucede en el misculo de Electrophorus con la forma Aj;

| Bon & Massoulié 1978 220 Ad}.

En cultivos de c€lulas musculares de mamiferos se comprueba que las especies Az ¥
(3, son principalmente extracelulares y las Ag, G; ¥ ) Internas { Younkin, Rosenstem, et
al. 1982 COZT Ad}{Brockman, Younkin, et al. 1584 1027 fid}{ Inestrosa, Matthew, et al.
1985 209 /Aid}{Rubin, Chalfin, et al. 1583 1098 /Ad}. Mediante procedimientos
bioguimicos ¥ citoguimicos se ha podido demostrar 1a presencia de AChE en el reticulo
sarcoplasmico, tanto en las membranas de las cistemas terminales como en las del sistema
lengitudinal | Vidal, Munoz-Delgado, et al. 1987 FO77 Ad}{Canovas-Munoz, Campoy, et
al. 1990 LO78 /id} {Campoy, Cabezas-Herrera, et al. 1992 K408 /id }.

En el miscule esquelético, se encuentra AChE en las uniones neuromusculares. 51
describimos una sinapsis neuromuscular, las formas A se hallan ancladas a la 1amina basal
de la hendidura sinaptica por asociacién a glucosaminoglicanos, mientras que las formas
unidas a la membrana, principalmente Gf‘ con tallo hidrofébico, ¥ en ocasiones, Gzﬂ' con
anclaje de GPI, se encuentran a lo largo de las membranas pre- y postsinapticas,
incluyendo los pliegues de union. Experimentos de regeneracion selectiva de fibras
nerviosas © musculares han pueste de manifiesto que los dos tipos de fibras pueden
contribuir a la produccidn de las formas asimétricas de AChE que se localizan en las placas

terminales { Massoulié, Pezzementi, et al. 1993 NO25 fid}.
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La porcién de membrana postsingptica directamente opuesta a la terminacion
nerviosa esta totalmente ocupada por rteceptores de ACh {AChR) densamente
empaquetados, por lo que las formas A de la 1amina basal, proximas a los receptores,
pueden hidrolizar muy rapidamente la acetilcolina, impidiendo 1a desensibilizacién de los

receptores.

En los compartimentos que rodean a la sinapsis de los mdsculos de contraccion
ripida, abunda la forma G4 con tallo hidrofébico {Gisiger & Stephens 1988 G065 Ad},
cuya funcion podria ser la hidrolisis de la ACh que difunde desde la hendidura sinaptica. A
su vez, los pliegues localizados a nivel postsinaptico en los vertebrados podrian servir
como hendiduras para la difusion de ACh y su posterior hidrdlisis por la AChE que se

localiza en ellos { Massoulie, Pezzementi, et al. 1993 NO25 ad 1.

Por otro lado, el patron de formas moleculares de AChE parece depender de la
naturaleza del miscule { Toutant & Massoulié 1988 11 /id}. Por ejemplo, en los misculos
rapidos de rata, como el extensor digitorum longus (EDL), hallamos principalmente G, Gy
y Ajz, mientras que los misculos lentos, como soleus, poseen una distribucion mas
compleja, con proporciones significativas de G, As ¥ Ag, ¥ menos de Gy |Groswald &

Dettbarm 1583 53 Ad}.

En ratones v ratas, los porcentajes de las formas moleculares de un determinado
misculo parecen coincidir con los de la motoneurona que lo inerva, sugiriendo una
adaptacion mutua entre el nervio y el misculo { Gisiger & Stephens 1983 274 /id H Gisiger
& Stephens 1984 C039 /1d}.

Durante el desarrollo, los misculos rapidos y lentos exhiben micialmente un patrén
de formas de AChE muy parecida, adquiriendo después su caracter distintivo. Esta
maduracién se ve afectada en las distrofias musculares {Skau 1583 CM0 Ad}{ Yeakley,

Janavs, et al. 1987 AR fid}] Oliver, Chatel, et al. 1992 K385 fd}.

El tipo de esttmulacidn muscular también nfluye en el patron de formas moleculares
de un determinade misculo. Clertos experimentos apoyan que es €l tipo de inervacion el
gque impone dicho patrdn, aungue la actividad muscular también ejerce un control preciso
sobre la produccion de formas de AChE. Esta regulacion se puede observar bajo los

efectos del ejercicio en condiciones fisiologicas. Entrenamientos de carreras prolongadas
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inducen variaciones en los niveles de G4 opuestas en misculos antagonistas: G4 aumenta
en los misculos extensores, que ejercen una actividad dinamica, y disminuye en los

musculos flexores, cuya actividad es ténica.

La desnervacion de los misculos esqueléticos conlleva un drastico efecto en las
moléculas colinérgicas, que Incluye un aumento considerable de los receptores de ACh
{AChR) {Laufer & Changeux 1989 4257 /id}. El patron de formas moleculares de AChE
puede verse afectado de muy diversas maneras, aumentando o disminuyendo la actividad
de formas G o A segin la especie animal, lo que parece indicar que la regulacion de la
expresion de AChE depende de la especie y ¢l tipo muscular. En rata, la desnervacicn

produce en dltimo lugar una reduccion de la liberacion de AChE Gy en los misculos

| Carter & Brimijoin 1981 BO74 /id}.

Y'a hemos comentado anteriormente que en cerebro, G4 es la forma predominante de
AChE, aungue también encontramos pequenas cantidades intracelulares de G; ¥ Gz v, en
menor medida, formas asimétricas. La desnervacion del hipocampeo de ratén supone un
descenso de formas G y un aumento de formas G, G; v GqNA, que en general se traduce
en una fuerte caida de la actividad AChE. En los ganglios autdnomos, encontramos AChE
concentrada en la membrana postsinaptica. La desnervacion también produce un descenso

de la actividad AChE de los ganglios, ya sean simpaticos o parasimpaticos.

6. FUNCIONES ALTERNATIVAS DE LAS COLINESTERASAS

Se ha sugerido que las colinesterasas puedan desamrollar acclones no relacionadas
con la transmision colinérgica {Greenfield 1984 346 Ad}| Greenfield 1991 MO&7
Adl{Appleyard 1992 K266 Ad}, en los que ademas podrian ejercer otras actividades
cataliticas, como la actividad arilacilamilasa sensible a serotonina asociada a la BuChE
| Balasubramanian 1984 113 /Ad}. Anteriormente hemos hablado de la capacidad
destoxificante de BuChE v 1a posible participacion de AChE en interacciones estructurales,
dos ejemplos de las funciones altermativas de estas enzimas. A su vez, la presencia de
colinesterasas en plantas { Madhavan, Sarath, et al. 1595 P039 /id}H{ Momonokl 1997 POE2
Aid} v bacterias | Rodriguez, Ellis, et al. 1993 N141 /d}{Pérez, Rodriguez, et al. 2002
PO83 Ad}, donde su significade biolégico es aln desconocide, apoya la multplicidad

funcional de estas enzimas.
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Entre las funciones no clasicas, figura en primer lugar la hidrdlisis de ACh en
contextos no sinapticos. En este sentido, se postula que la colinesterasas transportadas por
la sangre en forma soluble {BuChE) o asociadas a células sanguineas {AChE) se encargan

de eliminar restos de ACh para evitar acciones colinérgicas no deseadas.

El abordaje del estudio de estas funciones atipicas ha de realizarse con clerta cautela,
puesto que la actividad puede no ser €l Gnico factor relevante, a la vista de las posibles
implicaciones estructurales de las colinesterasas y de la existencla de depdsitos de AChE

inactiva en distintos tepidos (Apartado. 14.).

6.1. Colinesterasas en el crecimiente celular y el desarrollo embrionario.

Antes de comenzar la sinaptogénesis, se expresan proteinas del operador colinérgico,
incluyendo las ChEs. De hecho, se ha propuesto que una caracteristica comin de las
neuronas en desamollo es la aparicion de un sistema  colinérgico  pnmitivo,
independientemente de los neurotransmisores que finalmente produzcan {Filogamo &

Marchisio 1971 4260 Ad}.

Se ha observado que tanto AChE como BuChE se expresan en estadios tempranos
de la embriogénesis, antes de la formacion de las sinapsis. A este nivel, podrian llevar a
cabo un papel morfogenético. Esta temprana expresion ha llevade a introducir €] término
“colinesterasa embrionana” {Drews 1975 A{95 fid}{Layer, Girgert, et al. 1985 MT1755
/1d}{ Drews, Schmidt, et al. 1986 1436 /1d}.

La distribucion no colinéreica de AChE es notable si se consideran las elevadas
cantidades de enzima que aparecen en numerosas heurcnas no colinérgicas inmaduras,

durante el desarrollo del sistema nervioso, sin Ir acompanadas de ChAT o ACh.

Por otro lado, la existencia de proteinas transmembranales parecidas a AChE en el
citoesqueleto, sugiere que las interacclones c€lula-célula pueden verse afectadas por
competicion entre AChE y esas proteinas, lo que podria explicar por qué en muchos tipos
tumorales la superproeduccion de AChE coincide con las fases de proliferacion celular o
migracion invasiva {Drews 1975 A095 /id}H Noda, Lammerding-Koppel, et al. 1998 4261
fid}.
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La presencia de BUChE en las c€lulas de Schwann y en las cé€lulas que rodean a los
axones ¥y conos de crecimiente de las fibras nerviosas en desammollo, sugiere que su
actividad puede influir en los procesos de elongacion y locomocidn axonal | Dubovy &
Haninec 1990 BUDO2 /id}. BuChE comparte esta funcidn con AChE, ya que en estudios
del desarrollo del embrion de pollo, se ha observado una expresion diferencial de AChE y
BuChE en cerebro y retina {Layer 15983 C102 /Ad}{Layer, Girgert, et al. 1983 MT1755
Ad}{Layer 1990 1211 id}{Layer 1991 MO86 Aid} {Layer 1991 M212 /1d}.

Durante el desarrolle del sistema neuromuscular también se observa una expresion
temprana de las ChEs. En primer lugar se expresa BuChE en ¢l somito, en lugares de
movimiento celular, la AChE aparece mas tarde en la motoneurona y en la presunta célula
muscular en desarmrollo, durante los procesos de diferenciacidn neural o muscular {Layer,

Alber, et al. 1988 GOO7 d}.

En la proliferacion y diferenclacion de las lineas hematopoyéticas también se ha
observado la influencia de mecanismos colinérgicos. La presencia de formas G; de AChE
en la superficie de los tmocitos suele usarse como marcador de su desarrollo ¥ maduracion
} Rossi, Vicini, et al. 1991 BC0A3 /id}, mientras que en los megacariocitos se ha detectado

la presencia de BUuChE y AChE, como se detallara en el Apdo. 1.62.

Koelle y colaboradores fueron los primeros en describir clerta dependencia entre la
expresion de AChE y la de BuChE | Koelle, Koelle, et al. 15976 3782 1d}H| Koelle, Smyrl,
et al. 1977 4265 Ad}{Koelle, Koelle, et al. 1577 4264 Ad}. La presencia de moléculas
activas de BuChE favorece la expresion de AChE, un fen&meno observado durante la
diferenciacion celular de neuronas o en periedos de recuperacion de AChE tras su

inhibicién rreversible con agentes organofosforados, como el gas sarin { Koeelle, Rickard,

et al. 1979 4275 /id}{Koelle, Ruch, et al. 1982 4274 fid}.

Con frecuencia, una relacion BuChE/AChE anormal durante el desamrollo de un

tejido particular, indica una alteracion patologica grave {Layer 1995 PO77 /1d}.

Se ha explorado ¢l papel de AChE en €l crecimiento de las neuritas empleando una
bateria de inhibidores. Los datos indican que la AChE puede actuar como un factor
potenciador de crecimiento de las neuronas dopaminérgicas. Puesto que la adicion de

BW284c51 {inhibidor del sitio anidnico periférico, PAS) a cultivos organotipicos de
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cerebro de rata, disminuye la supervivencia y crecimiento neuronal, mientras que el
ecotiopato (inhibidor del sitio catalitico) no ejerce efecto alguno {Jones, Holmes, et al.
1895 NCO15 Aid}, se considera que la catalisis no esta involucrada en el efecto promotor de
crecimiento de las neuritas de AChE. Ademas, se ha visto que el efecto es mas potente
cuando es ejercido por las formas G; de AChE que por las G, lo que sugiere cierta

participacion del péptide H C-terminal en la promocion del crecimiento.

Mediante microinyeccion de DNA y transfeccidn de c€lulas de glioma en cultive
| Karpel, Stemnfeld, et al. 1996 NC{O26 /id}, se ha visto que las diversas isoformas de AChE
gjercen efectos diferentes en el desarrollo celular ¥ morfologia de los astrocitos del SNC.
Tan s6lo las células transfectadas con la AChE-H humana mostraron un intenso
crecimiento, 1o que no ocurrid en la transfeccion con AChE-R. Por tanto, parece existir

clerta correlacion entre el desarrollo de la glia y 1a isoforma de AChE expresada.

En c€lulas de neurcblastoma, se ha observado que durante la etapa de diferenciacion
se produce un incremento en los niveles de AChE asociada a la membrana y de secrecion,
comrespondiéndose principalmente con la 1soforma Gy, Con mhibidores especificos para
AChE y BuChE, asi como con anticuerpos, ha demostrado la implicacion de la AChE en la
adhesion de las células de neurcblastoma. Esta funcion de adhesion es ejercida a través del
PAS de la AChE. En cambie, la BuChE parece tener un efecto anti-adhesivo {Johnson &
Moore 2000 NCO58 /1d }.

La expresion temprana de AChE en ¢l cartilago de aves instigs el estudio postenor
en embriones de mamiferos. En ratas, la expresion condrogénica de AChE es paralela al
desarrollo de las patas posteriores | Umezu, Nagata, et al. 1993 NOEX /id}. En humanos, la
AChE se expresa en condrocitos y osteoblastos en funcidn de su estado de proliferacion y
diferenciacion, asi como de la presencia de factores osteogénicos, tales como el
I'7p—estradiol y la 1,25-dihidroxivitamina D5 {1,25-{0H},D5)}, que poseen sitios de unidn
en el promotor de ACHE { Grisaru, Lev-Lehman, et al. 1953% BM{O0O! /fid}. La supresion de
la produccion de AChE con oligonucledtidos antisentido, potencia la proliferacion de
osteoblastos tumorales en cultivo (células 5aos-2). Por otro lado, la expresion del ARNm
de AChE-T parece aumentar con la diferenciacion de los osteoblastos, al tiempo que
disminuye la densidad celular, y después de la semana 20 de gestacion. Estos datos

sugieren que la AChE-T puede estar implicada en la morfogénesis, ajustando los procesos
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de proliferacion v diferenciacion para que la osteogénesis transcurra con normalidad
| Grisaru, Sternfeld, et al. 1999 1647 Ad}{Gnsaru, Lev-Lehman, et al. 1999 BM{O{01 Ad}.
Por inmunofluorescencia, se ha comprobado la distribucidn intracelular de AChE en
osteoblastos, asi como su participacion en las interacciones celulares con la matriz
extracelular que son esenciales para la formacién y remodelacién osea | Genever, Birch, et

al. 1999 4276 d}.

En las células Caco-2 (procedentes de un adenocarcinoma de colon humano)
también se ha observado que la actividad AChE aumenta segin progresa la diferenciacion

celular { Plageman, Pauletti, et al. 2002 TNNO26 Ad}.

Los estudios con ratones homocigbticos AChE" (sin actividad AChE) y
heterocigéticos AChE™ (con el 50% de actividad) han sido de gran utilidad para
determinar el papel fisiologico de AChE vy BuChE y conocer en profundidad la
contribucién de AChE al desarollo embrionario, asi como el papel potencialmente
compensatorio de BuChE. Los ratones nulos {knock-out) para AChE, incapaces de
expresar actividad AChE, son capaces de sobrevivir hasta tres semanas después de su
nacimiento | Xie, Stribley, et al. 2000 MT1861 /id}, lo que pone en entrediche la necesidad
de AChE para la supervivencia. La supervivenclia de los ratones homocigdticos AChE™
apunta a que, si bien la AChE juega un papel clave en la embriogénesis y desamrollo del
feto, no es absolutamente necesaria, puesto que otras proteinas, como por ejemple la
BuChE, pueden suplr su falta {11, Stribley, et al. 2000 BUJD! /id}. Los ratones knock-out
(AChE“L) son extremadamente sensibles a los efectos toxicos de clertos organofosforados,
a dosis no letales para los ratones normales {AChE™). La administracién de bambuterol,
inhibidor especifico de BuChE, induce la muerte de los ratones knock-out, manifestando el

papel compensador de BuChE.

El desarrolle relativamente normal de los ratones knock-out para AChE, contrasta
con el fenotipo letal de los mutantes de Drosophila, inviables ya desde el estado
embrionaric {Greenspan, Finn, et al. 1980 MT1860 /id} debido a la carencia de BuChE.
Estos y otros resultados indican que, BuChE y posiblemente otras serin-esterasas, suplen a

la AChE cuando esta estia ausente.

- 1.6, Funciones Miernativas de las Colinesterasas -



82 - Introduccion General - Capimlo ]

La falta de AChE en ratones AChE™ no impide la organogénesis en embriones; no
obstante, los ratones muestran importantes alteraciones a partr del nacimiento, que se
traducen en deficiencias durante ¢l desarrollo. Los ratones AChE™ manifiestan fenotipo
nomal, salvo la reduccidn en un 30% de la actividad AChE y su extrema sensibilidad a los
organofosforados. Ya que hay ratones heterozigbticos capaces de sobrevivir con un solo
alele de AChE, que provee de la cantidad de enzima necesaria para ¢l mantenimiento de
un desarrollo y crecimiente normal, podemos planteamos sl existen  humanos
heterozigdticos. De ser asi, se podrian explicar las diferentes respuestas a los tratamientos

con inhibidores de ChEs observadas en los enfermos con procesos neurodegenerativos.
6.2. Papel de AChE en la hematopoyesis

La AChE se expresa en diferentes lineas hematopoyéticas | Burstein, Adamson, et al.
1980 1434 Ad} | Soreq & Zakut 1993 1570 /1d } { Toutant, Richards, et al. 1990 BC051 /1d},
sugiriendo que la enzima interviene en €l ajuste de la composicion celular hematopoyética
nomal. De hecho, en varias ocasiones se ha postulado un posible papel de la AChE como
reguladora del crecimiento durante la hematopoyesis | Paoletti, Mocali, et al. 1992 BC0O52
f1id} v se ha correlacionade el elevado riesgo de desarrollar leucemias con la exposicidn a
insecticidas inhibidores de AChE {Brown, Blair, et al. 1990 L213 fid}. Los estudios
epldemioldgicos han revelado una relacidn significativa entre la disminucion de las ChEs

en sangre ¥ la aparicion de leucemias en trabajadores agricolas expuestos a

organofosforados {Brown, Blair, et al. 1990 L213 Ad}.

En ratones, los analogos de ACh o los inhibidores de AChE, parecen aumentar la
cantidad de plaquetas in vive {Burstein & Harker 1983 4277 /id}, por lo que debe haber
alguna implicacion de los mecanismes colinérgicos en los procesos hematopoyéticos. La
inhibicion de la expresion del gen ACHE con oligonucledtidos antisentide en los
progenitores de las células sanguineas, interfiere con la produccidn de megacariocitos {los
progenitores de las plaguetas, MEKs) {Lapidot-Lifson, Patinkin, et al. 1592 4284
/1d}{ Patinkin, Seidman, et al. 1990 L203 /d}. Ademas, el gen ACHE reside en un locus
cromosdmico sujeto a  frecuentes rupturas durante los procesos de malignidad
hematopoyética {Ehrlich, Viegas-Pequignot, et al. 1992 4281 /Ad}, mutacion vy
amplificacién génica en leucemias {Lapidot-Lifson, Prody, et al. 1989 144 /id} y otras
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anormalidades de las células sanguineas, incluyendo la deficiencia plaguetaria asoclada al

lupus eritrematoso {Zakut, Lapidot-Lifson, et al. 1592 BC055 /Aid}.

El uso de oligonucledtidos antisentido en cultivos de células de médula Gsea de ratdn
conlleva la destruccion del ARNm de AChE a las 2 horas de su administracién. Poco
después, aumenta la concentracion de ARNm de AChE y se producen cambios
transcripcionales generales, expansion de los progenitores, proliferacion de las células
madre y supresidn de la apoptosis en la progenie |Lev-Lehman, Ginzberg, et al. 1594
BC{(53 /id}, por lo que se puede atribuir a la AChE cierta participacion en los procesos de

expansion celular hematopo yética.

En humanos, la membrana de los eritrocitos posee una actividad AChE mmportante
| Dutta-Choudhury & Rosenberry 1984 C035 /Aid}, aungue no sucede 1o mismo en los
megacariocitos maduros {MKs). En cambio, en rtoedores la actividad AChE es
considerable en los megacanocitos y plagquetas, ¥ muy baja en eritrocitos. Tras el estudio
de diversas especies, se pudo concluir que en mamiferos, la AChE se encuentra en los
eritrocitos o bien en las plaguetas | ZAJICEK 1557 4286 /id}. De hecho, recientemente se
ha sugerido que los cambios en los niveles de expresion de AChE tienen lugar a nivel del
progenitor comin de MEKs y ertrocitos, por 1o que podrian estar involucradas cltoquinas

como la eritropoyetina o 1a trombopoyetina.

Por otro lado, 1a AChE parece ejercer una intrigante accién no colinérgica sobre las
membranas de los macrdfagos. Al cultivar macréfagos procedentes del peritoneo de rata en
presencia de AChE, se observa un incremento en el consumo de oxigeno, iIndependiente de
los procesos respiratorios mitocondriales. La incapacidad del BW284c51 para bloquear
este efecto, descarta la implicacion de la actividad catalitica de AChE. Estos estudios
demuestran la capacidad de AChE de inducir procesos de respiracién no mitocondrial en
macrifagos, independientemente de sus sitios catalitico y periférico | Klegens, Budd, et al.

1894 NCO15 ndi.

El papel que la AChE puede ejercer en los precursores de las células
hematopoyéticas, puede tener clerta relacion con la distribucion de la enzima, nuclear o
asoclada a la membrana plasmatica. Se ha demostrado que en los MKs la AChE puede

residir en dos compartimentos diferentes: en los precursores de los MKs de rata se ha
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detectado actividad AChE en las cisternas del Golgl perinucleares, mientras que en los
MKs de rata y raton, en sus diversos niveles de maduracion, la actividad AChE se
encuentra en los caracteristicos tdbulos y cisternas de las membranas lisas { Tranum-Jensen
& Behnke 1977 4287 /id}l. La localizacion nuclear de 1a AChE en los megacarioblastos
humanos refuerza la hipdtesis de un posible papel regulador durante la fase de
proliferacion temprana de los MK { Soreq, Patinkin, et al. 1994 BC019 /id}, pero dado que
la secuencia de la AChE no posee ninguna senal de localizacion nuclear, ha de haber
alguna proteina (o proteinas) desconocida asoclada al nicleo que pueda transportar a la

AChKE hacia dicha localizacion.

6.3. Mecanismos cataliticos no colinérgicos.

Ademas de los esteres de colina {Layer & Willbold 1995 1580 /id}, las
colinesterasas son capaces de hidrolizar otros productos tan diferentes comoe pueden ser la

aspirina y sus derivados neutros | Masson, Froment, et al. 1958 1585 Ad}.

También se ha puesto de manifiesto la actividad arilacilamidasa {AAA), que permite
que AChE y BuChE hidrolicen el enlace amida de algunas arilacilamidas, como el sustrato
o-nitroacetanilida  {George & Balasubramanian 1580 MTI1757 /d}{George &
Balasubramanian 1981 1444 fid}{ Balasubramanian 1984 113 fid}. El desconocimiento de
la 1dentidad del sustrato endogenc de la actividad AAA hace que aln se 1gnore la funcion
fisiolégica de la misma, aunque se sabe que la serotonina {5-hidroxitriptamina) e
inhibidores clasicos de las ChEs son capaces de reducir la actividad arilacilamidasa
1George & Balasubramanian 1581 1444 /id}. Algunos autores han sugerido que las ChEs
podiian estar implicadas en la percepcion y/o modulacidn del dolor. De hecho, varios
preductos analgésicos, como el paracetamol, contienen un grupo acilamida susceptible de
ser hidrolizado por esta actividad AAA. La serotonina prolongaria los efectos analgésicos
al bloquear su hidrolisis via inhibicion de la AAA de las colinesterasas | Balasubramanian

& Bhanumathy 1993 N114 /id}.

También se ha discutide ampliamente acerca de la existencia de una actividad
proteclitica en las ChEs {Lockridge 1582 118 /id}{ Small 1985 121 /id}, que podria estar
implicada en la maduracion y/o degradacion de neuropéptidos, como en la generacion de

péptidos similares a encefalina a partir de cromogranina A {Ismael, Millar, et al. |986 128
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fid}. Todavia existe clema controversia acerca de la asociacion de las actividades

colinesterasa y proteasa | Chatonnet & Masson 1986 1212 id}H{ Checler 1920 111 Ad}.

Anteriormente hablamos de 1a capacidad de BuChE de hidrolizar la succinilcolina (o
suxametonio, anestésico miorelajante usado en cirugia), permitiendo gque el paciente
recupere la ventilacion pulmonar. De hecho, en personas que han estade expuestas a
insecticidas organofosforados, €l bloqueo de la BuChE ralentiza en extreme la degradacitn
del suxametonio, pudiendo provocar la aparicion de episodios de apnea | Pérez-Guillermo,
Garcia-Carmona, et al. 1987 1191 fid} Perez, Martinez Pretel, et al. 1988 4288 /id}. Pero
la BuChE también es capaz de hidrolizar drogas como la fisostigmina {Silver 1574 19 Ad},
cocaina {Lynch, Mattes, et al. 1997 MTI1719 Aid}{Lynch, Mattes, et al. 1597 MT1719
Ad}{Browne, Slaughter, et al. 1998 MTI865 /id} y heroina |Lockridge, Mottershaw-
Jackson, et al. 1580 1020 /id }{ Valentino, Lockridge, et al. 1981 1101 /id} por medio de su

actividad colinesterasa, aunque en algunos casos actia con actividad no esterasica.

La BuChE del plasma transforma la cocaina en el derivado metiléster de 1a ecgonina.
Este efecto queda patente por la persistencia del alcaloide en el plasma de cerdos
hepatectomizados, mas acusada s1 se inhibe la BuChE residual en el plasma con
150-OMPA {Kamban, Franks, et al. 1594 PO65 /id}. Dada la aparicion temprana de BuChE
durante el desarrolle del SNC, es posible que la enzima proteja al feto de los efectos

pemiciosos del alcaloide asi como de otros agentes toxicos | Gatley 1591 M 126 Ad}.

Aungue la BuChE del plasma humano participe en €l metabolisme de la cocaina, su
potencial terapéutico, con vistas a la desintoxicacidn, es escaso por su reducida eficiencia
catalitica { Mattes, Lynch, et al. 1997 5104 /id}. No obstante, dlitmamente se¢ ha obtenido
un mutante de BUuChE A328W/Y332A que hidroliza al alcaloide con elevada eficiencia v
puede ser suministrado a pacientes con sobredosis {Sun, El Yazal, et al. 2001 4292
Ad }{Sun, Pang, et al. 2002 4291 /id}{ Sun, Shen, et al. 2002 4250 /1d}.

Por otro lado la capacidad de BuChE para hidrolizar acetilcolina, sin sufrir
inhibicién por exceso de sustrato, permite considerarla como una “enzima de apoyo™ en la
hidrélisis del neurotransmisor, cuando la actividad AChE esté inhibida o ausente, como

ocurre a elevada concentracion de colina o en ratones knock-out para AChE.
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Se ha observado clerta correlacién entre los niveles de BuChE en plasma vy las
alteraciones hepaticas. En la hepatitis se ha detectado un incremento de la aspartato
aminotransferasa sérica del acido glutdimico (SGOT) simultaneo al descenso de la BuChE.
La determinacion de los niveles séricos de actividad BuChE podria ser (til para analizar la
funcién hepatica, especialmente en enfermedades cronicas del higado, comeo la ciirosis, ya
que la actividad BuChE parece estar relacionada con la actividad sintética de las cé€lulas

hepaticas.

A pesar de que la BuChE se expresa en una numerosos tejidos, como la sustancia
blanca cerebral, los sistemas vascular, respiratorio, digestive y urogenital, asi como en
diversas glandulas endocrinas y exocrinas | Silver 1974 15 /id}, adn no se le ha adjudicado

ninguna funcion biclogica evidente.

Se ha detectado actividad BuChE en las células de Schwann y entre los pliegues de
miclina que rodean a muchos axones centrales. El hecho de que los compuestos
organofosforados favorezcan la desmielinizacién apoya que la BuChE sea importante para
el mantenimiento de la capa de mielina. 5in embargo, conviene senalar que otros
inhibidores anti-colinesterasa no poseen dicho efecto desmielinizante {Davies 1963 4556

fid}.

Mediante estudios histogquimicos y de Westem blot se ha puesto de manifiesto la
capacidad de BuChE de formar complejos con [3-lipoproteinas {Lawrence & Melnick
1961 4557 /1d}, mediante los cuales la enzima seria transportada en la circulacion en
estado Inactive. La lecitina {fosfatidilcolina) es un componente esencial de las
lipoproteinas. La base de esta unidn seria una Interacclon meramente fisica en la que la
cabeza polar de la lipoproteina, fosforilcolina si nos referimos a la lecitina, Interaccionaria
con los sitios esterdsico y anidnice de la BuChE, con el consigulente bloqueo de la
actividad enzimatica. De hecho, se han detectado interacciones similares entre AChE y

lipoproteinas de la membrana de eritrocitos | Kutty, Chandra, et al. 1976 4283
fid}{ Grafius, Bond, et al. 1971 4254 fid}.

Es de destacar que la sintesis de BuChE tiene lugar principalmente en higado, donde
ademas transcurre €l metabolismo de los acidos grasos {CLITHEROW, MITCHARD, et
al. 1963 4295 /id}. Algunos de los intermedios de la p-oxidacion, como la butiril-CoA
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pueden dar lugar, en presencia de colina, a butirilcolina la cual posee una poderosa accidn
nicotinica, siendo necesaria su rapida eliminacion para evitar la aparicion de indeseables
efectos toxicos. Ademds, la presencia de BuChE en células endoteliales de capilares
corticales y vénulas postcapilares del higado sugiere que la BuChE ayuda a promover ¢l
crecimiento tisular previniendo la formacion de €steres de colina, potenclalmente toxicos, a

consecuencia del intenso metabolismo de Acidos grasos en el tejido en crecimiento.

El aumente de los niveles de BuChE durante la ingesta de alimentos y su descenso
en pericdos de ayuno sugieren la participacion de esta enzima en la asimilacién de
nutrientes | Waterlow 1950 4559 fid}{ Harrison & Brown 19531 4558 /fid}. También se ha
observado un incremento en los niveles séricos de BuChE en condiciones asociadas a un
metabolismo lipidico anormal, como sucede en la hiperlipoproteinemia {Cucuianu,
Popescu, et al. 1575 4296 /id} { Cucuianu, Zdrenghea, et al. 1976 4297 Aid} { Chu, Fontaine,
et al. 1978 4288 f1d}, obesidad | Chu, Fontaine, et al. 1978 4298 /id} | Cuculanu, Popescu,
et al. 1968 4259 /id} y diabetes { Antopol, Tuchman, et al. 1973 4560 /id}. Estos pacientes
tienen en comin altos niveles de triglicéridos y de lipoproteinas de muy baja densidad
{¥LDL). Aungque los datos sugieren la participacion de BuChE en el metabolismo de los
lipidos | Kutty & Payne 1994 4300 /id}, los estudios en células Caco-2 descartan su
participacion directa en la sintesis de tnglicéridos {Randell, Rogers, et al. 2001 TNNO28
Ad}.

Hay guienes consideran a BuChE como una enzima superflua, dada la existencia de
un nimero indeterminado de personas portadoras de variantes genéticas “silentes” de
BuChE, en las que la actividad enzimatica oscila entre el 0-10% de la normal. De las 35
variantes genéticas 1dentificadas para BuChE, 30 comesponden a formas silentes
} Lockridge & Masson 2000 BUREVO02 /id} y son originadas por mutaciones puntuales o

por cambios en la pauta de lectura durante su sintesis |Lockndge & Masson 2000

BUREV 002 Ad}.

El Tritén X-100 (TX-100) es un detergente frecuentemente utilizado para extraer la
enzima de los tejidos. Se ha observado que la BuChE se inhibe por este detergente, 1o que
explicaria la aparente pérdida de actividad BuChE al centrifugar los extractos en gradientes
de sacarosa con TX-100, en relacion con la actividad recuperada en gradientes con By 536

o sin detergente {Moral-Naranjo, Cabezas-Herrera, et al. 1996 P100 /id}| Gémez, Moral-
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Naranjo, et al. 1999 EPO02 /id}. La inhibicion se debe a que las moléculas monoméricas
de TX-100, pero no los agregados micelares, se comportan como inhibidores reversibles
porque ocupan el “hucco de acomodo del acilo™ en el centro activo de la BuChE {Lli,
Stnibley, et al. 2000 BUJO! /id}. La resistencia de la AChE a tal inhibicidn se atribuye al

menor tamano del “hueco del acilo™.

64, Funcdones noe cataliticas

Laregulacién de la expresion espacio-temporal de AChE durante estadios tempranos
de la embrniogénesis, en la extension embrionana de neuritas y desarrollo muscular {antes
de la sinaptogénesis), asi como la presencia de esta enzima en contextos no colinérgicos,
como en neuronas no colinérgicas y en células hematopoyéticas, osteogénicas vy

neoplasicas, motivé el estudio de posibles “actividades no-clasicas”™ de AChE.

En un principio quedd muy clara la participacion de AChE en la neuritogénesis
mediante una actividad no catalitica, ya que ¢l uso de inhibidores dingidos a su centro
activo, como edrofonio o tacrina, no blogqueaban tal efecto. En cambio, inhibidores del sitio
anidnico periférice {PAS), como el propidic o la galamina, demostraron que el PAS es el
responsable de la actividad neurotréfica de AChE {Munoz, Aldunate, et al. 1599 NC0O50
fid}. También ha quedado demostrada la participacion del PAS en los procesos de
adhesion, mediante €l uso de anticuerpos monoclonales dirigidos contra el sitio catalitico o
contra el PAS de la molécula de AChE {Johnson & Moore 1999 NCO57 fid}{Johnson &
Moore 2000 NC0O53 /id}. De hecho, se ha observado que la AChE humana es capaz de
interaccionar, a traveés del PAS, con la laminina-1 de raton y con €l colagene tipo IV
humano, dos componentes Importantes de 1la matriz extracelular. Se ha establecido que esta
Interaccion acontece mediante mecanismos electrostaticos, ya que se ve afectada por la
fuerza i6nica y €l pH del medic. La laminina-1 posee una homeologia significativa con la
[-neurexina, de la que se sabe que es capaz de interaccionar con AChE en cerebro de

vertebrados, mientras que €l colagenc tipo IV posee restos de hidroxiprolina capaces de

interaccionar con 1os residuos del PAS JJohnson & Moore 2003 NCO64 Ad}.

La AChE es capaz de interaccionar con ¢l péptido beta-amiloide {Abeta, AQ) v
promover la formacion de la fibrillas amiloides en la enfermedad de Alzheimer, gracias a

un ambiente hidrofobico cercano al PAS. Se ha identificadoe el motivo estructural de AChE
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que participa en la interaccién con Al Inicialmente, los ensayos cinéticos indicaron que
un peéptido hidrofdbico de 35 restos de la superficie enzimatica, por si sdlo era capaz de
mimetizar los efectos de la molécula completa de AChE en la formacion de las placas
amiloides, ¥ mediante andlisis de RP-HPLC se determind su ncorporacitn en las fibrillas
Afi en formacién {De Ferrari, Canales, et al. 2001 NCO65 fid}. Posteriormente se ha
concretado que un fragmento de 14 restos del péptido T de AChE (536-355 de AChE
humana) es responsable del ensamblaje en las fibrillas amiloides debido a su homoloegia
secuencial con el péptido p amiloide. Como ya explicamos anteriormente, el cambio de
una estructura en hélice-a a hebra-[} en este fragmento de 14 restos favorece el

autoensamblaje en las clasicas fibnllas amiloides baje condiciones fisiolégicas

} Cottingham, Voskuil, et al. 2003 4148 Ad}.

Greenfield v col. demostraron gue la actividad motora o 1a estimulacion sensorial en
ratas y conejillos de indias esta relacionada con la liberacion de AChE junto a dopamina en
la sustancia nigra, una estructura pobre en sinapsis colinérgicas. Como consecuencia, se
produce la hiperpolanzacién de las neuronas dopaminérgicas nigro-estriatales debida a la
apertura de canales de K+ dependientes de ATP. Se ha observadeo que este efecto es
especifico de AChE y no de BuChE, y que es independiente de la actividad colinesterasa,
ya que esta funcion moduladora persiste después de la inhibicion irreversible de AChE

1 Massoulié, Pezzementi, et al. 1993 NO25 fid}.

La presencia de AChE en los progenitores de las células sanguineas sentd la base de
su posible participacion en los procesos de hematopoyesis y trombopoyesis | Paolettl,
Mocall, et al. 1992 BCO52 /id}{Lev-Lehman, Deutsch, et al. 1997 BC0O54 /id}. Se ha
demostrado la activacion transcripcional del gen ACHE bajo la activacion linfocitaria

inducida por hemaglutinina, v se ha puesto de manifiesto que en este proceso colaboran las

acclones cataliticas y no clasicas de AChE { Kawashima & Takeshi 2000 BCO05 /Aid}.

En ratones transgeénicos que expresan elevados niveles de AChE se ha observado un
drastico descenso del ARNm que codifica a la [3-neurexina en la médula espinal
embrionaria, seguido de un postenior deterioro de la funcidn neuromuscular { Andres,
Beerl, et al. 1997 NCO29 fid}, asociada a graves aberraciones en la ultraestructura

neuromuscular y amiotrofia pronunciada. En funcidn de estos datos se puede establecer la
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hipétesis de que los mecanismos que regulan la expresion neuronal de AChE también
Intervienen en las rutas colinérgicas de mteraccion ceélulacélula. Se sugiere que la
expresion de [J-neurexina in vivo esta concertada con los niveles de AChE { Andres, Beert,

et al. 1997 NCO29 Ad}.

Puede decirse que las uniones neuromusculares (“neuromuscular junctions”, NMI)
son sinapsis colinérgicas altamente especializadas y morfologicamente distintas {Sanes &
Lichtman 1899 4301 /id}. Alteraciones en la actividad de las NMJ producen desdrdenes
musculares caracterizados por un deteriore de la estructura y funcidn muscular. Al inducir
un estado de estrés en las NMJ suprimiendo la actividad AChE con el inhibidor DFP, o
aumentando la expresion de la variante AChE-T, se han observado elevados niveles de los
ARNm de c-fos y AChE-R. Cabe destacar que ratones transgénicos para AChE-R
cuadruplican la densidad de NMJ {Evron, T. y Soreq, M., datos no publicados) e
Incrementan el ndmero de neuritas asociadas a pequenas terminales Inmaduras, por 1o que
se deduce que los mecanismos compensatorios inducidos por el estrés en NMJ estan

destinados a incrementar €l nimero de sinapsis funcionales.

7. CONDICIONES PATOLOGICAS RELACIONADAS CON LAS
COLINESTERASAS

Ciertas anomalias en la composicion de formas moleculares de AChE, en sus
propiedades meleculares o en su distribucidon pueden relacionarse con diversas situaciones
patologicas y, por consigulente, ser Gtiles en su diagnostico | Rakonczay & Brimijoin 1988
469 fid}. En un nimero considerable de enfermedades también se han observado
anomalias en otros componentes €l operador colmérgico, como la colina acetiltransferasa

fenzima que sintetiza la ACh) o el receptor nicotinico (AChRn).

Debide a que ¢l papel fisiolégico de AChE es vital ¥ que en vertebrados existe un
(nico gen para e€sta enzima, no se conocen defectos asoclados a la propla estructura del
gen. En cambio para BuChE se han identificado distintas variantes derivadas de
mutaciones genéticas naturales |Lockridge, Bartels, et al. 1991 1252 /id}{Lockridge 1951
1251 fid}{La Du, Bartels, et al. 1991 1413 /id}{ Primo-Parma, Bartels, et al. 1992 1253
/id}{Takagi, Narahara, et al. 1997 5028 /id } { Lockridge & Masson 2000 BUREY{(02 /1d}.
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7.1. AChE en patologias humanas

7.1.1. Hemoglobinuria paroxismal nocturna

Es una enfermedad causada por la incapacidad celular de producir proteinas con
anclaje de glicolipido, 1o que origina una carencia del factor que acelera la descomposicion
o deterioro {decay accelerating factor, DAF), que protege a las células de 1a lisis mediada
por ¢l complemento. Por €l mismo motivo, los eritrocitos carecen en su superficle de
dimeros de AChE anclados mediante GPI, y este defecto se correlaciona con la gravedad
de la enfermedad {Metz, Bradlow, et al. 1960 900 fid}{Chow, Telen, et al. 1985 28
fid}{ Tumer 1994 MT1737 Ad}.

7.1.2. Deafectos del ubo neural.

La AChE del liquido amnidtico tiene un importante valor diagnostico de posibles
defectos del tubo neural, como la espina bifida. Generalmente, en tales casos se produce un
incremento de la actividad total de AChE, aunque la deteccion de una banda especifica o
una electroforma andmala, en un gel de electroforesis no desnaturalizante, ofrece un
metodo mas segure de diagnosis, sin falsos positivos. Probablemente esta electroforma se
caracterice por un patron de glicosilacion diferente, como le sucede a una forma de BuChE

localizada en el fluido cerebroespinal de ninos que padecen meninglts.

El grupo el Dr. Vidal ha demostrado un incremento significativo de las actividades
AChE y BuChE en el liquido cefalorraquidec {LCR) de ninos con meningitis bacteriana
1Tomel & Vidal 1991 M118 /1d}{ Tomel, Campoy, et al. 1993 N153 /id}. También se han
observado alteraciones en el grado de interaccion con RCA de la BuChE de LCR, de mode
que en condiciones fisiologicas normales, s6lo el 60% de la enzima reacciona con la
lectina, mientras que la condicién patolégica no sdlo aumenta la actividad BuChE en el
LCR, sino también el porcentaje de Interacciom con la lectina. 5e sabe que la enzima
plasmatica reacciona en su totalidad con la RCA {Tomel, Saez-Valero, et al. 1992 K165
f1d}, por lo que es probable que estemos observando una convergencia de la enzima de
origen neural y plasmatico, debido quizas a un detenoro de la barrera hematoencefalica y
no por una alteracion de la secrecidn de 1a BUuChE neural { Tomel, Saez-Valero, et al. 1952

K165 fid}. La fraccidn de BuChE-RCA™ se ha propuesto como indice del grado de
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integridad de la barrera hematoencefalica, de mode que el aumento se correlaciona con ¢l

deteriore de 1a permeabilidad de 1la misma.

7.13. Sindromes Minsténicos.

Estas patclogias se originan por mutaciones en alguna de las proteinas de la union
neuromuscular, esenciales para el correcto acoplamiento de la excitacidn con la

contraccion, o por autolinmunidad.

LIno de los sindromes miasténicos esta relacionado con cambios en la composicion
de formas de AChE en las sinapsis neuromusculares | Engel, Lambert, et al. 1577 C116
Ad}. La ausencia total de formas asimétricas produce una fatigabilidad extrema debida ala
desensibilizacién de los receptores nicotinicos durante el ejercicio, empeorande la
situacion con la admmistracién de edrofonio {un inhibidor reversible de AChE). La causa
de este defecto probablemente reside en los procesos de ensamblaje, procesamiento y
estabilizacion de las formas A en la lamina basal de la sinapsis o quizas a una anomalia en
la expresion de las subunidades del tallo de colageno. Como resultado, los misculos de los
enfermos carecen de formas asimétricas, su ausencia hace que la cantidad de ACh en las
proximidades de los receptores nicotinicos sea exceslva, una situacion que se traduce en el
funcionamiento anormal de los receptores | Lindstrom 1998 MT' 1760 Ad} { Donger, Krejcl,
et al. 1998 4533 /id}{ Ohno, Engel, et al. 2000 4534 1d}.

En la myasthenia gravis, la deficiencia de los receptores se ve compensada
parcialmente por una gran disponibilidad de acetilcolina. Durante muche tiempo, la falta
de receptores se atribuyd a una respuesta autoinmune, que produciria anticuerpos frente a
los receptores de acetilcolina reduciendo €l ndmero necesario para la excitacion muscular.
En el tratamiento de 1la myasthenia gravis se vienen utilizando inhibidores de la AChE para
evitar la hidrSlisis del neurotransmisor y compensar el deficit de receptores | Keesey 1998
4309 Aid}. 5In embargo, estos inhibidores promueven la sobreexpresién de la variante
“readthrough™ de la enzima, AChE-R, en misculo de ratones sanos, al tiempo que dafian la
integridad del misculo y la estructura de la union neuromuscular {NMJ) {Lev-Lehman,
Evron, et al. 20004312 /id}. De este modo, la AChE-R podria participar en la eticlogia de
patologias diversas. El incremento de la sintesis de AChE-R con farmacos anti-AChE y los

efectos adversos de esta varlante de AChE ponen en entredicho la utilidad de los
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inhibidores de AChE para detener la progresion de las miastenlas y alertan sobre sus
efectos noclvos en otras patologias. En cambio, recientemente se ha observado que el uso
de oligonucledtidos antisentido, que disminuyen selectivamente los niveles de AChE-R en
sangre mejoran la supervivencia, fuerza neuromuscular y el estado clinice de ratas
moribundas con miastenia grave autoinmune experimental {experimental autoinmune

myasthenia gravis, EAMG) {Brenner, Hamra- Amitay, et al. 2003 4106 /id}.

Una hipdtesis altemativa en auge es que €l tumor benigno del tme {timoma) y la
hiperplasia timica, generalmente asociados a las miastenias, producen una hipersecrecion
de timopoyetina {una hormona timica con gran afinidad de union a los receptores de

acetilcolina), que al unirse a los receptores deteniora la ransmision colinérgica a nivel de

las NMJ {Fawcett & Bloom 1995 4561 /1d}.

En una patologia neuromuscular poco frecuente, la produccidn de autoanticuerpos
contra la AChE conlleva la inhibicion y precipitacion de AChE |Livneh, Sarova, et al.
1988 1474 Ad}. El resultade es una paralisis y atrofia muscular, que empeora tras la

admmnistracion de edrofonio. Finalmente se produce 1la muerte por fallo respiratorio.

714,  Anticuerpos contra las colinesterasas en ciertas patologias

En diversas situaciones patologicas, podemos encontrar anticuerpos dirigidos contra
AChE. En la oftalmopatia de Grave, una enfermedad autoinmune, se generan anticuerpos
contra tiroglobulina, capaces de reaccionar con AChE, debido a la homologia secuencial
entre ambas |Swillens, Ludgate, et al. 1986 4027 /id}{Weetman, Tse, et al. 1988 4314
/id}{ Ludgate, Dong, et al. 1985 H069 /id}.

Brimijoin y colaboradores reprodujeron un meodeloe de reaccion  autoinmune
anti-AChE. Usando anticuerpos capaces de reacclonar con todas las formas de AChE,

observaron el desamolle de un sindrome de simpatectomia permanente {ptosis, hipotension

y braguicardia) { Rakonczay & Brimijoin 1986 D045 fid}.

En pacientes con esclerosis lateral amiotréfica, también se han detectado anticuerpos
contra AChE. La interaccién de los anticuerpos con las moléculas de AChE podiia estar
involucrada en la degeneracion de motoneuronas caracteristica de esta enfermedad

1Hirano 1973 1476 fid}{ Conradi, Rommeyi, et al. 1990 1475 Ad}.
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Por otro lado, en personas que han sufrido transfusiones sanguineas o mujeres que
paren repetidamente ninos con grupos sanguineos opuestos a los de la madre, aparecen

anticuerpos contra la varante alélica de AChE que define el grupo sanguineo Y'T.

7.1.5. Las colinesterasas en trastomos neurodegenerativos

Junto con otras alteraciones neurodegenerativas como la demencia frontotemporal, la
enfermedad de Parkinson y el mal de Creutzfeld-Jacob, la enfermedad de Alzheimer o
demencia senil tipo Alzheimer (Senile Dementia Alzheimer Type, SDAT o Alzheimer

Disease, AD), se debe a un procesamiento anormal de clertas proteinas.

La 5DAT representa el mayor porcentaje de las demencias seniles ireversibles v se
caracteriza por una pérdida progresiva de la memoria, en particular de la reciente, de la
funcién cognitiva v de la orientacién temporoespacial. Su origen es adn desconocido y

probablemente multifactorial.

Lna de las principales causas de su desarrollo parece ser la pérdida de la inervacion
colinérgica del cortex. Se ha observado pérdida neuronal en el hipocampo, un centro de la
memoria ¥ en la corteza cerebral implicada en el razonamiento, la memoria, el lenguaje y
otros procesos del pensamiento. Disminuye la actividad AChE, sobre todo las formas Gy
de AChE {Atack, Perry, et al. 1983 C108 /id}{Younkin, Goodndge, et al. 1586 DO57
Ad}{Fishman, Siek, et al. 1986 X007 /id}{Arendt, Briickner, et al. 1592 K319 Ad},
probablemente debido a la pérdida de las fibras colinérgicas presinapticas. Para preservar
la cantidad de ACh, se ha venido tratando a los pacientes desde hace mas de diez anos, con
tacrina y donepezil, dos inhibidores de AChE, que frenan las alteraciones en los primeros
estadios del Alzheimer, aunque estos farmacos pierden su razdn de ser una vez que han
degenerado las neuronas colinérgicas. A pesar de que ¢l nivel de AChE del fluido
cercbroespinal parece ser el mismo en pacientes sanos y enfermos, se ha detectado en los
pacientes de Alzheimer una forma de AChE que parece diferir en la glicosilacidn

| Navaratnam, Priddle, et al. 1991 M{73 /id}, como también sucede en la espina bifida.

(hros signos de la enfermedad son los acdmulos de proteinas ya en el interior
neuronal ya en el espacic Intercelular. Los primerocs son las maranas o nudos
neurcfibrilares que recuerdan pares de hebras arrcolladas en helicoide, constituidas por la

proteina tau. Esta proteina suele asociarse a la tubulina, responsable de la formacion de los
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microtibulos que, entre otras funciones, generan vias de transito de moléculas, nutrientes y
componentes celulares. Las maranas neurofibrilares contienen actividades AChE vy
BuChE, juntas o separadas | Coleman, Geula, et al. 1992 K372 /1d}. Pero estos cimulos de
tau no son exclusivos de la enfermedad de Alzheimer. Es mucho mas importante €l
segundo tipo de depositos, las placas seniles o placas amiloides, denominadas asi porque
su principal componente es el péptido [J-amiloide {Abeta, AP). Las placas se forman en los
espacios Intercelulares v generalmente se acompanan de c€lulas reactivas inflamatorias, la
microglia. A pesar de que las placas aparecen en la mayoria de la gente de edad, su
abundancia en hipocampo y corteza cerebral es especifica de los enfermos de Alzheimer y
se generan mucho antes que las maranas neuronales {Peter H. & George-Hyslop 2001

4562 Ad}.

A principios de los ochenta, surgié la denominada “hipétesis colinérgica™ para
explicar el ongen del SDAT. Su desamrolle inicial esta estrechamente vinculado a cambios
estructurales en las sinapsis colinérgicas | Dekosky & Scheft 1990 1478 fid}, pérdida de
receptores de ACh {Mash, Flymn, et al. 1985 1479 /id} y muerte de neuronas productoras
de ACh {Davis & Maloney 1576 1480 /id}. La hipotels colinérgica postula que la causa
principal de la demencia es el descenso de la cantidad de ACh en regiones cerebrales
relacionadas con la memorla y aprendizaje. Los resultados histoquimicos indican que la
degeneracion de las proyecciones colinérgicas que ascienden al cortex € hipocampo incide

directamente en la etiologia de la enfermedad.

Segln algunos autores, existe una correlacién entre el deterioro de la funcidn
cognitiva, la aparicion de placas seniles y la pérdida de las enzimas ChAT y AChE del
cortex frontal {Perry, Tomlinson, et al. 1978 1259 /id}. En pacientes con Alzheimer, la
actividad AChE no s&lo disminuye en varias regiones del cerebro, sino también en

eritrocitos, linfocitos ¥ plasma {Layer 1995 PO77 /id}.

El hallazgo de actividades AChE y BuChE en las estructuras patologicas de los
enfermos llevd a pensar que las ChEs estaban implicadas en la agregacion o conselidacion
de las placas seniles. Al cruzar ratones transgenicos para el péptido amiloide humano con
ratones transgénicos para la AChE humana, se observé que las crias, doble transgénicas

para ambas proteinas, desarrollaban las placas un 30-30% mas ripido gue los padres. Su
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cantidad aumentaba con la edad y llegaban a ser muche mas numerosas en los dobles

transgénicos al cabo de 9-12 meses | Rees, Hammond, et al. 2003 4058 Ad}.

De hecho, se ha observado que la forma G," de AChE purificada de cerebro se une
eficientemente al péptido A} soluble, induciendo su agregacidn in vitro { Soto, Castano, et
al. 15995 1483 fid}. Posteriormente se demostré que la AChE favorece el ensamblado de
los péptidos Afl, sugiriendo que el entomo hidrofdbico proximo al sitio penférico de la
AChE sea gquien facilite €] plegamiento y posterior agregacion | Inestrosa, Alvarez, et al.
1996 ESTO9S Ad ' Alvarez, Alarcon, et al. 1998 MT1672 fid}{De Fewari, Canales, et al.
2001 NCO65 /id}. Recientemente se ha observado que un fragmento de 14 amincacidos
del péptido T presenta homologia secuencial con el péptido f—amiloide {Greenfield &
Vaux 20024161 /id}. En general, la conformacion en o« helice del péptide T completo (40
aminoacidos) evita el desarrollo de la conformacion amiloideogénica rica en hebras-|3 del
fragmento de 14 restos {Cottingham, Voskuil, et al. 2003 4148 /id}. Las hebras-[} de este
pequenc fragmento se autoensamblan espontaneamente en las clasicas fibrillas amiloides
bajo condiciones fisioldgicas. (Quedan por establecer los mecanismos que inducen la
reorganizacion de las subunidades de AChE a nivel de los aminoacidos 386-359 v que

conllevan a la formacion de las fibrillas.

La reciente implicacion de la AChE en la apoptosis de células de neurcblastoma,

avala la hipdtesis de la posible asoclacion entre AChE y la apoptosis neuronal en la

enfermedad de Alzheimer { Yang, He, et al. 2002 NC060 Ad}.

Tras la enfermedad de Alzheimer, el sindrome de Parkinson se presenta como ¢l
trastormo neurcdegenerativo mas importante del SNC. Aungue no se sabe mucho de la
implicacion de AChE en esta patologia, en el 30% de los casos se observa una disminucitn
global de 1a actividad AChE, asi como cambios en €l patrén de formas moleculares, con la
caida tipica del contenido de formas GqA | Perry, Curtis, et al. 1985 X006 Ad}{Ruberg,
Rieger, et al. 1986 D048 Ad}.

7.1.6. Las colinesterasas y la modulacidn de enfermedades asociadas al estrés.

Las respuestas al estrés hematopoyético producen cambios rapidos en la

composicion de las cé€lulas sanguineas que hacen aumentar la cantidad de linfocitos y
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plaguetas {Brenner, Shek, et al. 1998 4315 /1d}{ Ceddia, Price, et al. 1599 4317 /id}{ Bain,
Phillips, et al. 2000 4316 Ad}. Se sospecha que la AChE es uno de los factores que
intervienen en la respuesta hematopoyética al estrés, partiendo de su participacion en los

cambios neuronales Inducidos por estrés {Kaufer, Friedman, et al. 1998 MTI1738

f1d}{Soreq & Seidman 2001 REVACHEQO2 id].

AChE es expresada en las células hematopoyéticas de todos los mamiferos, de
hecho, en ratén viene usandose como marcador citoquimico de los megacariocitos desde
hace mas de tres décadas {Jackson 1573 4318 /id}{ Paulus, Deschamps, et al. 1980 4319
/id} vy es bien conocida su implicacion en la megacariocitopoyesis ¥ produccion de
plaguetas {Burstein & Harker 1983 4277 /id} | Lev-Lehman, Ginzberg, et al. 1994 BC053
fd}

La variante readthrough de AChE, AChE-R, es expresada en células embrionarias y
tumorales | Karpel, Ben Aziz-Aloya, et al. 1594 0133 /id} | Karpel, Stemfeld, et al. 1996
NCD26 /id} y su cantidad aumenta en respuesta al estrés psicolégico v a la inhibicidn de
AChE {Meshorer, Erb, et al. 2002 4322 fid}. Después de un trauma, se observa una
sobreexpresion persistente de AChE-R en cerebro de ratén, que esta implicada en los

cambios en la estructura y funcidn neurconales asociados al estrés | Shohami, Kaufer, et al.

2000 4323 /id H Cohen, Erb, et al. 2002 16 /id}.

El estrés agudo incrementa el riesgo de neurodegeneracion. La variante AChE-R se
acumula en ¢l cerebro de mamiferos en pericdos de estrés intenso y parece atenuar la
posible neurcdegeneracion. Al contrano sucede con la varlante sinaptica {codificada por el
transcrito T, que intensifica todas las caracteristicas proplas de las respuestas al estrés
neuronal | Stemmfeld, Shoham, et al. 2000 3814 /id}. Los ratones transgénicos para AChE-T
son mas sensibles a los accidentes cerebrovasculares | Shohami, Kaufer, et al. 2000 4323
/id} y a los inhibidores de AChE {Shapira, Tur-Kaspa, et al. 2000 4080 /id}. Diversos
estudios en ratones transgénicos {para las variantes T vy R de AChE) y control afianzan la
funcién moduladora de AChE-R, que previene ¢l salto desde un estado de estrés agudo

hacla una enfermedad neuroldgica progresiva { Stemfeld, Shoham, et al. 2000 3814 /id}.

El equipo de la Dra. Soreq ha demostrado €l papel active de la variante AChE-R en

el sistema hematopoyético v su posible implicacion en la respuesta al estrés. Ha observado
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que el tratamiento de los progenitores de las células CD34" humanas con cortisol, a
concentraciones similares a las del plasma durante el estrés moderado (0,6 pM) aumenta
150 veces el nivel del ARNm para la AChE-R. Asi mismo, en ratones sometidos a estres
natatorio se ha identificade el péptide C-terminal de AChE-R con anticuerpos. De hecho,
los elementos promotores de AChE tienen sitios consenso para la unidn de factores
hematopoyéticos asi como para factores inducidos por estrés. El potenciador distal de
AChE liga al receptor de glucocorticoides a través de elementos de respuesta {GRE).
Ademas, vanos factores de transcripclon hematopoyéticos tienen sitios de unidn en el
promotor de AChE, como STATS, que junto con el receptor de glucocorticoldes participa
en la modulacién de la induccion transcripcional {Pfitzner, Jahne, et al. 1598 4086
fid } { Batshake, Nilsson, et al. 1999 4087 /id} {Chida, Wakao, et al. 1998 4085 /1d} { Fuller
& Zhang 2001 4088 /id}. Los estudios sugieren que ARP, el péptido C-terminal de
AChE-R, es un nuevo factor de crecimiento hematopoyético, capaz de promover la
expansion del linaje mieloide y la trombopoyesis caracteristica del estrés. Se ha propuesto
incluse que ARP puede mejorar la eficiencia de la expansion de células madre
hematopoyéticas ex vivo, para su posterior trasplante en la médula Ssea |{Deutsch, Pick, et

al. 2002 4091 Ad}.

5S¢ ha observado un aumento de los ARNm para c-fos ¥y AChE-R conforme cambian
el nimero y estructura de las terminales motoras, las ramificaciones de los axones motores
¥ en varias miopatias. Ya hemos comentado que los ratones que expresan elevados niveles
de AChE-R, o en los tratados con DFP, aumenta el nimero de neuritas v de terminales
inmaduras, lo que sugiere que las uniones musculares poseen mecanismos Compensatorios,
que se activan en condiciones de estrés para aumentar €l nimero de sinapsis {Evron T ¥
Soreg, M., datos no publicados). Probablemente, las moléculas cataliticamente inactivas de
AChE-R estén implicadas en estas acclones morfogenéticas {lLev-Lehman, Evron, et al.

2000 4312 4d}

Lna de las causas de la infertilidad masculina es el estres, aunque se desconocen las
proteinas que intervienen en el proceso. Se ha observado una alteracion en la calidad
espermatica asoclada a la localizacidn de AChE-R. Tras procesos de estrés, los niveles de
AChE-R aumentan en los espermatocitos y otras c€lulas espermaticas, especialmente en la

cabeza de los espermatozoides testiculares. En los ratones transgénicos para la variante R
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de AChE se da un aumento persistente de la expresion, por 1o que son un buen modelo de
estudio de las condiciones de estrés prolongadoe. Bajo tales condiciones, las cabezas de los
espermatocitos siguen expresande AChE-R, mientras que en los espermatozoides
testiculares la expresion queda relegada a la cola, comrelacionandose con una caida en el
nimerc de espermnatozoides ¥ su movilidad. Parece que la expresion de AChE-R se
relaciona con la pérdida de la calidad espermatica, por lo que podria erigirse como

marcador molecular de infertilidad relacionada con el estrés | Mor, Grisaru, et al. 2001

4324 hd}.

7.1.7. Colinesterasas y cancer

La actividad y naturaleza de las colinesterasas, puede verse alterada a nivel genético
o protelco en diversos carcinomas, por lo que estas enzimas pueden ser importantes

marcadores potenciales de ciertos desdrdenes del crecimiento celular.

El grupe ¢l Dr. Vidal ha aportade abundante informacion sobre la actividad
colinesterasica y la composicion de formas moleculares en meningiomas {Saez-Valero &
Vidal 1995 POO9 /1d} | 5aez-Valero & Vidal 1996 P1O7 /Aid}, gliomas {Saez-Valero, Poza-
Cisneros, et al. 1996 CANO41 /id}{ Garcia-Ayllon, Saez-Valero, et al. 2001 CANMM2Z /1d}
y neurinomas | Garcia-Ayllon, Saez-Valero, et al. 1999 1585 Ad}. En meningiomas ¥y
neurinomas predomina la actividad AChE, mientras gque BuChE prevalece en los gliomas
{astrocitomas, cligodendrogliomas y meduloblastomas). Las diferencias observadas en los
perfiles de formas moleculares de AChE yo BuChE en meningiomas, gliomas vy
neurinomas pueden ser dtiles para el diagnéstico, o para completar los resultados de los
analisis histopatologicos. Los gliomas muestran niveles de BuChE particularmente
elevados, acordes con la presencia de la enzima en células gliales | Saez-Valero, Poza-
Cisneros, et al. 1996 CANO4l Ad}, mientras que la relacion AChE/BuChE varia
independientemente del grade de malignidad {Wolleman & Zoltan 1962 Al{]
/id}{Razon, Soreq, et al. 1984 C064 Ad}|{Saez-Valero, Poza-Cisneros, et al. 15996
CANO41 Ad}.

Se han detectado formas aberrantes de BuChE sérica en varias clases de cancer, por
glemplo, en un lelomioma pentoneal que genera moléculas de BuChE desprovistas de

acido sialico, debido a las neuraminidasas circulantes {Ogita 1975 4563 /1d}. En diversos
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tumores humanos existe una correlacion entre el crecimiento de células neoplasicas vy la
expresion anormal yo amplificacion de los genes para AChE y/o BuChE | Soreq, Ehrlich,
et al. 1992 1564 Ad}. También se ha observado la co-amplificacién con varios oncogenes
en algunas leucemias, megacariocitopoyesis anormales y en carcinomas ovaricos malignos

} Lapidot-Lifson, Prody, et al. 1989 144 /id}.

En ¢l suerc de pacientes de diversos tipos de cancer {pulmén, ovare, mama, tracto
digestivo...) sometidos a quimioterapia, se ha encontrado una actividad ChE anormal,
mtermedia entre AChE y BuChE, va que responde a los inhibidores de AChE
{(BW284c51) v de BuUChE (iso-Ompa) {Zakut, Even, et al. 1988 CANOZ3 /Aid}{Zakut,
Ehrlich, et al. 1990 L110 /Ad}. El Dr. Vidal ha identificado ChEs hibridas
{heterotetrameros con mezcla de subunidades de AChE y BuChE) en gliomas, perc no en
cerebro normal, meninglomas o neurinomas | Garcia-Ayllon, Saez-Valero, et al. 2001

CANO4Z Ad}.

La policiternia verdadera {policitemia vera o eritremia) se orlgina por un trastormo
clonal de las c€lulas precursoras hematopoyéticas que origina la proliferacion en exceso de
las lineas celulares eritrocitica, granulocitica y megacariocitica. A esta patologia se le
atribuye un estado precanceroso, va que tras la aplicacion de agentes mutageénicos
aparecen neoplasias, concretamente, leucemia mieloide aguda {Landaw [986 MT 1659
Aid}. En las células sanguineas de los pacientes se ha detectado una intensa amplificacidn
de los genes de las ChEs, asi como de los oncogenes c-raf, c-myc y c-fes/fos. Quizas en
estados precancerigenos, los genes amplificados de las ChEs podrian intervenir en el
mantenimiento del estado proliferative. De hecho, en la mayoria de los tumores
analizados, el gen de BuChE se amplifica antes que el de AChE y a su vez, ambos se
amplifican antes que los oncogenes {Soreq & Zakut 1593 1570 /1d}, de manera similar alo

que ocurre en el estado embrionario {Layer 1983 C102 Ad}.

La apoptosis o muerte celular programada es un mecanismo que, junto a la
proliferacion celular, permite asegurar la homeostasis en los tejidos. Este mecanismo ha
de estar muy regulado, ya que alteraciones en el mismo prolongarian la supervivencia
celular, lo que podria contribulr a 1a transformacion neoplasica celular. El envejecimiento
celular proporciona un ambiente favorable para la inestabilidad genética v 1a acumulacidn

de mutaciones. De hecho, los cambios en las rutas apoptdticas se relacionan con la
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aparicion de resistencia a farmacos, radiacidon o destruccion celular por respuestas

iInmunologicas.

Las administracion de cortisona a ratones neonatos produce un aumento de la
actividad AChE en el cortex del timo {Bulloch & Lucito 1988 1617 fid}. También se
observa que en células de eritroleucemia (K562) v radiadas aumenta la actividad AChE al
tiempo que cesa la proliferacion | Schwenke, Peterson, et al. 1595 4325 /1d} y que en los
foliculos de Graat aumenta la actividad AChE en los procesos de maduracidn y ovulacion
{Ishwar, Sankaranarayanan, et al. 15987 4326 /id}{ Guraya, Sharma, et al. 1995 4327 /id}.
Estos antecedentes, junto al papel reconocido de la AChE en los procesos de desarrolle
embrionario (donde la apoptosis es necesaria para la remodelacion de los tejidos) hicleron

pensar en una posible relacion entre 1a actividad AChE y la apoptosis.

Mediante la tincion histoquimica de Kamowsky v Roots para actividad AChE y la
téenica del TUNEL (del inglés “terminal deoxynueleotidyl transferase-mediated dUTP
nick-end-labelling™) se han correlacionado los procesos de fragmentacidn del DNA
caracteristicos de la apoptosis con la expresion de actividad AChE. Ensayos con
anticuerpos dirigidos contra la AChE-T corroboran la presencia de la enzima en ¢l nicleo

de las células apoptoticas.

Con inhibidores especificos de AChE (BW248c51, tacrina, eserina), o de BuChE
{iso-OMPA), s ha confirmado la participacion de AChE en la apoptosis, va que la
inhibicion de la actividad AChE asegura la viabilidad celular. Este efecto también se

consigue con oligonucledtidos antisentidoe o missmatch que impiden la expresion de

AChE.

Perc quizas lo mas relevante de este estudio fue la distribucién heterogénea de
AChE en las células durante la apoptosis. Iniclalmente la actividad AChE se localiza en €l
citoplasma para mas tarde pasar al nicleo, al tiempo gque se Inician los procesos de
condensacion y fragmentacion del DNA gque desencadenan la muerte celular. Es probable
que la AChE afecte a los componentes nucleares responsables de la condensacion de la
cromatina y su posterior fragmentacion. En este punto, cabe destacar la posible relevancia

de las actividades no colinérgicas, como la actividad peptidasa de la AChE.
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En un estudio realizado en células de neuroblastoma humano SK-N-5H, se observd
un aumento paralelo de las actividades AChE y caspasa-3 {principal responsable de la
apoptosis) bajo apoptosis inducida | Yang, He, et al. 2002 NC060 /id}, aungue ain queda

por determinar la posible relacion entre ambas enzimas.

En algunos tipos de tumores se han detectado anormalidades en el gen de AChE
|} Soreq, Lapidot-Lifson, et al. 1591 3559 /id}. El gen ACHE humano se localiza en la
posicién 7g22. Curlosamente, se ha relacionade la pérdida de heterocigosidad en 7922 con
clertos tipos de cancer, como el de ovario | Neville, Thomas, et al. 2001 4329 /1id}, mama
1 Zeng, Watson, et al. 1999 4331 Aid} prostata {Lundgren, Mandahl, et al. 1992 4332
fid}{ Takahashi, Shan, et al. 1995 4333 /id}, higado { Parada, Hallen, ct al. 1998 4338 /1d}
y clertos tipos de leucemias | Fischer, Brown, et al. 1998 4334 Ad}{Johansson, Mertens, et
al. 1993 4335 fid}{Johnson & Cotter 1997 4336 fid}, asi como en el leiomioma uterino
1 Ozisik, Meloni, et al. 1993 4337 fid}. Estos antecedentes, junto a datos reclentes que
relacionan AChE con la apoptosis, sugieren gue la AChE peodria actuar como un gen
supresor de tumores {Stephenson, Czepulkowskl, et al. 1596 4339 /Aid}. Evidencias
epidemiologicas de la carcinogénesis de muchos pesticidas sustentan esta hipotesis. El uso
de insecticidas organcofosforados, inhibidores de AChE, esta relacionado con el desamrollo
de leucemias y linfomas no-Hodgkin, ¥ aungue se desconoce €l mecanismo molecular, se
ha visto que la exposicion de ratas a organofosforados puede inducir la aparicion de
tumores en la glandula mamaria {Cabello, Valenzuela, et al. 2001 CANO55 /d}. La
explicacion mas plausible seria que, en ausencia de actividad AChE, tras su inhibicitn
nrreversible, aparecerian cé€lulas resistentes a la apoptosis que Iniclarian una expansion

celular incontrolada.

A su vez, la sintesis de AChE durante 1a apoptosis puede ayudar a entender ¢l origen
de las moléculas de AChE en las placas amileoides de la enfermedad de Alzheimer, de
modo que s1 se demuestra que las moléculas proceden de las neuronas apoptoticas,
dispondriamos de un método para prevenir y aliviar la enfermedad, via supresion de la

actividad AChE con oligonucleStdos antisentido.

Podemos concluir afirmando que los cambios en la actividad, o en las propiedades
estructurales de las ChEs en los carcinomas, nos ofrecen la posibilidad de usarlas como

marcadores tumorales. Sin embargo, sus implicaciones van mas alld, porque quizas la
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sobreexpresion de las ChEs esté relacionada con la causa primaria del neoplasma v juegue

un papel directo o indirecto en la neoplasia {Soreq & Zakut 1990 4012 /fid}{Soreq &
Zakut 1990 146 /1d}

7.1.8. Amplificacidn de los genes de las colinesterasas en células no cancerosas

En algunos casos se han asociado diversas condiciones patologicas a la expresion de
clertas secuencias genomicas de los genes ACHE y BUCHE. En la enfermedad
autoinmune lupus eritrematoso, caracterizada por una deficlencia plaguetaria grave o
trombocitopenia, se ha observado la amplificacion especifica de la region central del gen
de BuChE, asi como ciertas anomalias en la secuencia de AChE amplificada {Zakut,

Lapidot-Lifson, et al. 158592 BC055 Ad}.

También se ha informado de un caso de amplificacion del gen de BuChE,
transmitido hereditaniamente, que podria ser el resultado de un mecanismo de adaptacion a

la exposicion a pesticidas anti <olinesterasicos.

3. DEFICIENCIA DE LAMININA-2 Y ACTIVIDAD
COLINESTERASA

Las distrofias musculares forman un grupo heterogéneo de miopatias hereditarias.
Producen debilidad y degeneracion progresiva del miasculo esquelético, aungue también
pueden afectar al sistema nervioso {Engel 1586 D126 /id}. Se han identificado hasta 20
clases de distrefias, en su mayoria causadas por mutaciones en genes que codifican
proteinas del eje distrofina (del citoesqueleto), complejo glicoproteico (del sarcolema) y
proteinas de la matriz extracelular {Bushby 1959 REVDIS016 /id} { Matsumura, Saito, et
al. 1999 REVDIS0Z3 /Aid}{Cohn & Campbell 2000 REVDISO11 /Ad}{Emery 2002
REVDIS040 fid}. En la Tabla I4. aparece un listado de las distrofias musculares més

comunes ¥ las proteinas implicadas.

La distrofia muscular mas frecuente y devastadora en humanos es la distrofia de
Duchenne (DMD); afecta a uno de cada 33X varones nacidos |Emery 15993 T5020 /d}.
Segiin la Asoclacion Espanocla de Enfermedades Musculares, en Espana hay unos 2000

ninos con DMD, que seguramente fallecerin antes de los 25 afos por insuficiencia
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cardiaca o respiratoria La distrofia muscular de Becker {(BMD) es mas benigna, menos
frecuente y de aparicion mas tardia que la de Duchenne. A nivel celular, tanto 1la DMD
como la BMD se caracterizan por la pérdida de fibras individuales y la destruccidén de la

ordenacion regular de las miofibrillas, a causa de la degeneracion y la necrosis { Anderson

& Kunkel 1992 K394 nd}.

Tabla 14. Proteinas involucradas en  diferentes  enfermedades genéticas
neursimusculares. Siguiendo una clasificacidn en base a su localizacion (en humanos),
se muesiran agquellas proteinas cuoya alteracidn génica conlleva la aparicidn de
desdrdenes musculares. ADYAR-herencia autondmica dominaie v recesiva; BMD-
distrofia muscular de Becker; CMD-disirofia rmuseular congénita; DMD-disirofia
muscular de Duchenne; FKRP-proteina relacionada con Ta fukutina; LGMD-distrofia
muscular del cinturdn escapular; SMN proteina de 1a supervivencia de 1a moioneurona;
XL-herencia ligada al cromosoma X.
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Grupo de proteinas Distrofia Muscular Herencla  Localizacion
del gen
fvlembrana plasmatica
Distrofina DMD/BMD XL Xp2l
Sarcoglicano i LGMD2D AR 17g12
Sarcoglicano 3 LGMD2E AR 4q12
Sarcoglicano y LGMD2C AR 13q12
Sarcoglicana & LGMD2F AR 503334
Disferlina LG D2B/Miopatfa de Miyoshi AR 2pl3
{Caveolina-3 LGMDIC AD 3ps
Mlatriz extracelular
Laminina ci, D deficiente de merosina AR Bq2
Colageno vl LMD de Ullrich, Miopatia de Bethlem AR 21g22
Citosdlicas
Calpaina 3 LGMD2A AR 13g15.1
TRIM3Z LGMDZH AR 9q31-34
tdiotubularina tliopatia miotubular XL Kq28
Relacionadas con la
Fukutina CHWD Fukuyama AR 9q31-33
FKRP LGMDZIACMDIC AR 19g1
POMFRTI D misculo-ojo-cerebro AR 1p32-34
POMTI CMD Walker-Warburg AR 934
Proteinas sarcoméricas
Titina LGMD2] AR 2q
tiotilina LGMDIA AD 5922-34
Teletonina LGMD2G AR I7gll-12
Actina diopatia de Memaling ATVAR lg42
Tropomiozina 3 dliopatia de Nemaline ADVAR 1g21-23
Tropomiozina 2 dliopatia de Nemaline AD pl3
Nebulina dliopatia de Nemaline AR 2q21-22
Troponina Tl tliopatia de Nemaline AR 1913
Proteinas nucleares
Emerina D Emery-Dreifuss XL Xg2d
Lamina AAC LGMDIB AD Igll-21
SN Atrofia muscular espinal AR gl I-13
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La DMD y la BMD se originan por mutaciones en €l gen de la distrofina, que se sitda
en el cromosoma X {(Xp2l). Casl dos tercios de las mutaciones producen transcritos
Inestables o proteinas truncadas {Hoffman, Brown, et al. 1987 REVDIS032 /id}. Las
mutaciones en laregidn C-terminal de la distrofina, una regitn rica en Cys que enlaza con
el pP-distroglicano, origina la variante mas grave de todas las distrofias, la DMD. En
cambio, las mutaciones en el extremo N-terminal, donde se ligan distrofina y actina,
producen la BMD, una patologia mas benigna que la DMD, ya que la distrofina puede

unirse a la actina por la region N-terminal y por la central.

Las lamininas constituyen una familia de proteinas de la matriz extracelular que
configura las membranas basales de numerosos tejidos. Son proteinas heterotriméricas con
una cadena pesada {@) y dos ligeras {p y 7). La laminina- 1 esta compuesta por las cadenas
wl, Pl yyl, y la laminna-2 por a2, {1 v v1. La cadena 2 de 1a laminina se conoce como
merosing, ¥ su cantidad disminuye en los tejidos a causa de diversas mutaciones. Los
tejidos que mas acusan la falta de merosina son el masculo esquelético y el nervio
periférico. El defecto de merosina en el misculo origina una patologia muy grave,
conocida como distrofia muscular congénita. la deficiencia en nervio ocasiona

neuropatia periférica.

8.1.1. Laminina

Las lamininas constituyen familia de glicoproteinas esenciales para el ensamblado
estructural de las membranas basales en la mayoria de los tejidos animales por su

capacidad para interacclonar con celageno tipe IV, niddgeno y otros componentes

(Fig. 1.15).

Pueden autoensamblarse o unirse a otras macromoléculas de la matnz extracelular y
de la superficie de las células, como integnnas, distroglicanos y otros receptores. A través
de esas interacciones, las lamininas contribuyen a la diferenciacién celular, formas vy
movimiente celular, mantenimiento de los fenotipos tisulares y promocion de la

supervivencia tisular | Colognate & Yurchenco 2000 MDO77 /id}.
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Figura 1.15. Organizacion espacial de las proteinas de la limina basal. En la ldmina
basal las proieinas interaccionan enire si formando un eniramado reticular. Las
proteinas mosiradas en la Tigura se distribuyen a lo largo de toda 1a fibra rmmsenlar. El
entramado se completa con oiras profteinas especificas de cada region de la fibra.
(Tomado de Yurchenco y Schitiny, 1990).

Las lamininas estin compuestas por tres cadenas polipeptidicas (apy). En mamiferos
se han 1dentificado 12 heterotrimeros diferentes de laminina | Alberts, Bray, et al. 1994
MT1809 fid}. El tamano de las cadenas, 2 { cadena pesada), J y v (cadenas ligeras) varia
entre los 140-400kDa. Las subunidades a, P v v se asocian entre s{ por un gran dominio
coiled-coil en z-hélice situado en sus extremos C-terminales (Fig. L16). La caracteristica
estructural de las lamininas es la presencia en tindem de un dominio globular, seguido de

un dominic en forma de varilla ¥ un tercer dominio colledcoil.

Se conocen ocho cadenas de lammina: o1, o2, a1, P2 B3 vl v 2 {Timpl &
Brown 1994 4385 Aid}. Las interacciones de secuencias de heptameros determinan el
ensamblado coiled-coll, de mode que cada laminina resulta de la combinacidn de una
cadena «, Py v, pudiendo generar 45 posibles combinaciones de no existir ciertas

restricciones de ensamblaje.
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Figura L16. Estructura cruciforme de la molécula de laminina. Se muesira la posicion
de cada cadena en la esiruciura v 1a localizacidn de los dominios G a los gue se unen

diversas proteinas. En los ires brazos cortos se encuentran Tos dominios implicados en 1a
polimerizacidn de las moléculas de laminina. Se sefiala 1a posicidn de los sitios de union
a integrinas, a componentes del DGC (-DG) v a proieinas de 1a matriz exiracelular
fagrina, entactina/niddgeno). (Basado en Colognaio ¥ col, 1999

La laminina-1 {&;[31%), la primera en descubnrse, es esencial en la embriogénesis
| Dziadek & Timpl 1985 4401 /id }{ Shim, Kwon, et al. 1996 4402 /1d} | Smyth, Vatansever,
et al. 1999 4403 Ad}. En la Figura L.16 podemos ver que la laminina | posee sitios de
union a entactina/midogeno { Aumailley, Wiedemarn, et al. 1985 4418 /id} { Fox, Mayer, at
al. 1991 4416 /id}{ Battaglia, Mayer, et al. 1992 4565 /id} { Mayer, Nischt, et al. 1993 4415
Ad} Brown, Sasaki, et al. 1997 4566 /id}, agrina {Denzer, Brandenberger, et al. 1997
MDOR!1 Aid} | Denzer, Schulthess, et al. 1998 4422 f1d} | Kammerer, Schulthess, et al. 15959
MDQ03% Ad}, integrinas alpl, abp4, oipl v a-distroglicano {Sonnenberg, Modderman, et
al. 1988 4428 fid}| Aumailley, Timpl, et al. 1950 4426 fid} | Kramer, Vu, et al. 155] 4425
fid}{Lee, Lotz, et al. 1992 4567 /1d} | Ervasti & Campbell 1993 1293 /1d}{Gee, Blacher, et
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al. 1993 TSDO1 /Aid}, asi como con glicoconjugados que posean el carbohidrato HNK-1
1Hall, Carbonetto, et al. 1997 MDO75 /id}.

En las membranas basales del misculo estriado, células de Schwann y trofoblastos
predomina la laminina-2. Esta variante de laminina esta compuesta por las cadenas o2, pl
v vl | Yamada, Hom, et al. 1993 4432 /id}. La cadena oz de la laminina se conoce como
MErosina y en zonas extrasinipticas del misculo se asocia preferentemente con las cadenas
Bl y vl, dando lugar a la laminina-2, mientras que en las uniones neuromusculares se

asocia con las cadenas P2 yvl originando la laminina-4 {Vachon, Loechel, et al. 1596

MT1708 Ad}.

El defecto de merosina en el misculo origina una clase de distrofia, conocida come
distrofia muscular congénita {CMD). La deficiencia de merosina en nervios ocasiona una
neuropatia perifénca. La mitad de los pacientes con CMD muestran un déficit total o casi
total de cadenas o2 de laminina por las mutaciones en el gen LAMAZ, situado en
6922923 en humanos, y que codifica la subunidad &2 de laminina { Tomé, Evangelista, et
al. 1994 147 Ad}. En los misculos de algunos enfermos disminuye la expresion del
ARNmM para merosina {Hayashi, Koga, et al. 1595 P19 /id}, aungue el tamanc de la
proteina es normal. La causa de esta deficiencia podria ser una o vanas mutaciones en las
regiones no codificadoras del gen que afectan a la transcripcion y/o estabilidad del

mensajero.

El déficit de merosina mplde que los nines con CMD caminen antes de los 4 afios;
los enfermos fallecen en la infancia por falle respiratorio. El cuadro clinico incluye una
hipotonia neonatal grave, rigidez articular, contracturas y anormalidades en la
mielinizacién de 1a sustancia blanca del SNC | Teiglira-Bautista, Garcia-Garcia, et al. 1998
4342 /id}. La laminina-2 puede ser detectada en biopsias de piel y en las vellosidades

coriénicas, por lo que su ausencia sirve para €l diagnostico prenatal de 1la CMD.

En la CMD neo cambia la distrofina ni los complejos del distroglicanc o del

sarcoglicano. La deficiencia de merosina parece ser la causante de la necrosis muscular

observada en la CMD | Ozawa, Yoshida, et al. 1995 1304 fid}.
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Fig L17. Secciones de wmmisculos mnormales ¥ con CMD.  Tincidn  con
hematoxilinalensina. En la parte superior se aprecian los cambios hisiologicos debidos a
la CMDx variabilidad en el tamafio de las fibras musculares (A), aparicion de fibras
inmaduras (B} ¥ aumento del tejido conectivo (C). La tincidn de la merosina en un
miisculo normal (I muesira so disiribucion en la 1dmina basal muscular v en los nervios
intrarmisculares. En las secciones de misculo distrdfico no aparece tefiido para merosina
(E}.

Se ha observado que las lamininas-2 y 4 {ambas portadoras de merosina) participan
en el procesc de desarrollo de las uniones neuromusculares Iinduciendo la agregaciom
{clustering) de los receptores de acetilcolina {AChRs) en la membrana postsinaptica y
potenciando la interaccion de €stos con las Integrinas ««7[3 1, en un efecto sinérgico con las

moléculas de agrina neuronales {Burkin, Kim, et al. 2000 4446 /id }.

La falta de merosina impide la formacion de laminina-2 en misculo esquelético ¥
nervio periférico, asi como laminina-4 en la unidn neuromuscular. En su ausencia, otras
lamininas podrian ocupar su lugar en la lamina basal, pero al no poder fijarse a los
receptores de la membrana {u-DG, integrina o7pl) se debilita la conexidon del
citoesqueleto con la 1amina basal. La merosina se localiza también en el sistema nervioso,

donde participa en el crecimiento de neuritas y en la migracion de las células de Schwann,
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por lo que su defecto puede afectar al desarrollo del sistema nervioso. No obstante, en los
pacientes con CMD, solo se han observade cambios minimos en la sustancia blanca. A
nivel histolégico, muestran complicaciones en ¢l sistema nervioso periférico | Shorer,

Philpot, et al. 1995 1332 iid}.

También se ha observade un déficit parcial de laminina-:2 en pacientes con
LGMD?ZI | Brockington, Blake, et al. 2001 4381 /id}{ Brockington, Yuva, et al. 2001 4380
/id}. En algunas formas graves de CMD {Fukuyama, Walter-Warburg, ¥ formas misculo-
ojo-cerebro y FKRP), ademas de la deficiencia en laminina-c2, se han apreciado cambios
en la glicosilacion del wo-distroglicano, debidas a mutaciones en los genes de

glucosiltransferasas.

LIna de las variantes de CMD se origina por una deficiencia de la cadena w7 de la
Integrina. La integrina €s un receptor heterodimérnco situade en la lamina basal, que sirve
de nexo con el citoesqueleto mediante su interaccidn con la laminina-a2, actuando también

en la transduccion de senales procedentes de la matnz extracelular.

Numerosos investigadores utilizan los ratones Lama2dy como modelo de estudio de
la distrofia muscular congénita. Estos animales padecen un tipo de distrofia que se
transmite de forma autosémica recesiva y que deriva de mutaciones en €l gen LAMAZ
para la cadena ««2 de laminina { Straub, Rafael, et al. 1997 TS037 /id}. En roedores, el gen
LAMAZ se localiza en 104A4-Bl.

3e conocen dos cepas de ratones gque sufren la misma mutacion, los 125Rel v los
C57BL/6J. Los ratones mutantes, al 1gual que los humanos con CMD, sufren hipertrofia
muscular progresiva por la degeneracion y desmielinizacion en los nervios periféricos
15unada, Bemier, et al. 1994 3148 Ad}. Son esteriles, con reduccion del tamano testicular
y deficiencias de la senal gonadotrdfica | Amador, Mayerhofer, et al. 1992 TS045 Ad}.
Ademas, son de menor tamano y peso que sus homologos normales y suelen morir a los
2-6 meses. En la Figura L18 se puede ver el aspecto diferente de un ratdn normal y otro

distréfico LamaZdy.

Al 1gual que los pacientes distréficos, los ratones LamaZdy tienen mayor actividad

creatina quinasa en suero (344 UL} que los controles {28 U.L) { Gomez 2000 3792 Ad}. La
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microscopia electronica revela que la lamina basal del misculo esta fragmentada en los
ratones (¥ en humanos con CMD)}, mientras que la membrana plasmatica permanece
intacta {Xu, Christmas, et al. 1994 1331 Ad}Minettl, Bado, et al. 1996 MTI1728 Ad}.
Ademas, las uniones neuromusculares pierden los pliegues sinapticos, la terminal nerviosa
se encuentra separada del misculo v las vesiculas de secrecion quedan dispersas en la
terminal. Los cambios en las uniones neuromusculares son iguales que los observados en
ratones mutantes en la cadena [32 de laminina, y derivan de la falta de lamininas en esas

regiones, con independencia de la cadena mutada.

El hecho de que los mutantes LamaZdy muestren una miopatia grave asociada a un
menor tamanc y peso corporal, sin gue se altere la membrana celular, sugiere que la
laminina podria actuar como transmisora de una senal especifica a la célula muscular
necesaria para su corecta funcionalidad, mas que ejerciendo un papel mecanico en el
mantenimiento de la integndad de la membrana. 5e sabe que 1a laminina, por su capacidad
de Interaccionar con las c€lulas a través de receptores de superficie, incluido el
te-distroglicano | Edwards, Hatton, et al. 1998 MT1725 /id}, esta implicada en procesos de
proliferacion, diferenciacion ¥ migracion. En este sentido, se ha establecido que ciertas

lamininas juegan un papel iImportante en la regulacion de la diferenciacion sinaptica en el

raton {Patton, Miner, et al. 1997 MT1711 f1id}{Patton, Chiu, et al. [998 MT1712 f1d}.

Algunas de estas miopatias afectan a la cantidad y/o composicion de las formas
moleculares de las ChEs vy el estudio de estas enzimas en tejidos sanos y patologicos puede
ayudar a entender los mecanismos que controlan la sintesis, ensamblade y procesamiento

de las ChEs y a aclarar su posible implicacidn en la manifestacion de la enfermedad.

El analisis de las formas moleculares de las ChEs en misculo distréfico de raton
LamaZdy ha revelado una marcada pérdida de los tetrameros de AChE con subunidad
PRIM A, hecho que se atnbuye a un problema en la maduracidn del masculo a lo largo del
desarrolle |Gisiger & Stephens 1983 C041 Ad}|{Gisiger & Stephens 1984 C039
Ad}Gisiger & Stephens 1988 G065 Aid}{Skau 1990 LO8S Ad}{Cabezas-Herrera, Moral-
Naranjo, et al. 1597 5001 /id}. Ademas, en comparacién con los misculos de los ratones
sanos, los tejidos patolégicos muestran mayores actividades AChE y BuChE y un aumento
en la proporcién de especies ligeras | Cabezas-Herrera, Moral-Naranjo, et al. 19%4 O003
/id}{Cabezas-Herrera, Campoy, et al. 1994 0063 /id}. Estas anomalias parecen ser
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especificas del tejido, pues no se observan en el suerc de ratones distroficos | Cabezas-
Herrera, Moral-Naranjo, et al. 1594 ({03 /id}, cerebro | Moral-Naranjo, Cabezas-Herrera,
et al. 1996 P100 /1d}{ Moral-Naranjo, Cabezas-Herrera, et al. 1997 5004 /id} o corazdn
1Gomez, Moral-Naranjo, et al. 1599 EPO0O2 /id}.

En nervio clatico de ratdn LamaZdy se observa un acusado descenso de la actividad
AChE ¥ un aumento al doble de la actividad BuChE {Moral-Naranjo, Cabezas-Herrera, et
al. 2002 3831 /id}. Sin embargo, mientras que la distribucion de las moléculas de AChE es
la misma en nervic control ¥y patologico, en el Gltimo disminuye notablemente 1a cantidad
de formas G4™ de BuChE y aumenta la de las demas moléculas | Moral-Naranjo, Cabezas-
Herrera, et al. 2002 3831 /id}. Los cambios en la actividad BuChE se atribuyen a la
neuropatia periférica producida por la desmienilizacion de los nervios periféricos en

ratones LamaZdy y en pacientes aquejados de CMD.

Fig 1.27. Fetografia de un ratén control y un ratén distréfico Lama2?, Externamente,
la distrofia se manifiesta con una reduccidn significativa del tamafio corporal en los
ratones Lama2®¥, Llama la atencidn 1a disposicion rigida de las extrernidades posteriores
vy sumarcada atrofia, en comparacion con los raiones normales.
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OBJETTVOS

La relacion funcional entre los sistemas nervioso € inmune ha side objeto de
profundos estudios desde los anos 70 y &80 La accion sinérgica de los dos sistemas es
decisiva para recuperar la homeostasis debida al estrés. Después de establecer ¢l papel de
la noradrenalina {NA} como principal modulador de los Grganos linfoides, investigaciones
recientes atribuyen al sistema colinérgico un papel cada vez mas destacado en el dialogo
entre los sistemas iInmune ¥ nervioso {Rinner, Felsner, et al. 1998 4483 /id}, bien a través
del neurotransmisor ACh {(QQiu, Peng, et al. 1996 1632 /fid}, bien con el concurse de

agonistas colinérgicos {Rinner and Schauenstein, 1997) como ya vimos en el Apartado

L9

En la distrofia muscular por deficiencia de merosina, la separacion del sarcolema de
la membrana basal viene acompanada de un proceso inflamatorio local, por el acceso de
macrdfagos y células T CD4™ y CD8" a las miofibras en degeneracion | Spencer, Walsh, et
al. 1997 1748 /id}. Las reacciones iInmunes que acompanan a la degeneracion miofibrilar
probablemente contribuyen a la patologia del misculo { Lagrota-Candido, Canella, et al.
1898 1740 /1d}. La afeccidn de los tejidos linfoides por la distrofia viene respaldada por los
cambios observados en la morfologia del time y en el microambiente celular en ratones
distréficos mdx (distrofina’, merosina’), cambios que ocurren en paralelo a la necrosis y
regeneracion de las miofibras {Quirico-Santos, Ribeiro, et al. 19953 1691 /id}. En ratones
distréficos LamaZdy disminuye el tamano del timo y el nimero de timocitos en

comparacion con los ratones normales | Magner, Chang, et al. 2000 1607 /d}.

La laminina-2 o merosina, que también se expresa en €l timo, parece €jercer un
papel activo durante el desarrollo de los timocitos. Es posible que la laminna-2 participe
en la transduccidn de senales necesarias para la supervivencla celular y diferenciacion en
determinados estadios del desarrollo del timo { Magner, Chang, et al. 2000 1607 /id}. Los
linfocitos CD4"C D8 son los Gnicos que se afectan por la distrofia muscular debida a la
deficiencia de merosina; tales linfocitos muestran mayor sensibilidad a las senales
apoptéticas que los CD4"CDE o CD4CD&. Un posible ligando de la merosina en el timo

es ¢l antigeno-6 de activacion muy tardia {del inglés very late activation antigen-6, VL A-
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6). El antigeno-6 y la merosina parecen Influir conjuntamente en la supervivencia de

los linfocitos doblemente positivos | Iwao, Fukada, et al. 2000 1584 /id }.

En bazo de origen humano se ha medido la actividad AChE, observandose
variaciones en los patrones y en €l nivel de actividad bajo ciertas condiclones patologicas,
como en la esplenomegalia esquistosomiasica {Rakhawy, Tarkhan, et al. 1976 BCO25 /1id }.
En bazo también hay expresion de merosina, aunque hasta el momento se desconoce si la
distrofia muscular congénita por deficiencia de merosina  afecta histolégica vy

funcionalmente a este organo.

Los trabajos recogidos en esta memorla pretenden profundizar en la relacion entre
los sistemas inmune ¥ colinérgico, bajo las condiciones de estrés generadas por la distrofia
muscular congénita ocasionada por la deficiencia en merosina. A través del estudio de las

propiedades moleculares de las colinesterasas en bazo y timo pretendemos:

l. Analizar si la distrofia muscular por deficiencia de merosina afecta a la actividad

AChE y/o BuChE de bazo ¥ imo.

2. Averiguar s1 la distrofia altera la distribucion de las formas moeleculares de estas

enzimas.

3. Descubrir si la condicion patolégica produce cambios en la estructura de las

subunidades AChE y/o BuChE.

4. Indagar si los niveles de expresion de los mensajeros de AChE en estos tejidos se ven

afectados por la distrofia.

Para dar respuesta a esos objetivos generales se procedi a

+ Valorar las actividades de AChE y BuChE en muestras de bazo y time normales y

distréficos para determinar si se alteran por la distrofia.

+ Extraer las colinesterasas débil y fuertemente unidas a las membranas mediante el uso
secuencial de tampones salinos ¥ con detergente. En cada caso se determinaron los
porcentajes de solubilizacion, se identificaron las formas moleculares por su coeficiente

de sedimentacion y se analizaron los cambios en los patrones de formas moleculares de
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las colinesterasas en bazo normal (BN) y distréfico (BDy) vy en timo normal (TN) y

distrofico (TDy).

4+ Establecer la verdadera naturaleza de las formas de AChE en BN vy sus propiedades
hidrofilicas o anfifilicas. El comportamiento anfifilico de las formas se establecio por su
retencion en la matriz hidrofdbica fenil-agarosa, asi como por su distinta migracidn en

las electroforesis practicadas con diversos detergentes.

¢ Determinar si el bazo es capaz de secretar formas hidrofilicas de AChE. Para tal fin, se
utilizaron los soportes de afinidad preparados con edrofonio y fasciculina-2, inhibidores
del sitic anionico del centro active y del sitio aniomico periférico de AChE

respectivamente.

¢ Investigar si los dimeros y los mondmeros de AChE tienen restos de GPI que los ancle
a las membranas en BN y TN v en tal caso, si ¢l procesamiento de la AChE con esta

unidad de anclaje se ve afectado por la distrofia.

+ Conocer sl la distrofia afecta a la glicosilacion de las moléculas de las ChEs en bazo v
timo haciendo usc de lectinas especificas para distintos azlcares terminales en los

oligoglicanos.

+ Amalizar los posibles cambios en el tamanc de las subunidades de AChE de bazo y
timo mediante €l uso de anticuerpos, técnicas de Inmunoprecipitacion y Westem

blotting.

+ Explorar la posible presencia de formas inactivas de AChE en bazo y timo mediante la
combinacidn de técnicas de inmunoprecipitacion o de unidn a distintos soportes con las

tecnicas de Western blotting.

¢ Identificar y cuantificar los niveles de los distintos ARN mensajeros de los diferentes
transcritos de AChE {T, H o R} en los &rganos normales y distroficos para determinar s

la distrofia afecta la expresion del gen.
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9. MATERIALES

2.1. Materiales

Todos los reactivos utilizados fueron de grado analitice o, en su defecto, del mayor
grado de pureza posible. 51 no se Indica lo contrario, las disoluciones fueron preparadas
con agua Milli-R X purificada por electrodesionizacidn, sistema RX, grado analitico tipo 1L

Los reactivos que 1o requerian se disolvieron en agua Milli-(} Plus {upo [, grado reactivo).

A continuacion se detallan los productos usados vy su procedencia. De Sigma se

obtuvieron los sigulentes reactivos:

Los empleados para la extraccion de ChEs: HEPES, EGTA, EDTA, pepstatina A,
bacitracina, benzamidina, inhibidor de tripsina {de soja), aprotinina, leupeptina; acido
1odoacético; los productos para la medida de actividad ChE: ioduro de acetiltiocolina,
1oduro de butiriltiocolina, dcido 3,5°-ditio-bis-2-nitrobenzoico {DTNB), dibromuro de
1,53-bis-{4-allildimetilamoniofenil)-pentan-3-ona {BW2E4cH1) y tetraisopropil-
pirofostoramida {1so-OMPAY; los marcadores de coeficiente de sedimentacitm (catalasa de
higado bovino y fosfatasa alcalina de intestino bovine) sacarosa; los detergentes Trnton X-
130, Bny 86, CHAPS y desoxicolate sddico {DOC) v los reactivos para electroforesis y
Western blot: albdmina de suero bovino (BSA), acrilamida, bis-acrilamida, [3-
mercaptoetanol, persulfato amonico (PSA), TEMED, 5DS, azul de Coomassie R-230,
disolucion reveladora de la actividad fosfatasa alcalina {(BCIP/NBT, B-6404), Tween 20,
proteinas estandares no coloreadas {SDS-6H) y pretenidas {P-1677), papel de filtro para
blotting, membrana de nitrocelulosa de 0.4% um de tamano de poro, AChE de eritrocito
bovino v de anguila. La matriz hidrofdbica de fenil-agarosa, las proteasas colagenasa {tipo
VII) v tripsina {tipo XI), citrato sddico, cloruro de edrofonio, la matriz de Sepharose 6B
epoxi-activada (para la sintesis de edrofonlo-Sepharose), acetato sddico, borato sodico y

azida sodica. También fueron de Sigma la resina de Sepharose-4B y las lectinas Con A y

LCA ligadas a Sepharose y WA, RCA, APA, Al y LTA unidas a agarosa.

En cuanto a los demas reactivos, kit de desglicosilacion (E-5006B) ¥ la fosfolipasa C
especifica para el fosfatidilinesitol (GPI-02B), purificada de Bacillus thuringiensis fueron
de Glyko (Novato, CA, USA) El p-nitrofenilfosfato y la proteina G-agarosa se obtuvo de

-1 1. Materiales -
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Boehringer Mannheim o de Roche (Alemanla). La lectina de Sambucus nigra,

inmovilizada en matriz de agarosa, procedid de Vector Lab. (USA).

La agarosa activada con bromuro de clandgeno, CNBr-activated Seph-4B, empleada
para inmovilizar la fasciculina se adquiné a Pharmacla. La fasciculina-2 fue de Latoxan

{Valence, Francia).

De Merck fueron: Tris, NaCl, CaCl;, MnCl,, fosfato s&dico, dcido acético, sulfato de
cobre {Cu5(y), fermicianure potasico (KiFe{CN}g), HCl v cloroformo; de IUT. Baker los
alcoholes etanol e isopropil-alcohol (IPA).

Los antisueros generados en cabra contra el extremo N-terminal de AChE de ratén
{E-19}, el extrerno N-terminal de AChE humana {N-19}, el extremo C-terminal de AChE
de raton (C-16) y el antisuerc de conejo contra €l fragmento C-terminal de AChE humana
{H-134), procedian de Santa Cruz Biotech. {Santa Cruz, Califomia, USA). El antisuerc de
cabra contra la AChE de eritrocitc humano (BT30-226%9) fue de Biotrend Chemikalien
GMBH, Alemania) y el anticuerpo monoclonal de ratdon contra €l fragmento 411-609 de 1a
AChE humana (clon 46, C46) provenia de BD Biosciences Pharmingen {Transduction
Laboratories, Lexintong, Kentucky, USA). El antisuerc generado contra un péptide de 14
aminpacidos {(GMHKAARYGRRGER) del extremo C-terminal de AChE-R de ratdn {anti-
R) procedia de Genosys Biotechnologies y el antisueroc generado contra una molécula de
AChE recombinante truncada en su extremo C-terminal {anti-Rec), fue suministrado por el

Dr. Palmer Taylor {La Jolla, California, USA).

Los anticuerpos secundarios anti-lIgG de cabrafoveja {usados para detectar los
anticuerpos N-19, E-19 vy C-16), anti-l1gls de conejo (para el H134), y el anti-Igh de raton

{para el C-46), todos marcados con fosfatasa alcalina, fueron de SIGMA.

Para wvalorar la proteina se usé el reactivo de Bradford, obtenido de Bio-Rad. El

Lymphoprep, usado para aislar los linfocitos fue de NYCOMED.

En cuanto a los reactivos de biologia molecular, €l reacive TRIZOL para el

aislamiento de ARN suministrade por Life Technologies {GibcoBRL, New York, USA).

- Materiales -
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De Ambion se adquineron los decimeros al azar, “random decamers”, para
RT-PCR vy los cebadores v cebadores competidores del ¢cDNA 18S, “primers: competimers

I8 8 usados enlos experimentos de semicuantificacién.

La mezcla de desoxinucledtidos (dNTP), fue de Boehringer Mannhemm o de
Eppendorf. De este dltimo también procede el kit de 1a Hotmaster Taq DNA polimerasa
{que Incluye el tampdn de reaccidn). El inhibidor de ribonucleasa fue de Amersham Life
Science. De SIGMA se obtuvo el dimetilsulféxido {DMSO) y los marcadores de tamaho,
Step ladder 30 bp. La agarosa fue suministrada por S5IGMA o por Bio-Rad.

El kit de la retrotranscriptasa se obtuve de Invitrogen, M-MLYV RT
{retrotranscriptasa del virus de leucemia murina de Moloney), que incluye ¢l tampon de
reaccion y el DTT, ademas de la enzima Los primers especificos para los transcritos de

ACHE también fueron de Invitrogen.

10. OBTENCION Y PREPARACION DE LAS MUESTRAS

10.1. Extraccion de las proteinas asociadas a las membranas celulares

La bicapa lipidica proporciona la estructura basica de las membranas biologicas,
pero son las proteinas de membrana las que llevan a cabo la mayor parte de sus funclones
especificas. Ello explica la enorme variabilidad que existe en la cantidad y el tipo de

proteinas dependiendo del tipe de membrana.

Al igual que en los lipidos de membrana, podemos encontrar cadenas de
oligosacaridos unidos a las proteinas de membrana dando lugar a la aparicidn de una
cublerta de carbohidratos que abarca la superficie celular, denominada glicocalix o

cubilerta celular.

Las proteinas de membrana se asocian con la bicapa lipidica de modos muy
diversos. El modo de asociacidén determina, en gran medida, €] método mas adecuado para
su solubilizacién (Fig. IL1). En funciSn de su localizacifn en la bicapa, las poteinas de
membrana pueden clasificarse como intrinsecas o integrales ¥ extrinsecas o peritéricas
|Capaldi 1982 326 /Aid}. Las proteinas Intrinsecas se encuentran embutidas en la
membrana, en mayor o menor medida, estableciendo interacciones con los lipidos

-1 1. Materiales -
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adyacentes. Por consiguiente, su solubilizacion requerira la desorganizacion de la bicapa
fosfolipidica {con disolventes organicos o detergentes), o la separacion de la estructura de
anclaje a la membrana {por métodos guimicos o enzimaticos). Una vez separadas, las
proteinas integrales son poco estables en medios acuosos por su fuerte tendencia a
agregarse y precipitar, efecto que se mitiga anadiendo detergentes o glicerol al medio. A su
vez, podemos distinguir varios tipos de proteinas integrales atendiendo al modo de
Interaccion con la membrana y al porcentaje de su estructura que penetra en la fase
hidrofébica. La solubilizacidn de las proteinas integrales requiere condiclones mas
drasticas que la de las proteinas periféncas, pues frecuentemente atraviesan la bicapa
lipidica una o vanas veces y parte de su masa sobresale por uno o ambos lados de la
bicapa, s el caso de las proteinas transmembrana. Como muestra la Figura I1.1, dichas
moléculas son anfipaticas o anfifilicas, es decir, tienen regiones hidrofdbicas que
atraviesan la membrana ¢ interaccionan con las meléculas lipidicas del interior de 1a bicapa
y regiones hidrofilicas, que quedan expuestas al medic acuosp, a un lado u otro de la

membrana.

La actividad biologica de estas proteinas depende tanto de sus dominios hidrofilicos,
como del segmento o segmentos transmembrana. A su vez, la hidrofobicidad de algunas de

esas proteinas transmembrana puede aumentar s1 incorpora restos de icidos grasos.

(hras proteinas integrales de membrana se localizan en el citosol de la célula,
permaneciendo unidas a la bicapa solo por uno o varios restos de acido graso o por un
derivado poliisoprenc. Con menor frecuencia, algunas proteinas de membrana se orientan
hacia la superficie extema de la célula, quedandc unidas a la bicapa por un resto de
glicosilfosfatidilinositol {GPI) incorporade al extremo C-termmnal. Con independencia de
que la unidn se establezca mediante una cadena de acido graso o un reste de GPI,
consideramos a estas proteinas como ectoproteinas, en el sentido de que la mayor parte de
la molécula se localiza en la fase acuosa vy, por lo general, su actividad bioldgica no
depende de la bicapa lipidica. En este caso, la membrana actia simplemente como un
soporte estructural o proporcionando un medio de localizacidn yu organizacion. A
menudo, las ectoproteinas se liberan de la bicapa con proteasas o fosfolipasas, que las
separan de su anclaje a la membrana {lipido o proteina), quedando éste inmerso en la

bicapa y manteniendo la proteina su actividad biologica practicamente inalterada. Las

- 11.3. Determinacion de la Actividad Colinesterdsica -
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proteinas unidas a la membrana mediante GPI se diferencian claramente del resto porque
con frecuencia pueden ser liberadas con la enzima PI-PLC gque corta la parte lipidica del

GPI de las proteinas que lo poseen.

Proteinas integrales Proteinas exirinsecas

Bicapa
lipidica

proteinas fransmembrana

Figura 1L1. Modos de asociacién de las proteinas de membrana con la bicapa
lipidica. Las proteinas transmermbrana se encuentran ermbebidas en mayor o menor medida
en 1a bicapa lipidica. Algunas atraviesan la membrana una sola vez; ofras poseen rmdltiples
segmientos g-hélice cruzando 1a bicapa. Hay proteinas de membrana que se hallan unidas a
la bicapa por restos de dcido graso o restos de glicosilfosfatidilinositol (GP1). Esias
proteinas exponen gran parie de sumasa a la fase acuosa. En un grupo aparte se sifdan las
proieinas extrinsecas, cuya dnica relacidn con la bicapa consiste en la interaccidn no
covalente con otras profeinas de membrana.

Algunas proteinas se mantienen en la superficie de la membrana, via interaccidn no
covalente con otras proteinas o con las regiones expuestas de los fosfolipidos, son las
proteinas periféricas o extrinsecas. Se extraen de la membrana con procedimientos
relativamente suaves (simplemente alterando las condiciones 16nicas del medio,
modificando el pH o incubande con agentes quelantes), que interfieren con las

Interacclones proteina-proteina sin afectar a la bicapa lipidica. Aunque los detergentes
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pueden ayudar a liberar este tipo de proteinas, a diferencia de lo que sucede con las

proteinas intrinsecas de membrana, no son necesarios para mantenerlas en disolucidn.

En general, €l modo de unién de una proteina a la membrana se relaciona con su
funcién. Asi pues, solo las proteinas transmembrana pueden actuar sobre ambos lados de la
bicapa o transportar moléculas a su través. Por ejemplo, muchos receptores de la superficie
celular son proteinas transmembrana, capaces de unirse a moléculas senalizadoras en ¢l
espacio extracelular para la generar diferentes senales intracelulares en ¢l lade citosdlico de
la membrana plasmatica. Por el contrario, las proteinas situadas sobre un lado de la bicapa
lipidica suelen asociarse exclusivamente con dicha monocapa lipidica o con dominios
proteicos situados en ella. Tal es el caso de algunas proteinas que participan en la

senalizacion intracelular.

10.2. Sclubilizacion de las proteinas de membrana con detergentes

Los detergentes son moléculas anfipaticas relativamente pequenas, mas © menos
solubles en discluciones acuosas, segin la naturaleza de sus restos hidrofilicos. Por encima
de cierta concentracion, llamada concentracion micelar critica {CMUC), las moléculas de
detergente se unen entre sl por la parte hidrofdbica, formande agregados
termodindmicamente estables denominados micelas, que se hallan en equilibrio con los
mondmeros libres. Las micelas presentan una estructura esférica, y en ¢llas €l detergente se

orienta con su porcion apolar hacia el interior y 1a cabeza polar hacia el disolvente.

Cuando se anaden a las membranas, los detergentes particionan en la bicapa
rapidamente, desplazando a las moléculas lipidicas y uniendo sus porciones hidrofobicas a
las regiones hidrofébicas de las proteinas de membrana. Existe una concentracién critica
de detergente en la que la membrana plerde su estabilidad y comienza a desintegrarse,
pudiendo llegar finalmente a “solubilizarse” en sus componentes, lipidos y proteinas,
cuando se eleva la proporcién de detergente (Fig. IL2.A). Generalmente, los lipidos
forman micelas mixtas con €l anfifilo, mientras que las proteinas de la disolucidn se rodean
de una capa monomolecular de detergente que media entre la superficie hidrofSbica de la
proteina y el medio acuoso, hacla el que las moléculas de detergente orientan sus extremos
polares. A veces, los agregados detergente-proteina incluyen lipidos que han guedado

fuertemente unidos. Los extremos polares de los detergentes pueden estar cargados, come
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en el caso del dodecil sulfato sédico {(SDS) o del cetilrimetilamonic (CTA), detergentes
anionico y catidnico, respectivamente, o carecer de carga come ocurre con el Triton X-100

{detergente no 16nico).

Con ¢l uso de detergentes no muy agresivos, como €l Triton X-100 o las serles del
Bryj (Fig. IL2.R), es posible llegar a solubilizar y purificar muchas proteinas integrales de
membrana, sl no en su estructura espacial integra, si al menos en su conformacidn activa.
Una ventaja de estos detergentes no 16nicos es su capacidad para conservar las
Interacciones proteina-proteina, de modo gue mantienen la estructura cuatermaria de las
proteinas incluso a concentraciones elevadas, 1o que resulta imprescindible para el analisis

de proteinas oligoméricas como las colinesterasas.

Las propiedades de los éteres de polioxietileno no 16nicos, como el Triton X-100,
cambian con la temperatura. Cuando €sta aumenta linealmente, el tamanc de las micelas
del detergente se incrementa de forma exponencial. Diche proceso conduce a la separacion
del detergente en una fase no acuosa, a una temperatura concreta conocida como punto
nube. A dicha temperatura, una disolucion de detergente pasa de ser un sistema micelar
1sotropico a otro bifasico, con una fase pobre en detergente y otra rica en micelas gigantes,
lo cual puede ser Gtil para la extraccion de proteinas de membrana {Bordier 1981 1039

Aid}.

Comeo las proteinas de membrana presentan, ademas de interacciones hidrofobicas,
otras 16nicas, en los tampones de solubilizacidn es conveniente anadir altas

concentraciones de NaCl.
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A
cabeza hidrofilica
tallo hidrofobi
:51 » 'y~ o hi ico
iy ,50 Pe
L8 S e
SN2
po
Z\h0
proteina de membrana micelas mondmeros
en la bicapa lipidica de detergente de detergente
complejo proteina-lipido-detergente micelas mixtas lipido-detergente
soluble en agua solubles en agua
B Peso Molecular CMC Peso micelar
{mondmero) (% ph) medio
[0 CH5CH3]OH g 628 0,30 mM 80000

(0,019%)

Triton X-100 (Polioxietilén, ; p-t-octil fenol)

\AANAANAAANA /IO CHCHLOH 709 <004 mM 56000*

n~10 {0.002%)
Brij 96 (Polioxietilén,, oleil éier}

*El dato del Pm de la micela corresponde al polioxietilén,, tridecil éter

Figura 112, Selubilizacion de las proteinas de membrana con detergentes. A, El
detergenie desorganiza ]a bicapa lipidica y solubiliza las profeinas en forma de complejos
proieina-lipido-detergenie. Tarnbién solubiliza los fosfolipidos de la membrana. B, 5
muestran las estructuras del Triton X-100 y del Brij 96, dos detergentes rmuy utilizados para
esie fin. La porcion hidrofdbica de cada detergente aparece sombreada.
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10.3. Extraccion de AChE y BuChE de bazo normal (BN) y distréfico (BDY) y timo
normal (TN) y distréhico (TD) de raton.

The Jackson Memorial Labs. (Bar Harbor, ME), proporcionaron las parejas
reproductoras heterocigdticas para la mutacion dy en €l gen de merosina (LAMAZ). Los
machos, de la cepa C57, se cruzaron con hembras de la cepa 129 Rel. Su cruce
proporciond ratones hibridos 129B6F/J, el 75% con fenotipo normal (Lama2™ ) v el 25%
restante, distrdfico (Lam aZd:'r). Los ratones fueron criados en el Servicio de Mantenimiento
de Animales de Laboratorio de la Universidad de Murcia, siguiendo fielmente las normas
de cuidade €tico. A la edad de 3-4 meses, se procedid a su sacnficio para extraer los
organos. Despues de la anestesia con ¢ter, se abre la cavidad toracica v se procede a la
puncion cardiaca inyectando una disclucidn salina isotSnica con anticoagulante (NaCl
134mM y EDTA 54mM, pH 7.4) que sera bombeada en cada latido hacia obros drganos.
La operacion sirve para reducir la cantidad de sangre en los diferentes drganos y disminuir
asi la contaminacién con la AChE de los eritrocitos. Para evitar €l exceso de presion
sanguinea, se realiza un corte a nivel de la vena subclavia, por el que fluye la sangre que
inmediatamente se recoge con pipeta Pasteur. El proceso finaliza cuando comienza a salir
el medic salino. En ese momento los Grganos son extraidos, lavados con la misma
disolucion salina para reducir mas el contenido de sangre, congelados en nitrégenc liquido

y conservados a -20°C para mantener la integridad enzimatica.

Para extraer las colinesterasas, las muestras se descongelan lentamente a 4°C,
temperatura a la que se realiza todo el experimento. En cada extracclon se emplean de 10-
20} organos {bazos o tmos), por su pequenc tamano. Los organos son nuevamente lavados,
esta vez en tampon de extraccion HEPES salino {(H5): NaCl |M, HEPES 15mM, EDTA
3mM y EGTA ImM, pH 7,5 y se elimina cualquier resto de grasa que puedan contener. Se
pesan v se homogeneizan al 20% p/v en el tampon de extraccion antes mencionado al que
se ha anadido un coctel de antiproteasas compuesto de: inhibidor de tripsina de soja
0,1mg/ml, benzamidina 2mM, bacitracina Img/ml, pepstatina A 10pg/ml y leupeptina
20pg/ml, a partr de otra disolucidn preparada 253x en tampon fosfate 1OmM pH 7.5,

ademas de aprotinina 20U/ml.
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Después de cortar el tejido en pequenos trozos, se pasan a un homogenizador manual
{Potter) de vidrio con émbolo de teflon ajustado a una taladradora. La muestra se somete a
4 series de 3-10 golpes a una velocidad media. Debido a la gran viscosidad de los
homogenados resultantes se vuelve a homogenizar con un polytron {ULTRA-TURRAX
TE, IKA Labortechnik) al 83-20% de su velocidad maxima, con 4-8 intervalos de 13s
intercalados con paradas de [min, lo que mejora la apariencia del homogenado (Hg). Hay
que aclarar que tanto el material bioldgico como las diseluciones se mantuvieron en hielo
durante todo el proceso para evitar la accidn de proteasas o la Inactivacidn térmica de

huestras enzimas.

Tras incubar unos 20-30min a 4°C y reservar una alicuota del Hg, el resto se
centrifuga en una ultracentrifuga Centrikon T-1055, rotor Kontron 33,38, a 10000z,
(36000rpm), lh a 4°C. Se recoge el sobrenadante (S;) con las ChEs solubles o débilmente
unidas a la membrana vy el precipitado {P; ), que ahora se resuspende en un mismo volumen
de tampon salino con antiproteasas, suplementade con TX-100 1% p/v (HST). EH
precipitado se homogeniza en las condiciones senaladas antes, pero en este caso el
homogenado resultante {H;} se incuba lh en agitacion orbital a 4°C para favorecer el
efecto disgregador del detergente sobre las fracciones membranales. Se reserva una
alicuota de H; y de nuevo se centrifuga €l resto en las mismas condiciones para finalmente
obtener el sobrenadante (5;) con las proteinas fuertemente ligadas a las membranas
solubilizadas. Se resuspende el precipitado {P2) en un pequenc volumen de HST con la

ayuda del polytron {H;) ¥ se guarda.

En cada paso de la extraccidon también se reserva una alicuota de la mezcla de los
tampones de extraccion con las antiproteasas, con el fin de determinar su posible

interferencia en la medida de proteina posterior.

Finalmente se determinan las actividades AChE y BuChE, asi como la cantidad de
proteina en las distintas fracciones {Hg, S5, Hi, S; ¥ Hz) para analizar los porcentajes de
solubilizacion en cada etapa del proceso y la distnbucidn de formas de las ChEs en los
sobrenadantes. En la Figura IL3 se muestra un diagrama con el procedimiento de

solubilizacion aplicado al bazo y al timo de raton.
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Bazo nomnal y distriéfico —l f Timo nomnal y distrdfico

Homogenelzacion (20% p/v) en tampon salina (HS)
con antiproteasas
Cenfrifugacion a 36000 rpom, 1h, 4°C

\2 Y
C Sobrenadante 5. ) P

Homogeneizacion (20% p/v) en tampdn salino
con TX-100 1% [p/v) (HST) y anfiproteasas

Centrifugacion a 36000 rpm. 1h, 4°C P .

=:AIi-?_|uotd:

v R’
C Sobrenadante 5 ) Fﬁ

|

Resuspension (20% piv) en tampodn salino
con TX-100 1% (pAv) (HST) H.

Figura 1L3. Extraccién secuencial de colinesterasas de BN, BDy, TN v TD,
haciendoe use de tampones salinos sin y con TX-100.
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10.3.1. Diigestion con colagenasa y tripsina

Para determinar =1 la actividad AChE residual que quedaba en el homogenado H;
correspondia a formas asimétnicas (A) o a tetrameros globulares {Gy) anclados a las
membranas se optd por anadir un tercer paso en el proceso de extraccidn para Incluir la
digestion con proteasas. En tal caso, el tratamiento produciria la liberacion de esas
moléculas al medio ¥ aumentaria rendimiente de la extracclon enzimatca. Ademas, la
identificacion de tales formas, por andlisis de sedimentacidn, completaria el patron
molecular de AChE para los &rganos normales y distroficos, lo que eventualmente podria

arrojar algin dato clave de 1a manifestacion de la patologia.

Sigulende el método de Rossi y Rowndo (1993), el homogenado H; se incubd con
colagenasa (1 00U/ml) en presencia de CaCl; 10mM, 2h a 37°C. Lareaccidn se detuvo con
EGTA 20mM. Por otro lado, otras muestras de H; se incubaron con tripsina {30 ¥
430U/mg proteina), 2h a 37°C. La reaccidn se blogued con la adicién del inhibidor de
tripsina de soja {10mg/mg tripsina). En ambos casos se procesaron en paralelo muestras

“control” incubadas sin proteasa.

Tras los tratamientos, se centrifugaron los homogenados en una ultracentrifuga
Centrikon T-1035, rotor Konton 553,38, a 10000g, (36000rpm), durante lh a 4°C
obteniendo un tercer sobrenadante S;. Los precipitados se resuspendieron en un pequeno
volumen de HST con la ayuda del polytron {H:). Fimalmente, la valoracién de las
actividades de AChE y BuChE vy del contenido de proteina en las muestras 55 vy Hs
incubadas o no con las proteasas permitio determinar si se habia liberade la enzima

residual.

10.4. Obtencidn de AChE de linfocitos de raton.

Como material de partida, usamos 10-20ml] de sangre obtenidos por puncion
cardiaca de los ratones anestesiados, empleando EDTA-K3 comoe anticoagulante. Diluimos
la sangre a la mitad con una disclucidn de NaCl al 0,9%p/v. Sobre vanos tubos que
conteniendo 3ml del reactive Lymphoprep (NYCOMED) se colocan con culdade 6ml de
la sangre diluida a la mitad con NaCl 0,5%{p/v). Este reactivo tiene una densidad de

1,077+0,001 g/m] y esta constituido por diatrizoato sddico ¥ un compuesto polisacaridico
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capaz de agregar los eritrocitos, facilitando su sedimentacidn. Tras centrifugar los tubos en
una centrifuga con rotor basculante, a 800g 5, 30min, aparecen tres capas: la inferior {roja}
con los hematies agregados, una capa intermedia {blanca) en la que se concentran las
c€lulas mononucleares y la superior compuesta por €l medio y el plasma La temperatura
€s critica para la optima separacion de las fases, por lo que el proceso se realiza a 20°C.
Con la ayuda de una pipeta Pasteur de vidrio, se recoge la capa de linfocitos (~1ml por
tubo) ¥ se deposita en otro tubo al que se anade €l doble de volumen de NaCl 0,9%p/v. De
este modo disminuye la densidad del medic y facilita la recogida de los linfocitos por
centrifugacion a 230g, 10min. 51 el precipitado fuera muy rico en eritrocitos, se procede a
su lisis, resuspendiende las células en 2ml de cloruro amoénico (0,8%p/v). La incubacion
con el reactive ha de ser breve, 2-4min. Después se anaden 3ml de PBS y se vuelve a

centrifugar como antes. Se retira el sobrenadante y ¢l precipitado se resuspende en Iml de

PB5.

Finalmente se procede al recuento de los linfocitos y de los posibles hematies que
puedan quedar. Para ello se depositan unos 20ul de muestra en una camara Birker v se
procede a la observacion mioroscopica con 400 aumentos. 51 se desea, se puede determinar
la formula de la muestra por tincidn con azul de metileno {relacion 1:1} v posterior

visualizacidn al microscoplo dptico {400 o 1000 aumentos).

La extraccién de la AChE de los linfocitos se realizd en un solo paso; los linfocitos
fueron homogeneizados en Iml de tampon HEPES salino con TX-100 al 1%p/v (HST)
suplementade con el coctel de antiproteasas. Debido al fuerte anclaje de las moléculas de
AChE en la membrana de los linfocitos, €l homogenado se incuba 16h para potenciar la
accion del detergente y favorecer la total liberacién de la AChE. Finalmente, tras reservar
una alicuota {Hg), se centriguga €l homogenado en ultracentrifuga Centrikon T-1035, rotor
Konwron 55,38, a 10000g,, (36000rpm), lh a 4°C. Se recoge el sobrenadante (5;) y se
resuspende el precipitado (H;) en un pequenc volumen de HST y se determinan las
actividades AChE y BuChE asi como la concentracion proteica a las suspensiones Hg v H;

y en el sobrenadante §;.

El efecto inhibidor del TX-100 sobre 1a actividad BuChE constatado por €l grupo del
Dr. Vidal {Moral-Naranjo, Cabezas-Herrera, et al. 1956 P100 /id}, no supone ningin
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Inconveniente en el proceso de extraccion de las ChEs en linfocitos ya que no hay

evidencias de la presencia de BuChE en las membranas linfocitarias.

11. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD COLINESTERASICA
11.1. Fundamento del método de medida

Para valorar las actividades acetilcolinesterasa y butirilcolinesterasa se empled el
método espectrofotométrico de Ellman {Ellman, Courtney, et al. 1561 AQ%91 Ad} que
aprovecha la capacidad del cromogeno acido 5,5-ditobis-2-nitrobenzeoice (DTNB) para
oxldar los grupos tioles libres. El sustrato utilizado es la acetiltiocolina {ATCh), s1 lo que
se determina es AChE, o butinltiocelina {BuTCh) para la BuChE. En ambos casos se trata

de un ticanalego del sustrato preferente.

La enzima, va sea AChE o BuChE, actia hidrolizando a su sustrato, de modo que se
liberan acetato (o butirato) ¥ tocolina. La tiocolina reacciona rapidamente con el DTNB,
produciendo el anidn 5-tio-2-nitrobenzoato. Dicho anidn presenta un color amarille intenso
¥y un maximo de absorbancia a 412nm (s= 1.36x10" M'em™), por lo que es posible seguir
espectrofotométricamente su aparcion en el medio de reaccion. El proceso, para el caso

concreto de 1a AChE, aparece ilustrado en la Figura IL4.

Existe un inconveniente en la determinacion de la actividad colinesterasa por este
método y es la interferencia producida por la reaccidn del DTNB con los grupos tioles
libres en las proteinas de la muestra. Para evitarle, antes de la adicion del sustrato es
necesario Incubar las muestras con DTNB; de esta manera, los grupos tioles de las

proteinas se valoran antes de comenzar la reaccidn enzimatica.

Por otra parte, a pesar de la elevada especificidad de AChE por su sustrato, la
capacidad de BuChE para hidrolizar a la ACh aconseja el uso de inhibidores selectivos,
como €l BW2RBchHl {dibromurc de 1,53-bis-{alildimetilamoniofenil)-pentan-3-ona) y el
150-OMPA {tetraisopropilpirofosforamida), que son relativamente especificos de AChE vy
BuChE, respectivamente {Austin & Berry 1933 A0%4 /id}. Asi pues, en los ensayos
enzimaticos se midi& la actividad AChE en presencia de 1so-OMPA 50uM vy la BuChE en
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lade BW284c51 10uM {Tomel & Vidal 1991 M 118 Aid}{Tomel, Saez-Valero, et al.

1992 K165 /id 1 Sdez-Valero, Tomel, et al. 1953 NOS7 Ad}.
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Figura 1L4. Determinacion de la actividad AChE por el métode de Ellman.

112, Medida de Ia actividad colinesterasica en cubeta

Para valorar las actividades AChE y BuChE se utilizaron cubetas de plastico de
1,5ml ¥ un espectrofotdmetro de doble haz, Uvikon 330 {Kontron), a 37°C. El medio de
reaccion contenia tampén de medida {fosfate 100mM, pH 8) con DTNB $,33mM, ImM

de sustrato {lodurc de acetiltiocolina para la AChE o de butiriltiocolina para la BuChE) ¥

¢l inhibidor correspondiente.

Para medir la actividad ChE en muestras sin detergente en las que la enzima tiende a

agregarse (moléculas con marcado caracter hidrofdbico), se anadid a la cubeta
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Triton X-100 al 10%p/v en tampdn de medida, para que quedase a una concentracion final
del 0,5%p/v. Como se ha demostrado que la BuChE se inhibe por la mezcla de sales y
Triton X-100 {5acz-Valero, Tomel, et al. 1993 NO57T f1d}, la valoracidn de 1a actividad
BuChE total se llevd a cabo en presencia del detergente Brij 96 a la misma concentracion
{0,5%p/v), para que se formaran micelas mixtas y evitar asi la interaccion del TX-100 con

las moléculas de BUChE y por ende, su efecto inhibidor.

En cubetas de plastico de 1,5ml, se depositd en primer lugar, un volumen de tampon
de medida atemperado a 37°C, al que luego se anadirian resto de reactivos y la muestra
hasta completar un volumen final de Iml. En general, el volumen y la concentracion de los
reactivos empleados fueron slempre los mismos, asi como el orden de adicion: 33pl de
disolucién de DTNB 10mM, 25ul de inhibidor {iso-OMPA 2 mM para AChE o
BW284c51 04mM para BUuChE) y un volumen de muestra, que en la mayoria de los casos
era de 25ul. Inmediatamente, se agitaba el contenido de la cubeta y se dejaba incubar
durante un pericdo de 10-15min para que los grupos tioles libres de las proteinas
reaccionaran con €l DTNB. Al conclulr la incubacion se media la absorbancia a 412nm
{Aa17) en el espectrofotémetro durante Smin, para comprobar que no habia incremente de
la misma. La reaccidén se iniciaba con la adicidn del sustrato (251 de ATCh o BuTCh
40mM) e inmediatamente después de agitar la cubeta, se registraba el aumento de
absorbancia a 412nm y 37°C, frente a una cubeta "blance”™. El contenido de la cubeta
blance solo diferia del de 1a cubeta de medida en la ausencia de muestra, cuyo volumen era
sustituido por uno equivalente de tampon fosfato. De esta forma se resta ¢l cambio de
absorbancia debido a la hidrolisis espontianea (no enzimatica) del ticanalogo {ATCh o
BuTCh}. En ocasiones, la cubeta blanco contenia ambos mnhibidores de las colinesterasas y
el misme volumen de muestra, con la finalidad de valorar la posible contribucion de

actividad esterasa inespecifica en la muestra.

Por tanto, el incremento de absorbancia final resultaba de restar, al aumento de
absorbancia medido en la cubeta que contenia la muestra ¥ un Gnice inhibidor, aguél
debido ala hidrélisis no enzimatica del sustrato, y, eventualmente, el debido ala accidn de

otras esterasas {en presencia de los dos inhibidores de colinesterasaj.
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El propio espectrofotdmetro representaba los valores de Agjz respecto al tiempo y
transformaba la pendiente de la recta en datos reales de actividad La actividad enzimatica
se obtuvo multiplicando el incremento de absorbancla/minuto por un factor (F) que, para

un paso optico de 1cm, se obtiene por la expresion:

_ 60x1000xVr
1.36}{104KVM

F

donde V1 y Vi commresponden, respectivamente, al volumen total en la cubeta y al volumen

1 . . -,
es el coeficiente de extincion molar

de muestra expresados en mililitros, 1,36- 10" em”
del cromofore {415} ¥ 60 v 1000 son factores de conversion. La actividad viene dada en
unidades por mililitre de muestra {U/ml). Una unidad de actividad AChE o BuChE (U}
representa la cantidad de enzima que hidroliza 1 micromol de sustrato por hora {umol

-1 <. . c e
hora™) en las condiciones de ensayo. Por tanto, la actividad enzimatica se expresa en

pmoles-minml™ {U/ml) o como actividad especifica: umoles hora” mg™ (U/mag).
11.3. Medida en microplaca de valoracién

Para determinar la actividad colinesterasa {acetil y butirilcolinesterasa) presente en
las fracciones procedentes de los gradientes de densidad de sacarosa (ver Apdo. IL1.5), as{
como la de muestras con baja actividad, se siguié el método de Ellman, modificado
adecuadamente para convertirlo en un microensayo colorimétrico {Campoy, Cabezas-
Herrera, et al. 15952 K408 /id}. Se utilizaron placas de plastico transparente {Nunc), con 96

pocillos de fondo plano de unos 4000, en los cuales se llevaria a cabo la reaccion.

En el microensayo, las concentraciones finales de reactivos (sustrato, inhibidor y
DTNB} fueron las mismas que para la valoracidn en cubeta, al igual que el tampon de
medida, salvo que en esta ocasion su pH fue de 7,5. En ese caso también se mantuvo la
precaucion de anadir Bry) 96 al tampon de las muestras que llevaban TX-100 para
contrarrestar €l efecto inhibidor de este dltimo. De este modo, para un volumen final de
275ul, el volumen de la “mezela de reaccién” fue 200ul v contenia tampén fosfato
100mM, DTNB 0,45mM ¥ el inhibidor de cada enzima a la concentracion adecuada Para

conservar ¢l volumen final, la cantidad de sustrato variaba entre los 2501 {a concentracion
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12ZmM) y los 30ul {6mM) segiin €l volumen de muestra fuese, respectivamente, 30l o

25ul {o incluso menos, 5 & 10l completados hasta 253p] con tampon fosfato de medida).

La adicion de los componentes de la mezcla de reaccion siguid siempre el mismo
orden: en primer lugar la muestra v luego la “mezcla de reaceién” (tampén fosfato, DTNB
y €l/los inhibidores), incubande todo unos 20min para que tuviera lugar la reaccién del
DTNB con los grupos tioles libres y la inhibicion de la actividad enzimatica no deseada.
En cada microplaca se dejdé la primera columna como "blanco”, una serie de pocillos en los
que la muestra se sustituyd por su volumen de agua bidestilada; este blanco servia para
medir la absorbancia debida a la hidrélisis espontanea del sustrato. Pero ademas, para cada
muestra s¢ hizo otro “control” adicional que contenia los mismos reactivos (incluida la
muestra) v los dos inhibidores de las colinesterasas, con €l fin de evaluar €] incremento de

absorbancia debido ala accidn de esterasas inespecificas.

La reaccion se Iniciaba con la adicion del sustrato, tras la que se realizaba una
medida de la placa a tempo cero y sucesivas medidas a intervalos regulares de tiempo. La
duracion del ensayo dependia de la actividad de la muestra, y se comprobaba que los
Incrementos de absorbancia fueran constantes al comparar unos intervalos temporales con
otros, es decir, que la actividad fuera lineal con el tiempo. En general, para las muestras
obtenidas de los gradientes de sacarosa las medidas requirieron tres horas de incubacion,
siendo comparados los valores para varios intervalos de tiempo, por elemplo, 0-60 ¥
60-120min. Las medidas se realizaron en un lector de placas {Whittaker Bioproducts EIA
400 FW). Se empled el modo de doble longitud de onda: 405mm y 620nm obteniéndose
dos valores de absorbancia distintos que se restaban entre si, Aggs-Agg, para eliminar las
posibles interferencias del plastico de la microplaca en la valoracion {en realidad este paso
es Inmecesaric puesto que la absorbancia del plastico queda anulada al calcular el
incremento de absorbancia a 405nm). La diferencia entre este resultado y el aumento de
absorbancia medido en los pocillos “control™, dividido entre el intervalo de medida,

correspondid al iIncremento de absorbancia por minuto.

Los valores de actividad colinesterasa obtenidos en los microensayos se expresaron
como unidades arbitrarias (UA), que en principio representan un incremente de 0,001 en la
diferencia Asgs-Agzg, por min ¥ por microlitro de muestra. Tenlendo en cuenta que €l paso
optico es de 0,7cm, se puede calcular que una unidad arbitraria asi definida corresponde a
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0,025U/ml, pero medidas en diferentes condiciones de temperatura ¥ pH {a temperatura
ambiente y pH 7,5} que las determinaciones en espectrofotémetro. No obstante, los valores
obtenidos al medir las fracciones de gradiente rutinariamente se normalizaron para tener en
cuenta el volumen de muestra aplicado en ¢l gradiente, asi como la cantidad de material
empleado para la obtencidn del extracto analizade {en mg de proteinay y por ello se
expresan en unidades arbitrarias y no en pmolesh”ml™ (U/ml). A pesar del inconveniente
que ello supone, vy aungue las incubaciones no se realicen a 37°C, la medida en microplaca
presenta varias ventajas respecto a la medida en cubeta. Una de ellas es 1a sensibilidad, al
poder medir muestras con muy poca actividad durante periodos de tempo mayores, y usar
menores volimenes de muestra y reactivos. (Otra ventaja es el ahorro de tempo que supone
la medida de muchas muestras simultancamente; que en los 96 pocillos se pueden medir
hasta 88 muestras, ademas de los & blancos, una circunstancia especialmente Importante a
la hora de valorar la actividad AChE y BuChE de cada una de las aproximadamente 40

fracclones que se obtienen de un gradiente de sacarosa.

12. VALORACION DE LA PROTEINA EN LOS EXTRACTOS
12.1. Método de Bradford

El método de Bradford es atil para muestras con bajo contenide de proteina; pues
detecta cantidades del orden de microgramos. 5e basa en el cambio del maxime de
absorbancia, de 465mm a 395nm, que se produce cuando el azul biillante de Coomassie G-
250 en disclucidn acida se une a las proteinas. En medio dcido, el Comassie es de color
rojo-pardo, ¥ a pH alcaline azul intenso. En medio acido, el cambio de color se debe a que
sdlo la forma anidnica (azul) es capaz de unirse a las proteinas. La intensidad del color azul

£s proporcional a la concentracion de proteina en la muestra

La elevada sensibilidad del método exige que el matenal esté muy limpio. Para
valorar la proteina, se elabora una recta patron, a partir de una disolucién de BSA
{0,5mg/ml). Para ello, se preparan dos series de tubos con 0, 5, 10, 15, 20, 25,30, 35 ¥
40yl de dicha disolucién, completando el volumen a 0,2ml con agua desionizada.

De acuerdo con el nimero de ensayos a realizar, se prepara el volumen de reactivo

de Bradford necesario, diluido 1:4 en agua. En las microplacas de plastico se colocan dos

- 1.4, Valoracion de 1a Proteina en los Extractos -



Capiialo 1] - Materiales v Métodos - 143

volimenes de 50ul de cada tubo con la proteina estiandar, de modo que para cada
punto de la recta patron tenemos cuatro medidas. Las muestras se diluyen adecuadamente
v se depositan en la microplaca cuatro volimenes de cada una de ellas (10, 20, 40 y 50pl),
también por duplicado. Los tampones usados en los diferentes pasos de solubilizacién de la
enzima, se¢ diluyen en la misma proporcidn que las muestras v se sitdan en la microplaca
en la misma disposicién que €stas, con el fin de usarlos como blancos y eliminar cualquier
interferencia debida a las sales, el detergente o las antiproteasas. A continuacion se anade a
cada pocille 0,2ml del reactive de Bradford diluido. La mezcla se incuba dmin para
completar la reaccién y se lee la absorbancia a 395nm (Microplate Reader Model 680,

BioRad). La cantidad de proteina se calcula por referencia a la recta patron.

13. ANALISIS DE SEDIMENTACION

Con el fin de analizar la composicion de formas moleculares de las colinesterasas
presentes en las muestras, €stas se centrifugaron en gradientes continuos de densidad de
sacarosa del 5 al 20%p/v. Cada una de las formas se caracterizd por su coeficiente de
sedimentacion {5) particular (ver Apdo. IL1.3.3), el cual se calcula comparande la
distancia recorrida en ¢l gradiente por la molécula a identificar con la de una proteina

estandar de coeficiente de sedimentacion conocido {Martin & Ames 1961 AQS2 1d}.

La centrifugacion en gradientes de sacarosa conteniendo Bryy 56 o Tritén X-100
permite esclarecer el caracter hidrofilico o anfifilico de las proteinas. La interaccion del
detergente con los dominios hidrofobicos de las proteinas anfifilicas altera su migracion en
el gradiente, de modoc gque en presencia de detergente, cambia el coeficiente de
sedimentacion de una proteina anfifilica. Este efecto no se da en las proteinas hidrofilicas

al carecer de dominios hidrofdbicos.

A su vez, los complejos formados por las proteinas y los detergentes TX-100 ¥
Brij 56 difieren en su comportamiento hidrodinamico. Las asoclaciones proteina-Brg 56
avanzan en ¢l gradiente menos que los complejos con TX-100. Las formas anfilicas de
AChE y BuChE se separan mejor de las hidrofilicas en los gradientes con Brij 56 { Moya-
(Quiles, Villalba-Sanchez, et al. 1992 K039 fid}{Saez-Valero, Tomel, et al. 1993 N{O57
A1d}, mientras que los dimeros {G;) ¥y mondmeros (G;) se resuelven mejor en presencia de

TX-100 {Nieto-Ceron, Moral-Naranjo, et al. 2004 4555 Ad}.
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13.1. Preparacion de los gradientes de sacarosa

En cada recipiente del formador de gradiente, en realidad dos vasos comunicados
entre si {Kontron), se vierten disoluciones de sacarosa al 3% y 20%p/v en tampon
Tns-HCl 10mM, pH 7.0, conteniendo NaCl 1M, MgCl; 3ImM y Briyj 56 (0,5%p/v) o
Tnton X-100 {0,5%p/v). En €l vaso con salida al exterior se ponen Sml de sacarosa
concentrada, y en el otro dml de 1a diluida. El vaso donde se vierte la sacarosa concentrada
tiene una salida en su base que se conecta a un tubo fine de silicona. Fl tubo se ajusta a una
bomba peristaltica {Gilson, Minipuls 2), de modo gue su extremo entre en un tubo de
centrifuga de 12ml {de polialémero, de Beckman). Al tiempo que se abre el pasco que
comunica ambos vasos, se pone en marcha la bomba peristiltica. El gradiente se forma a
medida que la disolucion de sacarosa diluida pasa hacia la camara de la concentrada, en
donde se mezclan mediante un agitador helicoidal. El flujo de salida se controla con la

bomba peristaltica

Para poder calcular los coeficientes de sedimentacion de las proteinas, antes de
depositar las muestras sobre el gradiente, se afiaden 10pl de cada proteina estindar:

catalasa de higado bovine {11,45) y fosfatasa alcalina de intestine bovine (6,1 5).

Una vez depositadas las muestras (200-1000pl), los tubos con los gradientes se
centrifugan 20h a 36000mpm ¥ a 4°C, en un rotor basculante Beckman 5W41T1. Tras la
centrifugacién, los tubos se perforan por su base, con un perforador {Beckman), y se
recogen fraceiones (entre 38 v 42, de unos 260ul) con la ayuda de la bomba penstiltica

{Gilson) v un colector de fracciones (F- 100 de Pharmaciaj.

En cada fraccion del gradiente se determina la actividad ChE y la de las enzimas
marcadoras. Se representan los resultados graficamente y se localizan las fracciones con
actividad maxima. También se averiguan las posiciones de las proteinas marcadoras. La
proporcion relativa de cada forma molecular, de AChE o BuChE, se obtiene sumando la
actividad de las fracciones que componen cada pico y dividiendo 1a suma por la actividad
total recuperada del gradiente. 81 en los perfiles aparecen picos solapados, se separan
mediante un programa de desconvolucidn en curvas de Gauss (Peak-Fit de SPSS5, version

4,
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13.2, Medida de actividad colinesterasa y localizacion de las proteinas marcadoras

La catalasa y la fosfatasa alcalina se disuelven por separade en NaCl [ M, Tris-HC1
1OmM, pH 7,5, a la concentracion de 15 y 20mg/ml, respectivamente. Se anaden 10pl de
cada a las muestras v, tras la centrifugacion, se identifican aquellas fracciones con mayor

actividad.

La actividad catalasa {C) se determina siguiendo la disminucién de absorbancia a
240nm {Microplate Reader Model 680, BioRad) de una mezcla de reaccion que lleva
0,2ml de perdxido de hidrégenc lmM, en tampdn fosfato 100mM, pH 7.5, v 2ul de
muestra. La mezcla de reaccidn se prepara poce antes de comenzar las medidas, anadiendo
20p] de H;O, (30%v/v) a 20m1 de tampdn fosfato. La absorbancia disminuye conforme la
catalasa descompone el HyO5 (& =41M 'cm™) en agua y oxigeno molecular. Las medidas

se realizan en micoplaca transparente a la luz uv {Costar) y a temperatura ambiente (20-

25°C).

A pH alcalino, la fosfatasa alcalina (F) convierte el p-nitrofenilfosfato (pNPP;) en
fosfato y p-nitrofenol, cuya aparicién se mide a 405nm (s = 18.2-10° M -cm™). Antes del
ensayo, se mezclan 0,2ml de pNPP 38mM y 10ml de tampdn dietanolamina 0,1M, pH 8,8,
En cada pocillo de una mcroplaca se depositan 5ul de muestra y 250ul de mezela de
reaccién. Las medidas se hacen a temperatura ambiente, con €] modo dual de longitud de
onda, 405nm y 620nm, para medir €l incremento de absorbancla {Ausgs-Agp) en cada

pocillo.
13.3. Calculo del coeliciente de sedimentaciin

Una vez medidas las actividades AChE y BuChE y las de las enzimas marcadoras en
las fracciones del gradiente, se calcula el coeficiente de sedimentacion de cada componente

molecular de AChE y BuChE, expresado en unidades Svedberg (8], por €]l métode de
Martin y Ames{ Martin & Ames 1961 A092 /id}, segin la sigulente f&rmula:

T
(Ne-N.)
S|11'r17|'1'1'.f1 1'\1'c1l:1|c‘|'nn: X v prroteing estandar

(N-N.)
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donde Nt indica el nimero total de fracciones recogidas del gradiente, Np, la fraccién con
el valor maximo de actividad de la forma molecular de AChE o BuChE y Ne, la fraccion
en la que la actividad de la enzima marcadora es maxima. En cada caso, es conveniente
elegir la proteina estandar que migre a la posicion mas prdxima a la forma melecular cuyo
coeficliente de sedimentacion se desea determinar, por ejemplo, catalasa para las moléculas

mas pesadas y fosfatasa alcalina para las ligeras.

14. CROMATOGRAFiA EN COLUMNAS DE FENIL-AGAROSA

La cromatografia hidrofébica en fenil-agarosa permite establecer el comportamiento
hidrofilico o anfifilico de las proteinas, y en nuestro caso de las formas moleculares de las
ChEs. Las proteinas con dominios hidrofobicos expuestos al medio se ligan a los anillos
aromaticos inmovilizados en la matriz. La eficlencia de la separacion depende de las
Interacciones entre el ligando, el agua v la proteina. La temperatura, el pH v la fuerza
1onica, entre ofros factores, influyen en la separacion, lo que proporciona una gran

versatilidad en el disefno expenimental y en las condiciones de elucidn.

La técnica puede emplearse con extractos preparados sin o con detergentes, pues los
soportes hidrofobicos son totalmente estables frente a detergentes 10nicos o no 10onicos. En
los expenmentos se emplearon los sobrenadantes 5; ¥ 53, obtenidos por extraccitn de los

organos normales con tampon saline, sin y con TX-100.

Se recomienda realizar el experimento en camara fria. Antes de comenzar el ensayo
€5 necesarlc segulr una serie de recomendaciones para consegulr un  optimo
empaguetamiento de la resina. Se ha de medir el volumen de la fase estacionaria a emplear
para anadirlo en un solo paso a la columma cromatografica v evitar de este modo que se
formen capas de resina con diferente grado de compactacién. También es conveniente
eliminar las particulas finas resultantes de la fragmentacidn de la fase estacionaria, ya que
empeoran el empaquetamiento. Para ello, la suspension de la resina se deja sedimentar
quedando las particulas en €l sobrenadants, que se decanta. Finalmente, es aconsegjable
depositar un pequeno colchdén de tampdn en el fondo de la columna antes de iniciar el

vertido de 1a suspensidn de la resina para evitar que €sta caiga de forma brusca.
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Se rellena la columna cromatografica, de 10cm x lom, con 6ml de fenil-agarosa. Se
lava el gel con 20 volimenes de tampon saline {tampon de equilibrio, HS, NaCl 1M,
Hepes 15mM, pH 7,4). Los extractos S; y 5; de bazo {1ml de cada) fueron diluidos en un
tampén adecuado para elevar la concentracion de NaCl a 1 4M {al aumentar la fuerza
1onica favorecemos la unidn de las proteinas a la matriz por interacciones hidrofdbicas) v
reducir la concentracion de TX-100en §; al 0,25%p/v. Una vez diluidos los extractos S, y
37 se depositaron sobre el gel por separado. Se recogieron fracciones, controlando el flujo
de salida (13mlh) con una bomba peristaltica {Gilson 2). Una vez gque la muestra ha
penetrado en el gel vy sin dejar que se seque la superficie de éste, se agrega el medio de
equilibrie (25-30ml de HS), conservando el flujo de salida. Se recogieron las ChEs no
retenidas {Fraccién 1, Fl), ¥ adn hidmeda la superficie de la resina, se anaden otros 25-
30ml del tampdn Hepes 15mM pH 74 sin sales para liberar la actividad débilmente
retenida {F2) y finalmente se eluye con Hepes 1 5mM pH 74 suplementado con Triton X-
100 (2% pfv) para liberar las ChEs fuertemente ligadas al gel {F3). En cada pasc de la
cromatografia se recogen 30-30 fracciones {lml), con un colector de fracciones
{Pharmacia), ¥ en todas se mide la actividad AChE. Los componentes enzimaticos en Fl-
F3 se identifican posteriormente mediante anilisis de sedimentacion en gradientes de

sacaresa con Brij 56 o Triton X-100.

15. CORVERSION DE FORMAS ANFIFILICAS EN
HIDROFILICAS

La fosfolipasa C especifica para el fosfatidilinositol {PIPLC) sirve para saber si una
proteina particular estid anclada a la membrana por un resto de glicosilfosfatidilinositol
{GPI) {ver Apdo. 1.32.2). La PIPLC hidroliza el enlace fosfodiéster del fosfatidilinositol
para dar diacilglicerol e inositol-1,2-monofosfato ciclico. La ectoproteina se libera de la
membrana al separarse la porcidn proteica y el diacilglicerol, que permanece en la bicapa.
Con PIPLC de origen bacterianc se consigue solubilizar proteinas que lleven GPI, siempre
que los hidroxilos del inositol no tengan cadenas acllo adicionales. Si esto ocurre, se hace
necesario €l tratamiento previo con hidroxilamina alcalina para eliminar las cadenas de

acide graso y permitir 1a accidon enzimatica de la PIPLC.
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La PIPLC de Bacillus thuringiensis es dtil para liberar proteinas ancladas por GPL
Tiene un tamanc de 34kDa, es activa a pH neutro (pH optimo /-7 .4}, ¥ su actividad no
disminuye en presencia de sales {admite NaCl 0,15M). También se utiliza con €xito en la

conversion de proteinas anfifilicas con GPI, en sus variantes hidrofilicas {Low & Huang

1991 M110/1d}H Ferguson 1992 K067 /id }{ Saez-Valero & Vidal 1995 PO09 Ad}.

Para investigar si la PIPLC podia transformar las formas G;* y G1* de AChE en sus
varlantes hidrofilicas, se realizaron analisis de sedimentacion preparativos con el extracto
3; de bazo normal con la fmalidad de separar las formas meleculares. Este paso no fue
necesaric con la fraccion S;, debido a que en ella predominan las formas G," (alrededor
del 50%). Una vez aislados los picos de cada forma molecular, fueron dializados frente a
10 volamenes de NaCl | M, Tris-HC1 25mM pH 7.4 a 4°C, para disminuir la concentracion
de sales y sacarosa y ajustar €]l medio de la muestra al medio en que viene la PIPLC. En un
tubo eppendorf se pusieron 1-1,5ml de 5, o del pico del gradiente de sacarosa de 5; con
alto contenido de moléculas G;" y G," de AChE. El andlisis del efecto de la PIPLC sobre
las formas G1" se realizé como un control adicional de la especificidad de la accidn de la
PIPLC, asi como para corroborar el comportamiento hidrofilico de las moléculas de AChE

en 5;.

El tratamiento se llevd a cabo anadiendo FIFLC de Bacillus thurigiensis (3U/ml de
muestra) e incubando la mezcla 3h a 37°C {en oscuridad) con agitacidn ocasional. Como
control se utilizé otra muestra incubada en las mismas condiciones, pero sin fosfolipasa. La
conversion de las formas anfifilicas en hidrofilicas se wverificé por analisis de

sedimentacion en gradientes con Bry 96.

16. CONVERSION DE LOS DIMEROS DE ACHE EN
MONOMEROS

Como los extractos de bazo normal eran aparentemente 1icos en dimeros anfifilicos
de AChE, se estudid el supuesto estado dimérico por su conversion en mondmeros. Para
ello, se redujo el puente disulfurc que traba las subunidades en los dimeros usando

p-mercaptoetanol {[}-ME).
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Al 1gual que en el apartado anterior, las formas moleculares se aislaron por analisis
de sedimentacion preparative de 5; de bazo normal y posterior dialisis de los picos
atribuidos a las formas G;" y G;* de AChE. El tampdn de dislisis tiene la siguiente
composicion: NaCl 140mM, Tns-HCl 10mM, pH 8,5 {la dialisis se realiza a 4°C). La
finalidad de la dialisis ne es otra que disminuir la cantidad de sales y sacarosa y ajustar ¢l

pH de la muestra al pH optimo del tratamiento de monomerizacidn {la dialisis se realiza a

4°C).

Alrededor de 1,3-2ml de las diferentes muestras que contenian las formas
muoleculares de AChE; G]H {de 513, Gz'q y G]A {de la fraccion 5;) de bazo normal fueron
incubados con p-mercaptoetanol 14mM {concentracidn final), con agitacidn constante,
40mmn a temperatura ambiente. (Mra serie de muestras fue incubada en paralele, pero sin
p-mercaptoetanol. Los grupos ticles libres se bloguearon luego, para impedir el
restablecimiento de los enlaces disulfuro por oxidacion espontanea. A tal fin, se anadi& ala
mezcla de reaccion iodoacetato 140mM {concentracion final), se ajustd €l pH a 8,5 con
NaOH, y se incubd en agitacion, 40min, a temperatura ambiente ¥ en oscuridad. Tras ¢l
tratamiento, el exceso de reactivos se eliming por dialisis frente a 200ml de NaCl 140mM,

Tris 10mM, pH 7,5 a4°C.

La posible conversion de los dimeros en mondmeros se verificd comparando los
perfiles de las formas moleculares de AChE en las muestras incubadas o no con

p-mercaptoetanol por analisis de sedimentacion en Triton X-100.

17. ENSAYOS CON LECTINAS INMOVILIZADAS

Las lectinas son proteinas o glicoproteinas de origen no inmune, con capacidad para
aglutinar c€lulas y precipitar carbohidratos complejos. Las mas conocidas son de origen
vegetal, aunque se han aislado de virus, bacterias, animales invertebrados y vertebrados.
Participan en numercsos procesos biologicos, como €l reconocimiento celular y la
adhesion, y se caracterizan por su especificidad para reconocer glicanos de diferente
composicidn sin alterarlos. Las lectinas son Gtiles para investigar, de forma indirecta, la
composicion de azlcares terminales de los oligosacaridos, e Incluso para purificar

glicoproteinas.
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El estudio de la glicosilacion de las distintas formas de colinesterasa se realizd
Incubande las muestras con lectinas inmovilizadas en matrices de agarosa. Como lectinas
se emplearon concanavalina A (Con A), que se une especificamente a restos de
(t-D-glucosa y «2-D-manosa; aglutinina de lenteja {Lens culinaris agglutinin o LCA), que
reconoce fucosa ligada a N-acetilglucosamina (NAcGlc), aglutinina de germen de trigo
{Wheat germ agglutinin, W A), que se une a NAcDlc y acido sialico; aglutinina de ricine
{Ricinus communis agglutinin tipo I, o RCA), que reconoce de modoe especifico moléculas
de galactosa terminales {}-D-galactosa o N-Acetil-D-galactosamina), aglutinina de corteza
de saidco {Sambucus nigra, SNA) que se liga preferentemente a acido sialico umdo a
galactosa terminal en {i-2,6) ¥ en menor grado a {u-2,3), la aglutinina de Abrus
precatorius {APA)Y que une P-D-galactosa, la aglutinina de Artocarpus integrifolia (AIA),
que tiene la capacidad de fijar las moléculas de ¢-D-galactosa y finalmente 1a aglutinina de

loto {LTA, Tetragonolobus purpureas), que liga restos de fucosa.

Para este analisis se mezclaron volimenes de los extractos 5 vy 5; {obtenidos de los
distintos tejidos), en proporcion adecuada a su grado de solubilizacion. La mezcla
resultante se diluye a la mitad con tampdn bajo en sal {NaCl 100mM, Hepes 15mM,
pH 7.5} para disminuir la fuerza 1onica del medic y la concentracion de detergente,
evitando asi cualquier posible interferencia. Las muestras se incubaron con Sepharose 4B
fusada como control) o las disintas lectinas inmovilizadas {dos  volimenes de
muestra/volumen matriz). Antes de cada prueba experimental, todas las matrices, incluida
la Sepharosa 4B, se lavaban tres veces en un tampon Hepes-saline con la misma
composicion a la que quedaba la mezcla de 5,+5; diluida. Debido a que la Con-A requiere
la presencia de iones Ca™ y Mn™* para su actuacion, también se anadid a cada tubo, el
volumen necesario de una disolucién 100mM de CaCl; y de MnCl; para alcanzar una
concentracion final de 5mM en la mezcla de reaccion y asi asegurar la presencia de estos
lones en €l medio, a pesar de la existencia de EDTA y EGTA procedentes de los tampones

de extraccion.

La incubacion se realizaba durante 16h a 4°C con agitacidn suave f{en tubos

eppendort), permitiendo 1a union de las glicoproteinas a las lectinas.

La enzima libre se separd de la reconocida por las lectinas por centrifugacion de los

tubos eppendorf a 3000pm, Smin a 4°C en una microfuga {Denver Instruments),
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precipitando los complejos agarosa-lectina-enzima y recogiende con mucho culdado el
sobrenadante con la fraccion no unida. 5e midid la actividad AChE y BuChE en los
sobrenadantes y se calculd el porcentaje de interacclon con cada lectina por referencia al
sobrenadante control de Sepharose 4B {cuya actividad se considera el [00%). UIn posterior
analisis de sedimentacion de los sobrenadantes proporciond datos mas fiables sobre los
porcentajes de interaccion, asi como sobre la interaccion de cada una de las formas

moleculares con cada lectina ensayada.

18. INMUNOPRECIPITACION DE AChE CON ANTICUERPOS

Con el emplec de anticuerpos es posible conocer la homologia estructural entre las
ChEs de distintas especies, de diferentes tepdos y entre las formas moleculares de un
mismo tejido. De esta forma, ntentamos averiguar si habia diferencias estructurales entre
las formas homélogas de las ChEs de los tepdos normales y distréficos. Los anticuerpos
utilizados fueron: E-19 y N-19, dos antisueros generados en cabra dirigidos contra los
extremos N-terminales de la AChE de ratdn y humano, respectivamente; H-134, un
antisuerc de congjo contra el fragmento C-terminal de la AChE humana {aminoacidos 481 -
614y, un antisuero de cabra contra el extremo C-terminal de la AChE humana {C-163, un
anticuerpoc monoclonal tipo IgGl de raton contra el péptido 411-609 de la AChE de
cerebro humane {C-46), un antisuerc generado contra la AChE de eritrocito bovine {BT3),
un antisuero generado contra un péptido de 14 amincacidos {(GMHKA ARVGRRGER ) del
extremo C-termimal de AChE-R de raton {ant-R} y un antisuero generado contra una
muolécula de AChE-H truncada en su extremo C-terminal, recombinante en células HEK

{anti-Rec).

Para la inmunofyjacién de las actividades AChE y BuChE a los anticuerpos, las
muestras se incubaron con proteina G inmovilizada en agarosa, en la que previamente se
habian fyjade los anticuerpos. Un mililitro de proteina G-agarosa puede ligar de 10a 20mg
de Ig(5, dependiende de la especie y subclase de Igis.

En primer lugar, la proteina G inmovilizada (PGA) se diluye 10 veces con BSA

2%p/v en PB5 {(NaCl 140mM en tampon fosfate 10mM, pH 7,2}, ¥ 1a mezcla se incuba
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30mm a 4°C. De este modo, se evita la unidn Inespecifica de las proteinas al gel. A
continuacion, se anade el anticuerpo a la proteina G. En una serie de viales {uno por cada
anticuerpo, ademas del control), se anaden 10ul de anticuerpo a la proteina G-agarosa,
preincubada con BSA. En paralelo, se preparan ensayos control, con PGA pero sin
anticuerpo. Tras incubar con agitacion suave a 4°C durante 4h, se retiran los anticuerpos no
unidos a la resina con tres ciclos de lavado, por adicion de PBS5, centrifugacion y

eliminacion del sobrenadante.

Para la inmunoprecipitacion, se usaron mezclas de los sobrenadantes §;45;
{preparadas segin la proporcidn de solubilizacidn en el extracto), o bien los sobrenadantes
31 © 5; por separado, obtenidos de las muestras normales y distrdéficas. En cualguier caso,
las muestras se diluyen convenientemente para disminuir la fuerza idnica y la proporcion
de detergente. 5¢e afaden volimenes de (0,5- 1ml de las muestras diluidas a viales que llevan
solo proteina G-agarosa {control}, o los anticuerpos E-19, N-18, H-134, C-16 o C-46
unidos (prucba). La mezcla se incuba 16-24h a 4°C, con agitacion orbital suave. En la
Incubacién, sélo las moléculas de ACKE con los epitopos particulares son reconocidas por
los anticuerpos ¥ se unen a la agarosa. Para recoger la actividad ChE no ligada, se separan
las bolitas de gel por centrifugacidén en microfuga, dmin a 3000rpm, v se retira el
sobrenadante. Para calcular el porcentaje de interaccion de la enzima con los anticuerpos,
s¢ valoran las actividades AChE en los sobrenadantes “prueba™ v “control”. Los datos se
expresan como porcentaje de actividad AChE ligada respecto ala actividad total. Ademas,
se pueden utilizar los sobrenadantes para identificar las moléculas de AChE ne
reconocldas por los anticuerpos, por sedimentacion en gradientes de sacarosa. Los geles
con la enzima retenida pueden ser empleados en ensayos de Western blotting. En tal caso,
se lavan tres veces con PBS en (para eliminar la enzima que queda entre las bolitas del
gel), se les anade el tampon de muestra desnaturalizante y se calientan a 93°C, 4min para

liberar todas las proteinas unidas al gel.

Tabla 11.1. Caracteristicas generales de los anticuerpes empleados en los ensayos
de imnunoprecipitacion y Western bloet La mayoria de los anticuerpos suministrados por
diferentes casas comerciales son policlonales, a excepcion del anticuerpo monoclonal C-46.
Las aplicaciones recomendadas por los fabricanies son: WEB= Western blot;
1P= Inmunoprecipitacion; TH= Inrmunohistoquimica, 1F= Inmunofluorescencia,
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19. PRUEBAS DE WESTERN BLOT

Los experimentos de Western blot se utilizaron para saber si habia diferencias en el
tamanc de las subunidades de AChE extraidas de los tejidos normales y distroficos. A

continuacidn, se detallan las etapas que comprende un Westem blot.

19.1. Electroforesis en geles de poliacrilamida

Primero, se separan las proteinas por electroforesis en condiciones desnaturalizantes
en geles de poliacrilamida {SD5-PAGE), siguiendo basicamente el método de Laemmli
con un sistema discontinuo de tampones {Laemmll 1970 494 /id}. Con tal fin, se empled
un sistema electroforético de pequenas dimensiones {Mini-Protean II, Bio-Rad), que
permite aplicar pegquenas cantidades de muestra y desarrollar en poco tempo la

electroforesis en dos geles.
Preparacion del gel separador y del gel concentrador

En primer lugar, se monta ¢l sistema de cristales {7 x 8,5cm) donde polimerizara la
acrilamida, usando los espaciadores de 0,75 o 1,5mm. Para el gel separador, la
concentracion de acrilamida fue del 7,5%p/v, v para un volumen total de 10ml se

mezclaron:

Agua purificada 4,85ml
Tris-HCI 1,5M, pH 8.8 2,50ml
SDS 10% piv 0,10ml
Acrilamida 29,2%-bisacrilamida 0,8% 2,.50ml
Persulfato aménico 10% pfv {3,05ml
TEMED 0,01ml

Inicialmente la mezcla se prepara sin persulfato n1 TEMED. 5e mezclan todos los
reactivos con un agitador magnético, evitando la formacion de burbujas ¥ la oxlgenacion
de la muestra que puede alterar la polimerizacion. Se mantiene la mezcla en agitacion y
tras anadir el persulfato {recién preparado) y el TEMED, comienza la polimerizacion.
Rapidamente se vierte la disolucion entre los cristales hasta unos 2cm del borde superior,

evitando que se formen burbujas. Por cada gel se necesitan 3,5-4ml de mezcla s
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empleamos los espaciadores de O,75mm, o el doble si usamos los espaciadores gruesos

{1,5mm).

Inmediatamente después de poner la mezcla entre los cristales, se deposita sobre ella
una capa de agua, con sumo cuidadeo y por los laterales. La capa de agua hace que la
polimerizacidn sea uniforme en el borde superior del gel separador y evita que penetre el
oxigeno. La polimerizacion finaliza en menos de 1h, a temperatura ambiente. Al anadir ¢l
agua, se aprecia una Interfase entre €sta y la mezcla de acrilamida que pronto desaparece v
vuelve a aparecer una vez que el gel ha polimerizado. El gel separador puede conservarse a
4°C, siempre que la superficie externa se conserve hidratada (para ello lo mas 1dnec es

cubrir la superficie con tampon Tris 375mM, pH 8,8}

LIna vez que ha polimerizado el gel separador se prepara el concentrador, que se
diferencia del primerc por su menor concentracion de acrilamida (4%} y un pH cercanc a
la neutralidad {6,8), de ahi que se hable de sistema discontinuc de tampones. Para un

volumen final de 10ml se mezclan:

Agua punficada f,
Tns-HC1 0,5M, pH 6,8 2,
S5D5 0% pfv 0,
Acrilamida 29,2%-bisacrilamida 0,8% 1,
Persulfato amonico 10% p/v 0,
TEMED 0,
{1ml

Al 1gual que para el gel separador, el persulfato vy el TEMED se anaden
inmediatamente antes de usar la mezcla. Tras retirar la capa de agua del gel separador, se
agita la mezcla € inmediatamente se vierte con cuidado hasta el borde de los cristales.
Después se coloca el pemne, que tras la polimerizacion formara los pocillos en el gel {10
calles). Es importante evitar la formacion de burbujas debajo del peine. Se deja polimenzar

la mezcla unos 45min a temperatura ambiente.
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Tratamiento de las muestras

Antes de 1a electroforesis, las muestras se desnaturalizan con dodecilsulfato sddico
{(SDS) v p-mercaptoetanol (p-ME). E1 SDS es un detergente anidnico que actia disociando
v desnaturalizando a las proteinas; ¢l p-ME es un agente reductor que rompe los enlaces
disulfuro nter.- e Intracatenarios. Con este tratamiento, las proteinas oligoméricas se
disocian en sus subunidades y los polipéptidos resultantes adoptan una conformacidn de
ovillo al azar. Por eso, a este tipo de electroforesis se le denomina disoclante o

desnaturalizante.

Ademas de su efecte desnaturalizante, €l SD5 se asocla a los polipéptidos en una
relacidn constante (1,4g de 5DS/g de polipéptido), aumentando su carga negativa y, por
tanto, su movilidad electroforética. Esta unidn anula la carga intrinseca del polipéptido por
lo que los diferentes complejos SDS-proteina tienen practicamente la misma densidad de
carga. En definitiva, los efectos debidos a la carga y forma de la cadena polipeptidica
gquedan suprimidos en el SDS-PAGE, de modo que el dnico parametro que determina la
separacion de las proteinas es su tamano. La malla tridimensional constituida por la
acrilamida, forma una especie de tamiz molecular que ofrece mayor o menor resistencia a
la migracion de las proteinas en el gel en funcion de su tamano, permitiendo su separacion.
El calculo del tamano de las protelnas se establece por referencia a proteinas patrones de

masa molecular conocida.

Para calcular la masa de las subunidades de AChE se usé una mezcla de proteinas
estandares no coloreadas {S1gma, SD5-6H) de entre 30 y 200kDa, que contenia: anhidrasa
carbonica de eritrocito bovino (28kDa), ovoalbitmina (45kDa), BSA (66kDa), fosforilasab
de musculo de conejo (subunidad de 974kDa), p-galactosidasa de Escherichia coli
{subunidad de 116kDa) y miosina de miscule de congjo (subunidad de 205kDa). Los
marcadores vienen liofilizados y han de disclverse en tampdn de desnaturalizacién en una

relacidn de 0,5mg proteina/ml, aproximadamente.

Para desnaturalizar las proteinas, las muestras vy la mezcla de proteinas patrones se
Incubaron, por separado, con tampon de carga desnaturalizante (TCD), cuya composicion,

para un volumen final de 2ml, es la siguiente:
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Agua purificada 1

Tris-HC1 0,5M, pH 6,8 0
5D5 10% plv 0
p-Mercaptoetanol 0,
Glicerol i
Azul de bromofenol 0

{ Img/m1) 025ml

El SDS desnaturaliza las proteinas y junto con el p-mercaptoetanol disocia los
oligomeros. El glicerol aumenta la densidad de la muestras y evita su difusion al
depositarlas sobre €l gel. Fl azul de bromofencl se utiliza para facilitar la aplicacion de las

muestras y segulr el movimiento del frente.

La desnaturalizacién se completa calentando las muestras y las proteinas patrones a
25-100°C, 4 min en un blogue calefactor. De esta forma, se consiguen liberar las ChEs
unidas a matrices diversas {PGA, fenil-Sepharose o alguna lectina). Después de centrifugar
(,5-1min a 3000rpm en microfuga, se recoge el sobrenadante, con cuidado para no coger
las bolitas de 1a matriz {en su caso). El sobrenadante se aplica directamente al gel (30-60pl
segln se trate de un gel fino, 0,75mm, o grueso, 1,5mm) o se guarda en congelador. Hay
que tener en cuenta que el SDS precipita en frio, por lo que antes de usar muestras que han
sido congeladas, hay que calentarlas a 93-100°C para redisolverlo. La relacion mg 5DS/mg

proteina fue siempre mayor que la minima recomendada, 3mg SD5S/mg proteina.
Aplicacion de las muestras y recorrido

Finalizada la polimerizacion del gel espaciador, se retira el peine, se lavan los
pocillos del gel con agua, v se coloca el soporte de los geles en ¢l sistema de electroforesis,

comprobando que los depésitos con el tampén de recorrido no se comunican entre si.

Se vierte tampon de recomido {(Tris-HCI 25mM, glicina 192mM, 5DS 0,1%p/v, pH
8,3) en los depdsitos con los electrodos, con culdado para neo formar burbujas en las calles
o debajo del gel separador y se vuelven a lavar los pocillos con el tampon, asegurandose
gque estan totalmente cubilertos por éste. Se necesitan 400ml de tampon para un sistema de

Mini-Protean II. A continuacion, en los pocillos se depositan las muestras {30-60ul) vy las
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proteinas estindares (10pl en un volumen final de 30-60ul). El color azul de 1as muestras,
por el azul de bromofencl, permite comprobar que la muestra se ha depositado

correctamente.

En los geles para Westem blot, se reserva una calle para las proteinas patrones
pretenidas con un colorante azul. Empleando estos patrones coloreados se puede ver la
eficiencia de transferencia, y la orientacion del gel v de la membrana. Estas proteinas
fueron: triosa fosfate isomerasa (26,6kDa), lactato deshidrogenasa (36,5kDa),
ovoalbimina {(45kDa), piruvato quinasa (38kDa), fructosa-6-fosfato quinasa {84kDa) v p-
galactosidasa {116kDa). Estos patrones coloreados no suelen utilizarse para calcular la
masa de la proteina de interés, pues a causa del colorante, la movilidad de las proteinas

patrones se altera ligeramente, hacéndolas inapropiadas para este fin.

La electroforesis se desarrolla a voltaje constante {1 80V) y a temperatura ambiente.
Puesto que ¢l recorrido dura poco tiempo {unos 43min) apenas se produce calentamiento,
1o que hace Innecesario el sistema de refrigeracion. El avance del frente se puede seguir
observando el desplazamiento del azul de bromofenol, que forma una banda horizontal

fina. Cuando el frente estd a | -2mm del final del gel, se detiene la electroforesis.
Electrotransferencia

Mediante un dispositivo apropiado, las proteinas pueden ser transferidas desde el gel
a una membrana de nitrocelulosa o PYDF. Para ello, se pone el gel en estrecho contacto
con la membrana, y se aplica un campo eléctrico perpendicular al planc del gel. De esta
manera las proteinas, que tienen carga negativa debide al SDS, salen del gel en su
migracion hacia el polo positive {anode} gquedando retenidas en la membrana.
Posteriormente, la membrana es bloqueada ¢ incubada con los anticuerpos primario ¥

secundario.

Al acabar la electroforesis, se desmonta el sistema y se separan los dos cristales que
contienen el gel. Tras realizar un pequenc corte en una esquma del gel separador, para
saber siempre la posicion de las muestras, se elimina el gel concentrador. A continuacion,
se sumerge €l gel separador en tampon de transferencia {TT, metanol 10%{v/v), glicina
192mM, SD5 0,01%p/v, Tris 25mM, pH &3; no es precise ajustar el pH, ya que las

proporciones de glicina y Tris dan lugar al pH deseado), 10min con agitacion; de esta
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forma se evita que durante la transferencia cambie el tamano del gel a causa del metanol en
el tampon, lo que perjudicaria a la transferencia. El 5DS facilita la transferencia de las
proteinas pero, como todos los detergentes, puede unirse y bloguear la membrana,
dificultando asi 1a unidn de las proteinas y por ello se emplea a una concentracion mucho
menor que en la electroforesis. Por su parte, ¢l metanol dificulta la salida de las proteinas
del gel, pero mejora la adsorcion a la membrana de las de pequenc tamano {~80kDa, o
menores). Por eso, deben ajustarse las cantidades de SDS y metanol en cada caso

particular, teniendo en cuenta la clase de membrana utilizada.

En nuestro caso, las proteinas se transfineron a membranas de nitrocelulosa {con
poros de 0,45um). Las membranas se cortan a un tamafio hgeramente superior al del gel, ¥
se hidratan en agua por capilaridad. Posteriormente se incuban unos minutos en TT. A lo
largo del proceso, €5 necesarlo mangjar las membranas con guantes de latex y pinzas, para

evitar mancharlas con grasa y proteinas de las manos.

Para la electrotransferencia se utilizdé un sistema Mini Trans-blot {Bio-Rad). Este
sistema consiste en dos casetes de plastico en los que el gel es colocado en estrecho
contacte con la membrana de nitrocelulosa gracias a la presencia de esponjas
{Scotch-brite) v papeles de filoro debidamente preempapados en TT, para permitir la

conduccidén del campo eléctrico aplicado.

Es imprescindible que el montaje de los casetes se realice en una bandeja con
abundante TT, para que sus componentes queden sumergidos, evitando que se formen

burbujas que puedan afectar a la transferencia.

Sobre 1a placa negra del casete {gue luego quedara hacia ¢l catodo, pelo negativo) se
colocan, en este orden, una esponja, un papel de filtro, el gel {cuidando su orientacién), la
membrana (rodando sobre ella un tubo de ensayo para expulsar el aire y evitar burbujas
entre gel ¥y membrana), €l otro papel de filtro, la otra esponja y, por Gltimo, 1a tapa clara del

casete.

El casete se fija en el soporte que lleva los electrodos, vigilando la orlentacion de
modo que el gel quede cerca del catodo v 1a membrana, del anodo. Después, se sumerge el
porta-caset en la cubeta de transferencia que contiene TT frio, asi como un recipiente con

un blogue hielo vy una barra de amitacion. 5e tapa la cubeta y se coloca todo sobre un
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agitador magnético. La transferencia se realizé a 70V, 3h en camara fria, para disipar el
calor, ¥y con agitacion. Por efecto del campo eléctrico, las proteinas rodeadas de SD5S
migran al polo positivo, abandonan ¢l gel ¥ quedan retenidas en la membrana por fuerzas
no covalentes. Conviene indicar que, si la transferencia se prolonga, las proteinas pueden

llegar a atravesar la membrana.

Finalizada la transferencia, se desmonta el sistema vy se recorta la membrana antes de
separarla del gel {siguiendo el contorme de €ste), marcando una esquina para asegurar la
orientacion de la membrana. Finalmente, la membrana se seca al aire durante | -Zmin para

favorecer la fijacitn de las proteinas.

Después de la transferencla, es conveniente tenir los geles por Coomassie para
comprobar que no quedan proteinas en el gel o que a lo sumo sélo quedan en €1 las
proteinas de elevade peso molecular, por su dificultad de transferencia en estas
condiciones. 51 se emplean marcadores pretenidos, su presencia en la membrana prucba

que la transferencia ha sido buena.
Tincidn de proteinas en los geles con azul de Coomassle

(Generalmente, las bandas de proteina en €l gel se revelan con azul de Coomassie; su
intensidad de tenido es propocional a la cantidad de proteina. Para tenir las proteinas, se
sumerge el gel 1h en 100ml de la mezcla de tenido, compuesta por azul de Coomassie-R al
(0,1 %p/v en diselucion fijadora {etanol 40% vv y acido acetico 10% viv). De este modo,
las proteinas se fijan y tinen simultaneamente. Es conveniente usar un agitador orbital para

distribuir el colorante de forma homogénea y agilizar el proceso.

Tras el tenido, se elimina el exceso de colorante pasando el gel a otra bandeja con el
medio de desteniido {etanol 10% vfv, acido acético 10% vwfv). El medio se cambia varias

veces hasta que se aprecian las bandas azules de proteina, sobre el fondo incoloro del gel.
Tincion de proteinas en las membranas con €l reactivo rojo Ponceau

El tenido con rojo Ponceau es muy Gtil para comprobar la corecta transterencla y
fijacion de las proteinas a la membrana. Ademads, permite localizar los marcadores no
coloreados asi como las proteinas mas abundantes. Como la tincion con rojo Ponceau es

reversible, no interfiere con el revelado fmal de la actividad fosfatasa. Antes de Ta tincidn
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hemos de rehidratar la membrana con agua {por capilandad). Después se sumerge la
membrana 4mmn en la disolucion de tenido (0,1% Ponceau-5 en 1% acido acético). El
exceso de tincion se elimina con sucesivos lavados con agua hasta que se observan
claramente las bandas de proteina en rojo. Se marca la posicion de las bandas principales y
la de los estandares {para calcular después la masa de la proteina problema). La membrana
se puede fotografiar, fotocoplar © escanear para Consegulr un registro permanente del
patrén de proteinas en cada calle y de la posicion de los marcadores. Finalmente, se
elimina el colorante lavando la membrana con agua o con TTS (Tris 50mM, NaCl 0,5%,

pH 7,50
Deteccion de las proteinas de interés con anticuerpos

El proceso se desarrolla en tres etapas; las membranas se incuban sucesivamente con
tres disoluciones (blogueante, anticuerpo primaric ¥y secundario), intercalando fases de

lavado, y al final, se revela la actividad fosfatasa alcalina. Los pasos som:

Blogqueo:

La membrana se incuba 2 horas como minimo, a temperatura ambiente, o toda la
noche a 4°C, vy con agitacién suave, con una disclucion de B5A al 3%, en tampon TTS-T
{Tris 30mM, NaCl 0,%%, pH 7,3, Tween 20 al 0,1%). La membrana y la disolucion se
introducen en bolsas de plastico que se sellan por calor, evitando que queden burbujas
atrapadas. De esta forma, se reducen el volumen de la diselucion (10-12ml por membrana)
de blogueo ¥ la cantidad de anticuerpo en etapas posteriores. Durante el bloqueo, el
detergente Tween-20 v la albimina ocupan los lugares de la membrana de nitrocelulosa
gque permanecen libres, evitando que mas tarde, los anticuerpos se unan a la membrana de
modo inespecifico. Tras ¢l bloqueo, las membranas se someten a tres lavados de Smin con
TBS-T. Los lavados se realizan en una bandeja con abundante tampén, a temperatura

ambiente y con agitacion.

Incubacion con el anticuerpo primanc:

Después de bloguear, la membrana se incuba con el anticuerpo primario,
convenientemente diluido en TBS-T con 1% BSA. Los anticuerpos policlonales (N-19 ¥

E-18)}, generados en cabra contra un péptide del extremo N-terminal de la AChE humana y
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de ratdén respectivamente, el antisuero de conejo (H134) contra el fragmento C-terminal
{famincacidos 481-614) de la AChE humana, el antisuero de cabra contra el extremo C-
terminal de AChE de raton {C-16), el antisuero de cabra contra 1a AChE de eritrocito
humano {BT3) y el anticuerpo monoclonal tipo [g5 1 de ratén contra el péptido 411-609 de
la AChE de cerebro humane {C-46), se diluyeron 1/1000. La disclucién con €l anticuerpo
se anade a la membrana y se incuba en camara fria toda la noche, con agitacion suave. En
ese tiempo, los anticuerpos se unen a las zonas de la membrana ricas en proteinas que
posean €l epitopo. La membrana control se incuba en las mismas condiciones, pero solo

con TBS-Ty 1% de BSA.

Incubacion con el anticuerpo secundano:

Tras retirar la disolucién con el anticuerpo primario, las membranas se lavan con
Tt5-T, con 3 lavados de Smin. A continuacion, se incuban 2h, a temperatura ambiente, con
el anticuerpo secundaric conjugado con fosfatasa alcalina. Los anticuerpos secundarios
utilizados fueron: anti-cabra/oveja (frente al N-19, E-19, BT3 y C-16) anti-congjo {contra
el H134), v el anti-raton {contra el C-46) diluidos a 1/5000, /10000 v 1/2000 en TB5-T

con 1% de BSA respectivamente.

Revelado de la actividad fosfatasa alcalina;

Tras retirar €] anticuerpo secundario, la membrana se lava con TBS-T y se incuba
con Tris 1OmM, MgCl, 59,3mM, pH 9,2, 30-60 segundos, para llevar el pH se lleva al
adecuado para la expresion de actividad fosfatasa Se elimina el tampén y se revela la
actividad fosfatasa con el reactivo BCIP/NBT. El revelador contiene nitroblue tefrazolium
J48mM (NBT}), 3-bromo-4-cloro-3-indolil fosfato 0,56mM {BCIP) y MgCl; 35,3mM en
Tns 10mM, pH %,2. La membrana se incuba con el revelador hasta que se observan bandas
violetas de la intensidad deseada (unos 3-30min) y se lava con agua para detener la

reaccion. Las membranas se escanean y se guardan secas en bolsas de plastico selladas.

Para calcular la masa de las subunidades de AChE y BuChE en las muestras

nomales y distréficas se empled el programa SigmaGel version 1.0
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20. ELECTROFOQORESIS NO DESNATURALIZANTE EN GEL

LIna forma altermativa a los analisis de sedimentacién de comprobar el grado de
hidrofobicidad de una molécula, es practicar la electroforesis de la proteina nativa en
presencia de detergentes con distintas propiedades. TX- 100 es un detergente no cargado, el
desoxicolato sédico {DOC) tiene carga negativa y CHAPS es un detergente zwitterionico.
Las moléculas hidrofSbicas se unen alos tres tipos de detergentes, por lo que su movilidad

electroforética variara en funcidn del tipo de detergente presente en ¢l gel.

El desoxicolato es una molécula con carga negativa, que al unirse a una proteina
aumenta su movilidad en el gel con respecto a la que tiene en presencia del TX-100 o
CHAPS. A su vez, el nimero de agregacion del detergente (ndmerc de moléculas por
micela) también afecta a la movilidad de las proteinas. Asi, DOC y CHAPS tienen un
nimerc de agregacion similar {3-19 y 4-14 moléculas, respectivamente), pero como el TX-
130 posee un ndmero de agregacion mayor, 100-135 moléculas, retrasara la migracion de

los agregados proteina-TX-100.

20.1. Electroforesis con TX-100/DOC/CHAPS

Para comprobar la movilidad de las formas de AChE de S, y S; de bazo, se
prepararon geles que contenian como detergente TX-100, DOC o CHAPS. Se usd el
sistema de peines y espaciadores gruesos, 1,5cm, para aumentar la cantidad de muestra en
los pocillos (60ul). La composiadn de cada gel fue la siguiente para un volumen final de
1Oml:

Agua purificada )
Tris-HC1 1,5M, pH 8.8 2
Acnlamida 28,28 -bisacrilamida 2
TX, DOC o CHAPS 10%p/v 0
Persulfato amoénico 10%p/v 0
TEMED 0
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De este modo, 1a acrilamida en el gel queda a una concentracitn final del 6% p/v v

los detergentes al 0,25% p/v, mientras que €l Tris queda a 375mM.

Preparamos dos geles con cada detergente, unc de los cuales sera empleade como

control de 1a actividad AChE {ver Apde. I1.1.12.2).

LIna vez vertida la mezcla en el sistema de cristales, introducimos los peines para la
formacidn de los pocillos. No preparamos gel concentrador {para favorecer la penetracion

de las muestras en ¢l gel en el caso de que haya agregacion de las mismas).
Preparacion de las muestras

Mientras se produce la polimerizacion del gel {aproximadamente 1h), se prepara el
tampon de carga (TC) de las muestras {al doble de la concentracidn, 2x), cuya composicion

para un volumen fnal de [ml es:

Agua purificada
Tris-HC1 1,5M, pH 8,8
Glicerol

TX, DOC o CHAPS
Azul de bromofenol

o B e I e I e e

Al anadir el tampon de carga a las muestras, los detergentes quedan a la
concentracion de 0,5%p/v. Como algunas muestras se han extraide con TX- 100 [%p/v, su
migracion en los geles de DOC y CHAPS seria diferente respecto a las que no lo poseen
el TX-100 queda a concentracion del 0,2%p/v). Por ello, se 1guala la concentracion de
TX-1) en todas las muestras cargadas en el gel, para anular las diferencias en la
migracion de las proteinas. Para las electroforesis en geles de DOC y CHAPS, a las
muestras que no llevan TX-100 se les anade un volumen adecuado de TX-100 para
alcanzar una concentracion final de ,2%p/v en el tampon de carga. En los geles de TX-
100 no es necesario ya que €l tampdn de carga lleva dicho detergente en exceso anulando

las diferencias entre 1as muestras.
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Como controles de las formas moleculares de AChE se cargan las siguientes

muestras en el gel: AChE de entrocito bovine {Ggldi:l, extracto 5; de cerebro {Gf‘ y G]A) y

SFB (G,

Los tampones de recorido también llevan el comespondiente detergente: Tris

25mM, glicina 192mM, TX-100, DOC o CHAPS 0,25%p/v, pH 8,3.

Iniciamos la electroforesis, a 7OV para los geles de TX-100 y a 30V para los de
DOC vy CHAPS a temperatura ambiente perc con agitacion para disipar €l calor generado
por la comriente eléctrica. Hemos comprobado que para los geles de DOC es necesario
realizar la electroforesis a 20-25°C (para evitar la precipitacion del detergente observada a
4°C). También tomamos la precaucidn de intercambiar cada hora los tampones de
recorrido de los depdsitos superior e inferior, asi como de medir la intensidad, el pH y la
temperatura del sistemna para constatar que se mantienen dentro de los valores adecuados.

La duracitn de las electroforesis fue de 6-8h (segin el detergente empleado).
20.2. Teiido de AChE: Método de Karnovsky y Roots

Este es un método de tincidn especifico de colinesterasas extraordinariamente

sensible, con un limite de deteccion por debajo de | ju1g de AChE nativa.

El medio de tincidn esta compueste por citrato sédice 0,1M, sulfato de Cobre
{CuS0y) 30mM, ferricianure potasico {(Ks;Fe{CNJ) 3mM al que se le anade el sustrato de
AChE, ioduro de acetiltiocolina { ATCh) 3mM.

La técnica se basa en la reduccion de KsFe{CN)s a K4Fe{CN)z por la tiocolina
liberada por la enzima y posterior precipitacién del ferrocianurc ciprico insoluble.
Después la tiocolina reduce el Cu®t a Cu* y con los ones I forma un complejo
insoluble,cobre (I)-tiocolina-I. S6lo los dos anlones, CN° y CNS, que forman sales

insolubles con el Cu(I) con I producen la reaccidn.

Lina vez finalizada la electroforesis, se lavan los geles con tampon acetato 0,2M,
CHAP5 0,25%, pH 6,5 durante Smin. Usamos CHAPS para disminuir el posible efecto

inhibidor del DOC sobre 1a actividad enzimatica.
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Posteriormente Incubamos los geles en el medio de tincidn (sin ATCh) al que
habiamos anadido CHAPS (,25% p/v ¢ 1s0-OMPA 30puM en el medic {para visualizar la
actividad AChE) durante 30min. Los geles “control” destinados a detectar la actividad de
esterasas inespecificas fueron Incubados con los inhibldores de BuChE y AChE (iso-

OMPA v BW248c51, a concentraciones de 30 y 1O)M respectivamente).

Posteriormente, se desarrolla la actividad anadiendo nuevamente disolucion de
tenido, CHAPS e inhibidores, suplementada con €l sustrato {(ATCh 3mM). El gel puede

estar en esta diselucion hasta 24h y la reaccion se detiene cambiando el medio de tenido

por agua.

Todos los pasos se realizan a temperatura ambiente ¥ con agitacion suave, en la

oscuridad.

Durante €l revelado, se apreclan en primer lugar precipitados blanquecinos {de
Cu; Fe{CN)g) poco llamativos que marcan proteinas con actividad AChE, posteriormente €l
precipitado se toma de color parde intenso {complejos de Cufl)-tiocolina-I) segin

transcurre €l tiempo y al contacto con ¢l aire.

21. DESGLICOSILACION DE LAS MOLECULAS DE AChE

Comeo la subunidad de AChE detectada en el extracto S; de bazo por €l anticuerpo
moneoclonal C-46, tenia un tamano inferior al esperado para la subunidad nativa de AChE,
cabia la posibilidad de que se tratara de una subunidad libre de carbohidratos. Para saber si
la proteina reconocida por C-46 tenia o no restos de oligoglicanos se procedid a su
desglicosilacion. Se utilizd un kit de Glyko gue lleva una N-glicanasa (PNiGasa) de
Flavobacterium meningosepticum recombinante en E.coli. Esta endoglicosidasa es una
proteina de 35kDa con pH optimo &,5, aungue mantiene el 80% de su actividad a pH 7,5-
9,5, Posee un sitio de corte altamente especifico, hidroliza el enlace entre asparragina
{Asn) y N-Acetil-glucosamina de 1a mayoria de los oligomanosas y de los N-glicanos. Esta
Tuptura no se ve afectada por la presencia de grupos fosfato, sulfato o acido sialico. Tras el

corte, 1a Asn pasa a acido aspartico { Asp).
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Como control de la actividad de la enzima {PNGasa) usamos la proteina transferrina.
A su vez, para determinar si el anticuerpo solo es capaz de reconocer a las moléculas
desglicosiladas de A ChE, pusimos otro control, el extracte 5; {rico en actividad AChE no
reconocida por el anticuerpo C-46), de modo que la aparicion de inmunomarcaje en dicho
extracto tratado con la PNGasa, comroboraria que el anticuerpo se liga Gnicamente a las

subunidades desglicosiladas.

Antes del tratamiento, hay que tener en cuenta los controles con transfermna, y con

los extractos de S| y 5; de bazo, de modo que fmalmente tenemos 6 wviales. Debido al
limitado range de concentracion de glicoproteina {30-500pg) que se puede tratar en cada
ensayo, €s necesario diluir §; a la mitad con HEPES 20mM. Empleamos 35ul de cada

muestra {que en €l caso de la transferrina corresponden a 31.g).

Anadimos 1,601 de SDS/R-ME a cada vial para que concentracion final de 5D5 sea
0,1% vy lade }-MetOH 50mM. Desnaturalizamos las protefnas calentando a 100°C durante
Smin. La desnaturalizacion previa mejora la accion de la PNGasa y su capacidad para

eliminar los N-glicanos.

Anadimos a todos los viales 1,6pl de Nomdet P-40 {(NP-4{), que queda a una
concentracion final de 0,75%. Este detergente no 16nico va a contrarrestar €l posible efecto

inhibidor de los detergentes 16nicos presentes €n la muestra sobre 1la PNGasa.

Finalmente anadimos Zpl de HEPES 20mM a los wviales “control” v 2pl de
N-glicanasa (PNGasa) a los viales “prueba™. Incubamos durante 4h a 25°C y luego a 37°C
durante 16-20h.

La reaccion se detiene con la adicion de 5pl del tampén desnaturalizante de
electroforesis. Las muestras se hierven y someten a electroforesis y Western blot con el

anticuerpo monoclonal C-46.
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22. CROMATOGRAFIA DE AFINIDAD EN EDROFONIO-
AGAROSA.

El edrofonio es un inhibidor reversible que se une al subsitio anidnico del centro
activo. Basandonos en esta propiedad, la sintesis de un gel de atimidad con este inhibidor
puede ser de gran ayuda en los procesos de purificacion y concentracion de las moléculas

de ChE para estudios posteriores.
22.1. Sintesis del gel de afinidad

Como soporte usamos Sepharose epoxi-activada (SIGMA), con capacidad de unir
diferentes ligandos. Como la suministran desecada, hay que hidratarla antes de su uso.
Pesamos lg de agarosa y la hidratamos con agua bidestilada unas 48h. Tras 1a hidratacicn,

se obtienen unos 3,5ml de gel {lo que concuerda con las instrucciones del fabricante).

Lavamos €l gel con ¢l fin de eliminar la lactosa empleada como estabilizante. El gel
se reparte en ocho tubos de vidrio de 1 0ml, completando el volumen con agua bidestilada
Agitamos por inversion y centrifugamos los tubos a 4000rpm, Smin. Repetimos el procese

3 veces y finalmente recogemos el gel en un solo tubo.

Para unir €l ligando al gel, mezclamos: una parte de gel v dos partes de la disolucion
Ed 0,2M. Ajustamos €l pH del medic a [0 con NaOH e mcubamos a 35°C {en estufa) 24h
con agitacion. Seguldamente se pone €l gel en una columna cromatografica de [Jom x
lem y se elimina el Ed no unido lavande el gel, a temperatura ambiente, con acetato sédico
0,1M pH 6,5 (50ml}, luego con borate sodico 12mM pH 10 {530ml} v finalmente con agua
bidestilada {200ml). Una vez lavada, la matriz se pone en un tubo de vidrio y se
resuspende en su volumen de tampon HEPES saline (NaCl |M, HEPES 15mM, pH 7.5)
para dar una relacion: 2 volimenes de suspension/volumen de gel. Se anade azida sodica al

0,02% vy se conserva a 4°C.

Después de unir la AChE a la matriz, se puede liberar la proteina ligada
especificamente anadiendo Ed 12ZmM y NaCl 0,5M en tampén fosfato sédico X0mM,
pH 8,0. 51 se desea regenerar la matriz de afinidad, hay que lavarla con NaOH 1M (50
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veces el volumen del gel) y proceder con la secuencia de acetato sodico, borato sodico v

agua antes mencionada.
22,2, Unidn de la AChE de bazo a edrofonio-agarosa

A diferencia de las moléculas anfifilicas de AChE, las formas de secrecidn
{hidrofilicas) se unen totalmente a la resina de edrofonio-agarosa | Flores-Flores, Martinez-
Martinez, et al. 1996 PO72 fid}. La presencia de moléculas de secrecion en bazo fue
analizada por ensayos de unidén a edrofonio-agarosa, con la finalidad de determinar mas a
fondo el caraceer anfifilico o hidrofilico de las moléculas de AChE, sobre todo tras los

resultados obtenidos mediante cromatografia hidrofobica en fenil-Sepharose.

Se prepararon alicuotas de gel a las que se les anadid un volumen de los extractos S,
y 57 diluidos a la mitad en HEPES 15mM para disminuir la fuerza 16nica y la cantidad de
detergente {en S;). La relacion establecida fuer 2,5 volimenes de muestra (sin
diluiryvelumen de gel. Como control de la union inespecifica de la enzima se usd

Sepharose libre del ligando.

A su vez, como control positive de la fijacion de AChE en el gel, se usé una muestra
de suero fetal bovino (SFB) a una relacion 30 volimenes de muestra {sin diluir)fvolumen
de gel, o lo que es 1o misme, 1400U S5FB/ml gel. Tras incubar a 4°C durante 16-20h, la
actividad AChE no unida al gel se separard por centrifugacion a 3000rpm, Smin; las

moléculas no ligadas al gel se identificaron por andlisis de sedimentacion en gradientes con

TX-100.

23. UNION DE AChE A FASCICULINA-2

La fasciculina-2 {fas-2) es una toxina polipeptidica extraida del veneno de serpientes
| Boume, Taylor, et al. 1995 0134 /Aid}, constituida por 61 aminoacidos. Pertenece a la
familia de toxinas con tres dedos de serpiente, que ineluye a las a-neurotoxinas, proteinas
gque bloquean de forma selectiva los receptores nicotinicos de ACh {Changeux, Kasal, et
al. 19704521 /id} ¥ a los agonistas de un subtipo especifico de receptor muscarinico. Las
fasciculinas son los (nicos péptidos que inhiben especificamente a la AChE. El péptido de

A1 aminoacidos que constituye la fasciculina, adopta una conformacion en tres hélices
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debido al establecimiento de 4 enlaces disulfuro. De ellos, €l bucle II esta constituido por
un conjunto de residuos hidrofobicos que interaccionan con el sitio anidnico periférice de
la enzima, ocluyendo estéricamente el acceso del sustrato al sitio catalitico. El bucle I
encaja en una hendidura préxima a la entrada del desfiladero catalitico que permite el
aumente de la superficie de contacto del bucle I con la abertura del desfiladero. De esta
forma, el péptido establece miltiples Interacciones polares ¢ hidrofdbicas blogueando
estéricamente el acceso de los ligandos. Se ha observade que la unidn de la fasciculina
induce ¢l estrechamiento del hueco catalitico y altera €l reordenamiento de la triada

catalitica, de manera que la fasciculina inhibe a la AChE de manera alostérica y dinamica

I Tai, Shen, et al. 2002 3835 /id 1.

loap Hi

Figura 1L.5. Interaccién de AChE con fasciculina. En la izguierda se presenta la
conformacion en ires lazos o bucles del péptido de fascienlina debido a 1a formacion de 4
enlaces disulfuro enire residuos de cisieina. Los exiremos amino ¥ carboxilo erminal del
péptido se marcan en azul y rojo, respectivarmenie. En la derecha se rmesira 1a unidn del
bucle 11 (central) de la fasciculina con €] PAS de 1a AChE de raidn, susteniada por la
interaccitn de los otros dos bucles con 1a molécula de AChE. Esia asociacion da lugar a
una serie de reordenamienios conformacionales que afectan al ceniro activo de 1a AChE v
al bucle 2 de cisteinas CysdP-Cys6, en particular a a cadena lateral del Trp86 {Tai, Shen,
et al. 2002 3835 Ad}. Como consecuencia se produce 1a inhibicidn enzimdiica.
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El bucle © {Cys69-Cys96, ver Fig. 1.13) de AChE posee cierta flexibilidad, que se
manifiesta en cambios conformacionales originados por la union de ligandos al centro
activo o al PAS de 1a melécula de AChE. El marcaje del bucle con un fluordtore como ¢l
acrilodan, ofrece diferentes espectros en funcidn de la conformacion adoptada. La
flexibilidad del bucle es capaz de disciminar entre pequenos cambios en el centro activo,
como son la fostorilacién o la carbamilacion de la Ser activa, que se traducen en diferentes
espectros de fluorescenclia La unidn de fasciculina-2 al PAS de la AChE, aungue no afecta
a la unidn del ligando, produce un cambio conformacional dominante en el bucle Q de la
AChE, de modo que 1a toxina podria ser muy atil para 1dentificar las moléculas de AChE
gque han estado expuestas a organofosforados o a diversos inhibidores, en funcion de los

cambios de fluorescenciaen la enzima modificada {Shi, Radic', et al. 2002 4522 Ad}.

Ya que las moléculas de BuChE carecen del PAS, la matnz con fas-2 puede ser
empleada en procesos de separacion y purificacion de AChE, como pase previo a su

caracterizacion.

En nuestro case, dade que la proporcion de moléculas de BuChE en los extractos de
bazo es insignificante, 1la unién de AChE de bazo a fasciculina-2 es dtil para identificar y

separar las diferentes formas enzimaticas.

23.1. Sintesis del gel de afinidad de fasciculina-2

Como matriz usamos 5Sepharose activada con bromuro de  clandgeno
{CNBr-activated Seph 4B, Pharmacia). Pesamos {,1g de resina en un vaso y la hidratamos
con 3-4ml de HCl ImM unos 30min {segim el fabricante, lg de resina hidratada
proporciona 4-ml de gel). Transcurride ese tiempo, dividimos el volumen de gel en dos
tubos eppendorf de 2ml para facilitar su lavado. La resina se lava ¥ veces anadiendo HCI
ImM hasta un volumen de |,5ml; los sobrenadantes se eliminan por centrifugacion a
3000rpm, dmin. En los oche lavados siguientes se utiliza el tampén de acoplamiento {NaCl
1M, fosfato s&dico 0, 1M, pH 7,0) para acondicionar el gel al paso de unidn del ligando. La
eleccion del pH del tamp&n de acoplamiento viene dada por la velocidad de union del
ligande al gel; a pH 7,0 se consigue ralentizar 1a unidn de la fasciculina-2 y garantizar una

buena interaccion. En defmitiva, tras los ocho lavados con el tampon de acoplamiento y

- 1114, Unién de AChE a Fascicnlina-2 -



172 — Materiales v Métodos - Capitulo 11

reunimos €l gel en un sole tubo. Entre lavados, dejamos incubar la matriz en el agitador

orbital a temperatura ambiente umos minutos.

A continuacién, se disuelven 100Ug de fasciculina en 0,5ml de tampdn de
acoplamiente, quedando a concentracidn 28,7uM, o lo que es lo misme a 0,2pg/ pl. Con
mucho cuidado se retira el sobrenadante del dlimo lavado del gel y anadimes la
fasciculina-2. Agitamos invirtiendo el eppendort varlas veces (no se usa el agitador; e
iniciamos la incubacidn de la resina y ¢l ligando en agitacién orbital a 4°C {a esta
temperatura la unidn de fas-2 a la matriz es mas lenta y, por consiguiente, mas especifica).
La unidn de fas-2 al gel se controla midiendoe la absorbancia a 280nm, asi como valorande
la concentracion proteica, por €l método de Bradford, en las fracciones acuosas de la
mezcla fas-2-gel tomadas a distintos tiempos. La fase de acoplamiento termina cuando se

comprueba que €l 80-20% de la fasciculina-2 ha quedado retenida en el gel.

Después de centrifugar el gel a 3000rpm, dmin, se retira €l scbrenadante {se reserva).
La fasciculina no ligada fuertemente se elimina lavando 7 wveces con tampdn de

acoplamiento {llevando el volumen del gel a 1,5ml).

Para bloquear los sitios libres de la matriz se anade etanclamma [M pH 8,0. En esta
ocasion, interesa que €l bloqueo sea rapido, por lo que agitamos suavemente ¢l gel a

temperatura ambiente, 24h, cambiande la etanolamina cada clernto tempo.

Tras el blogueo se inicla una sene de lavados con cambios bruscos de pH con el fin
de eliminar tode aquello que se haya unido Inespecificamente. Los tampones de lavado

contlenen elevada concentracion de sal:
+ Trns0,1M, NaCl 0,5M, pH 8,0
+ Acetato 0,1M, NaCl 0,5M, pH 4,0

Lavamos alternativamente cinco veces con cada tampon, llevando el volumen a
1,5ml. El proceso se repile tres veces, lo que supone usar unos 25ml {30 veces el volumen

del gel) de cada tampdn.

Finalmente equilibramos el gel en el propio tampdn de acoplamiento {10 lavados de
1,5ml) y medimos el volumen de 1a resina {aproximadamente 260pl).
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Resuspendemos el gel en tampdn NaCl 0,5M, HEPES 15mM, TX-100 0,5%, fosfato
sodico 30mM, pH 7.5, con azida sodica al 0,02% segin la relaciom 2 volimenes

suspensidn/volumen gel. Conservamos a 4°C.
23.2. Unidn de la AChE de bazo a fasciculina-Sepharose

Antes de usarla, la resina de fasciculina-Sepharose se diluye 1:4 con Sepharose libre
de fasciculina. A continuacion se toman 301l de la resina diluida (*prueba™) y 50ul de
Sepharose (“control™) y se lavan 3 veces con el mismo tampon de las muesiras que se van
a incubar {NaCl O0,5M, HEPES 7,5mM, fosfato sédico 50mM, TX-100 0,5%, pH 7,3).
Seguidamente, se anade la muestra {,5ml)}, diluida a la mitad con tampdn fosfato sédico
0,1M, pH 7,5, para rebajar 1a fuerza ionica y la cantidad de detergente. Usamos el 5, v el
57 de bazo normal y come control de 1a capacidad de unidn de la fasciculina-2 empleamos

una muestra con elevada actividad AChE, un extracto §; de cerebro de ratdn.

Incubamos la muestra con la matriz 16-20h con agitacion orbital a 4°C y
posteriormente centrifugamos la mezcla a 3000rpm > min para separar la fraccion no unida
al gel. El grade de unidn a fasciculina-2 se determina comparande los perfiles de las
muestras incubadas solo con la Sepharose y con la fas2-5epharose en un analisis de

sedimentacion con Tx-100.

24. TRATAMIENTO ESTADISTICO DE LOS DATOS

En general, los resultados recogidos en la Memoria se expresan como media + la
desviacion estandar. La posible diferencla estadistica, en cuanto a actividad colinesterasica
y al contenido de proteina, entre las muestras de tejidos normales y tumorales se evalud
con la prueba no paramétnca de la U de Mann-Whitney. Se establecid un intervalo de
conflanza del 953%; p<0,05 y se utilizd el programa estadistico SP5S para Windows

{version 9,0}
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25. ANALISIS DE LOS TRANSCRITOS DE ACHE EN TEJIDOS
DE RATON NORMAL Y DISTROFICO.

La identificacion y cuantificacion de los diferentes transcritos de AChE en Srganos
de raton normales y distréficos nos permite subir un escalén en ¢l estudio de las bases

moleculares que subyacen en esta patologia, al menos en relacion con las ChEs.
25.1. Extraccion del ARN

Partimos de material fresco, extraido de animales recién sacrificados y perfundidos.
Lavamos los &rganos en tampon saline con EDTA {NaCl 134mM, EDTA 54mM, pH 7,4
para eliminar mejor la sangre, minimizande asi la posible contaminacion de las muestras

con ¢l material genético de las cé€lulas sanguineas.

Se extrajo el ARN de bazo, imo, misculo, médula Ssea y médula espinal de ratones

controles y distréficos.

Antes de comenzar cualquier operacion, hemos de aseguramos de que todo ¢l
material es estéril y libre de RNasas (RNase free, Rf). El autoclavado solo esteriliza (St) y
el previo calentamiento a |80°C 4-5h en homo Pasteur también elimina RNasas (StRf) v
acidos nucleicos contaminantes. Las diseluciones tratadas con dietilpirocarbonate {DEPC)

y autoclavadas son StRE.

A partir de este momento denominaremos a los materiales estériles {autoclavados)
como St v los que ademas sean libres de RNasas (sometidos a calentamiento en €l homo

Pasteur), StRf.

Las muestras se mantienen en hielo en todo momento. Inmediatamente después de
obtener los Grganos, se pesan y homogeneizan en TRIZOL segim la relaciom 30-100mg de
tejido por ml de TRIZOL {previamente hemos atemperado ¢l reactivo, que normalmente se
conserva a 4°C). El TRIZDL es una disolucién monofasica de fenol e isotioclanato de
guanidina. El rendimiento de extraccion de ARN es mejor con TRIZOL que con el método
desarrellado por Chomczynski y Sacchl {Chomczynski & Sacchi 1987 3836 /id}. E
TRIZOL asegura la integridad del ARN durante el proceso de homogeneizacion de la

muestra inhibiendo las ENasas del medio.
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Para facilitar la homogenelizacion, las muestras se rocean con ayuda de un bisturi
{StRf). Los &rganos se homogenizan con un polytron {Ultra Tumax T8, IKA
Labortechnik), dando 4 pulsos de 13seg a alta velocidad, con intermedios de lmin.
Inmediatamente el homogenado se pasa a un eppendorf de Zml (StRf) y se conserva a
-80°C. En este punto, la muestra puede ser conservada durante un mes. Ademas, la

congelacion mejora considerablemente el rendimiento y 1a pureza del ARN.

Para continuar la extraccion del ARN, la muestra se descongela lentamente en hielo
y se incuba a 20-25°C 5Smin. En estas condiciones los complejos nucleoproteicos se
disocian completamente. Se centrifuga a 12000g., 10min a 4°C, para conseguir clarificar

las muestras, debido a su alto contenido en proteinas, cldos grasos y polisacandos.

El ARN se aisla anadiendo cloroformo al  sobrenadante  clanficado
{0,2ml/ml TRIZOL) seguido de una separacion de fases. Tras anadir el cloroforme la
muestra se agita vigorosamente 13seg y se incuba 2-3min a 20-25°C. Al centrifugar a
1200084, 1dmin, 4°C, la mezcla se separa en una fase Inferior organica rica en
fenol-cloroformo (rojaj), una interfase blanquecina y otra fase superior, acuosa e Incolora
que lleva el ARN. La capa acuosa se recoge cuidadosamente con una microplpeta, para
evitar arrastrar cualquler contaminacion, y se deposita en otro eppendorf {SIRf). Después,
se precipita el ARN con alcohol isopropilice (0,5ml/ml TRIZOL). Agitamos varias veces
por Inversion y dejamos incubar a T® ambiente 10min. Tras centrifugar a 12000g,,, 10min,

4°C, el ARN precipita en forma de gel, aunque a veces no se aprecia €l gel.

El precipitado se lava con etanol al 73% en la proporcion: ImlVml TRIZOL v se
agita por mversion. Centnfugamos a 7400g,,, Smin, 4°C, eliminamos el sobrenadante y
dejamos secar el pellet durante 3-10min en una campana de extraccién de gases. Es
convenlente no secar las muestras completamente ya que entonces disminuye la
solubilidad del ARN. Redisolvemos €] ARN en un volumen de H:O {tratada con DEPC,
StRf}, que depende de la concentracidn requerida (superior a lug/ul). Este volumen se

calcula con la sigulente f&rmula:

mg tejido x rdto tedrico {ug ARN/me tejido
Vol H:O (ul)= 5’ - (ng /mg tejido)
concentracion (ug,/ pl)
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El rendimiento tedrico {dato aportado por la bibliografia) es la cantidad esperada de
ARN por mg de tejido. Tras agitar suavemente, incubamos los extractos a 35°C, 10min ¥

medimos la concentracionde ARN y su pureza.

25.1.1. Medida de la cantidad y pureza de ARN.

Tomamos 2pl de 1a muestra y se llevan a un volumen final de Iml con H:O (StRf)

en una cubeta de cuarzo. Agitamos y medimos la absorbancia a 260 y 280nm.

Para el calculo de la concentracion de ARN usamos la fdrmula;

Vi (ul
Cone (pg/pl)= Asmx 40 (ug/ml) x 0.001 (ml/pl) x ()
WV l:}l}]

Una unidad de absorbancia corresponde a una concentracion de 40pe/ml de acido
nucleico (ADN o ARN) de una sola hebra. V1 es €l volumen total de medida (1ml) y Vi

es €l volumen de muestra {2pl).

Larelacion entre las lecturas a 260 v 280 nm { A 250/ A 250, proporciona una estimacion
de la pureza del acido nuclelico segin el método de Warburg y Christian {1942). Los acidos
nucleicos absorben fuertemente a 260nm vy las proteinas a 280nm. Las preparaciones puras
de ADN y ARN muestran valores de |8 v 2,0 respectivamente. Cuanto mayor sea la

contaminacidn con proteinas o fenol, menor serd la relacién Agee/ Azso.

Una wez calculada la concentracion de las muestras calculamos el rendimiento real

del proceso y preparamos alicuotas de ARN {1 jg/uly que congelamos a -80°C.
252, Transcripcion inversa o retrotranscripcion

La técnica mas sensible para detectar y cuantificar el ARN es la transcripcin inversa
seguida por la reaccion en cadena de la polimerasa o RT-PCR. Consiste en la sintesis de
una hebra de ADN copia del ARN o ADNc, mediante transcripcion inversa, y la posterior

amplificacién del ADNc por la polimerasa en una reaccion de PCR.
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Para este proceso disefamos un programa en ¢l termociclador que nos permite

controlar las condiciones de temperatura requernidas en cada pasc de la reaccion.

En cada tubo eppendorf (StRf) colocamos Sug de ARN total {son 5] si partimos de
una concentracion de ARN de 1pg/ply y 4,851 de HaO (StRf). Con el agua, intentamos
evitar que ¢l ARN se pegue al tubo de reaccion. Ponemos los tubos en el termociclador e
iniciamos el programa calentando a 70°C, 10min, para desnaturalizar el ARN y eliminar
las posibles estructuras secundarias gque puedan impedir la unién de los primers o

cebadores. Las muestras desnaturalizadas se ponen rapidamente en hielo.

Inmediatamente antes de su uso, se prepara la mezcla con €l resto de componentes

de la reacciom

Orden Reaciivo Yolumen Concentracion final

Tampon de reaccion First Strand Buffer 5x

L (Trs-HC] 250mM pH 8.3, KCI 375mM y MeCl, 4 Ix
15mM)

2 DTTO,1M 2 10uM

3 Random decamers 2 50pM

4 Mezcla ANTPs 10mM 1 200uM

5 Inhibidor de 1a ribonucleasa (130U L) 0,15 20U

Los decameros aleatorios,Random decamers”, son secuencias de nucleétidos al azar
gque se unen al ARN y actian como cebadores para la sintesis in vitro de ADNc. Al
contraric que los primers especificos, permiten la amplificacién de todo el ARN de la
muestra, lo que es importante para amplificar los estindares intermmos en estudios de

cuantificacion.
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Ponemos los 9,150 de la mezcla en cada tubo, de modo que €l volumen final es de
19ul. Agitamos suavemente €l tubo eppendorf para mezclar los reactivos v el RNA v
calentamos a 42°C, 2min, para preparar las condiciones optimas de la accidn enzimatica y

para permitir que los primers se unan al ARN.

Luego, anadimos 1pl {200U) de retrotranscriptasa M-MLV RT (retrotranscriptasa
del virus de la leucemina murina de Moloney; Invitrogen) a cada tubo de reaccidn,
alcanzando asi un volumen de 20pl. Agitamos suavemente con la mano y centrifugamos

ligeramente para reunir €l contenido de los tubos.

Colocamos los tubos en el termociclador ¥ continuamos con el programa de RT-
PCR. La reaccion se desarmolla a 42°C durante 30min; posteriormente se calienta a 72°C,
1 5min, para inactivar la enzima. Finalizado ¢l proceso, los tubos de reaccion se centrifugan

brevemente y se conservan a -20°C.

Todos los componentes de la reaccidn se conservan a -20°C; cuando se necesitan, se
descongelan lentamente en hielo, excepto la retrotranscriptasa, que se mantiene a -20°C

hasta €]l momento de su uso.

A su vez, en el medio de reaccidn todos los componentes se encuentran en €xceso,

de modo que el ARNm sea el dnico elemento limitante en la reaccion.

25.3. Amplificacion de los transcritos de AChE por PCR

La reaccién en cadena de la polimerasa {conocida como PCR por sus siglas en
inglés, Polymerase Chain Reaction) permite amplificar mas de un millén de veces una

determinada secuencia de ADN.

En una reaccion de PCR se utilizan dos oligonucledtidos sintéticos {primers) de unas
20 bases que son complementarios a las zonas delimitantes de la regidn que se quiere

amplificar.

Debide a que los transcritos de AChE se originan por corte y empalme (splicing)
alternative de un preARNm v que comparten gran parte de su secuencla, s precisc

emplear una bateria de primers especificos que nos permitan amplificar de forma
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individualizada cada uno de los transcritos de AChE (R, H o T). Los cebadores se
disenaron de modo que contuvieran las secuencias terminales e miclales de los exones
flanqueantes de un Intrén. Con ello, dado el diferente procesamiento de cada transcrito, nos
aseguramos una amplificacion selectiva y evitamos la amplificacion del ADN gendmico o
del ADNc del ARN inmmaduro, gque son un Inconvenlente para los ensayos de

cuantificacion.

En el esquema de la Figura IL5 {A), se describe la estrategia seguida para la
amplificacion especifica de cada transcrito de AChE, mientras que en {B) se dan las
secuenclas de los primers empleados y la posicion de hibridacion en la secuencia del gen

ACHE de ratén.

Figura 1L5. Posicién de los primers especificos para los de AChE de raton. En A
se ofrece un esguema del gen ACHE con todos Tos exones que lo constituyen (los que no se
traducen, los constituiivos ¥ Jos variables segtin cada transerito), se incluyen ] intrdn 13,
que es eliminado durante €] procesamienio postranscripeional v €l intrdn 14, gque sblo se
conserva en €] ARNm para la subunidad R. Los primers usados para amplificar
especificarnente cada transerito se represenian como flechas cuya punia indica la
orientacion de hibridacidn y posterior elongacidn por la Tag polimerasa (3" 0 37 En B s
muesira un fragmento de la secuencia del cosmido AF312033 que contiene parte del gen de
AChE de ratdn (se maniiene €] codigo de colores ermpleado en el esquerna A para identificar
los exones constituiivos, los variables en cada iranscriio y los intrones). El exdn E3 ocupa
las posiciones 10723-112007, lo gue supone un tamafio de 483bp. en negro se represenian
las bases correspondientes a Jos extremos inicial y final del intrdn 3 (omitimos parie de su
secuencia que realmente ocupa las posiciones 11208-12433, 1226bp); €] exon E4, con
120bp se extiende entre 1as posiciones 12434 v 12603, Le sigue €] intrdn 14, caracteristico
de las subunidades R (12604-12719, 116bp) y el exdn E3, cormin en los transeritos de R y H,
aungue s6lo se expresa en las subunidades H (12720-13383, 664bp). Finalmente, €] exon
Ef, traducido tnicamente en las subunidades T, posee un tamafio de 348bp aungue en el
fragmento del gen mosirado no aparece compleio. Sobre 1a secuencia del gen, indicamos 1a
posicion de hibridacion de los primers exclusivos para cada transcrito empleados en los
anilisis de PCR, resaliando las bases en maydscula y negriia. Asi mismo, debajo se deialla
la composicion de los primers, asi como 1a secuencia del gen con 1a que hibridan. Las zonas
de inkerseccion entre exones vienen subrayadas en la secuencia de los primers (a excepeidn
del prirmer 52 cuya secuencia hibrida totalmente con el intron 14).
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Organizacion y procesamiento alternativo
del gen de AChE en mamiferos

-
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S T Teu Treelll TGA
E1I f’
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pEl P2
- :
pEl nE3
mp-
P31 PS5 Exones que sufren ensamblado alternativo:
A . . . I4, que se traduce sdlo en las formas R
Intran incluido en la regidn amplificada (probables mondmeros hidroflicos)
E3, que se traduce solo en las formas H
Exones que no se traducen (anfifilicas, con GPI)
Exones invariables que codifican Ef, que se traduce solo las formas T
el dominio catalitico (hidrofilicas, o anfifilicas sin GPI)

Amplificacion de los transcritos de AChE

Transcrito R, que se traduce en formas R (posibles mondmeros hidrofilicos) de AChE:

Pl Pz
Transcrito H, que produce formas H (anfifilicas, con GPI):

pEl ps3
Transcrito T, que origina formas T (hidrofilicas, o anfifilicas sin GFI):

“'1.
- -

=

psl  pss A
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Posicion de los primers 51-55 sobre la secuencia
del gen de AChE de raton

D723

10741 aaggacgagg goctocctactt toctggtttac
10801 tctoctcatca gocgggocca gttocctggot
10891 gacctggcogg cocgaggoctgt ggtcctgocat
10921 actcacctga gagatgcoccat gagtgocagtg
10881 gcccagotgg ctgggocgact ggoctgoccaa
11041 caccgtgoct cocacactgac ttggocooto
11101 gagttcatct ttgggoctcoccc coctggatocoo
11141 tttgoctcagc gacttatgaa atactggace
12421 tttoccttoct n:agn:cc aatgaccctc
12481 acaccactgc cgcgcocagcocaa tatgtgagoco
12541 gactgcgcgc ccagacctgoc gocttoctgga
12541

12a0l (coe |

l2all |[Coa

12aal

12721 [CACGGREGCT CCTT|gcaccot o

12781 gccggactta gococtgtococo

12841 o« acty caatootbbo

12801 o ccctotocagg

12961 o gggatotbbg aada
13021 = ttatootbbg

13081 agccaaagqgg

13141 » catgaacocot to

13201 g tottoctote

13241 - tocaco =

13321 o cactacocoga t
13381 cagATACTCT GEACGAGGCE| gagogocagt
13441 acatggtgca ctggaagaac cagttcgace
123501 tgtga

ggggtcccag
ggggtgcgga
tacacagact
gtaggcgace
g999--=999

tggatggggyg
togoctgaact

gtgctggt
gcttcagcocaa
tocggtgtaceo
ggttgcacco
acaacgttgt
tctatgoccocta
tgocccocatgg
acaccasgga

aATTTTECCO

GCACREE] o

gagactccaa
tgaacctgaa
atcgotttct

cocttttocto

dadqTas

= ccoccactococat

attocaaaaaa

gtgttga

:atmmtgtm
cacctoctocco

Cogqacd El.'l.'-g!::

ggaaggccga
actatagcaa

T ooctbgo

atctoccacag
goccttagag

ccoccaaattg

gaggoggoos

ctcocca
actta
toctca
cagqgat
ggggagacd
totgtatct

) il el s )
ttcattctco
gtgtg:

gttccaccgco
gocaggagcgco

EPrimer S1: privner Forward en inlerseecidn EXEB4 exclusivo de RN A maduro.

Frimer:

5 -ATTTT GCCCG CACAG GEEAC -3

(Coincide com secuencia en gen)

El’rimﬂ' 52: primer Reverse en intrdn 4, exclusivo de transcrilo R

Frimer:

3ec en gen:

L1
5

COOCAR CTOCA TGOS COTRAD ar
gtag gogca tggag tgggg 37

gggtgtggty
agacaatgaa
ccaagcaagt
tgaggaccct
gtgccetgtg
catctttgaa
ctatgaaatc
ggagaggatc
agtggtattg

tggccaccgt
gtgcggsggg

ctca gcgccE

tggagctoct
tgctcagaces

Primer 53: privner Reverse en interseccidn BA/ES (zoma subrayada en la secuenciad, exclusivo de wansorio H.

Frimer:

dec en gen:

Primer 55

L
5

3r
7

AAGGA GOCTC CATaGd COGAET
accg ccdacg gaggdgc toctt

Primer: 5’ COCT CETOC RGAGT ATCGG T
dec en gen: 5 a ccgat actct ggacg aggeg
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Para amplificar los transcritos de AChE se emplean combinaciones del primer 37
fprimer 31} ¥ uno de los primers 32-35 que hibridan en secuencias especificas de cada
transcrito, segdn viene indicado en la Figura IL5. El primer 51 se sitda en la zona de
empalme E3-E4, con lo que sélo amplificara los ARNm y no el ADN gendmico ni el
derivado de los transcritos primarios, que adn conservan €l intrén [3. La amplificacion
selectiva de los transcritos R (E3-E4-14-E5-E6) se asegura situando ¢l primer 37 {p32) en
el intron M. 81 situamos el primer 37 {(p23) entre los exones 4 y 3 (nlcamente se
amplificaria el transcrite H {E3-E4-E5-E6). Para la amplificacion del transcrite T {E3-E4-
Ef) empleamos el primer 37 que hibrida con el extremo 3'del exdn 4 y el extremo 57 del

exon 6 {p23).

La reaccion se llevd a cabo mediante una sene de ciclos, cada uno de los cuales

incluye tres pasos:

* Desnaturalizacidn del ADN, mediante calentamiento a 24°C, que rompe los puentes de

hidrogeno entre las bases y separa las dos hebras de ADN.

* Annealing o hibridacion de los pnmers a las secuencias de los extremos del fragmento

a amplificar.

* Extension de los cebadores mediante la adicion de nucledtidos en su extreme 37 por la

Tag polimerasa.

Realizamos una serie de ensayos para determinar las condiciones de temperatura y
tiempo Optimos en cada paso para 1dentificar los transcritos en los distintos tejidos, asi
como la cantidad de ADNc de partida v en nimerc de ciclos a realizar. Finalmente las
condiciones optimas para estudiar los transcritos fueron las siguientes: desnaturalizacién a
94°C, 2Zmin; annealing a 63°C, 20s; extension a 65°C, 40s. El ndmero de ciclos varid entre

30y 40.

Es imprescindible minimizar los posibles errores de pipeteo, para lo cual se preparan
mezclas madre o cocktails que se reparten entre los diferentes tubos, asi como las

amplificaciones inespecificas, por lo que todos los reactivos se mantienen en hielo y no
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entran en contacto hasta el dltimo momento, antes de pasarlos al termociclador ya

precalentado a la temperatura ptima.

Para la amplificacién de los transcritos R y T partimos de 111l de ADNc, mientras
que para el transcrito H fue necesario duplicar €l volumen. En cualquier caso, €l volumen

en ¢l tubo de reaccion se llevd a 20ul con HaO (StR1).

Adicionamos 1,3l de los prmers 57 y 37 idoneos para cada transcrito en la pared del
tubo de reaccidn, evitando que entren en contacto con €l ADNc hasta €]l momento de
iniciar la PCR. La concentracion de los primers es 10uM, por le gque en el medio de
reaccién quedan a una concentracicn final de 0,3uM. Previamente se ha preparado un
cocktail con el resto de componentes. La siguiente tabla indica el orden de adicion de cada

uno de ellos, asi como la concentracion a la que quedan en los 30ul del medio de reaccidm

Orden Reactivo Yolumen Concentracisn final

l H.O (SiRT) 18 -

Tampdn de reaccion 10

2 (Tris-HCI 100mM pH 8.3, KC 500rM, MgCl, 5 Ix (2,5mM Mg™)
25mM)

3 DMSO 2,5 5% viv

4 Mezcla ANTPs 10mM 1 200uM

3 Hotmasier Tag ADN polimerasa (SU/p) 0,5 0,050/

El DMS50O ({dimetilsulfoxido) es un adyuvante que mejora el rendimiente vy la

especificidad de 1a PCR.

Utiizamos una Taq polimerasa “Hot Start™ (de Eppendorf), que se activa sélo a

elevadas temperaturas; de esta forma evitamos la elongacion no especifica de los primers,

- 1114, Unién de AChE a Fascicnlina-2 -



que da lugar a los denominados dimeros de primers o primers-dimers. La enzima se

mantiene a -20°C hasta el momento de anadirla al coctel.

Ponemos los 271l de 1a mezcla en los tubos de reaccitn con el ADNc y los primers y
agitamos suavemente. Centrifugamos brevemente los tubos para juntar €l volumen en el
fondo de los viales y los colocamos en €l termociclador, iniciando el programa de PCR

disenade con las condiciones de reaccion predeterminadas anteriormente.

Una vez finalizado el programa, centrifugamos los tubos nuevamente y los

congelamos a -20°C.

Para verificar la especificidad de los resultados obtenidos se realizan controles en los
que uno o varios componentes de la reaccidn {ADNc, primers o Tag polimerasa), son

sustituidos por un volumen equivalente de H,O (StRf).

25.4. Identificacion de los transcritos amplificados en un gel de agarosa.

Los productos de reaccion de la PCR se analizan por electroforesis en un gel de
agarosa al 1,8% p/v en presencia de bromuro de etidio (EtBr). El etidio es una molécula
cuya fluorescencia es baja en estado libre, pero aumenta considerablemente cuando se

intercala entre dos pares de bases de un polinucledido.

Se diluyen 1,8 g de agarosa en 10 ml de tampon TAE 1x {tampdn de electroforesis,
Tns-acetato 40mM, EDTA 2mM, pH §,5,) calentando en placa calefactora. Una vez
disuelta, se deja enfnar la agarosa y se anaden 3ul de EtBr 10mg/ml (el EtBr es muy
sensible al calor) que queda a la concentracidn final de 0,5pg/ml. Se agita suavemente para

evitar la formacion de burbujas ¥ se deposita la disolucidn de agarosa sobre un molde,
colocando el peine para la formacion de los pocillos. Dejamos que se forme el gel

alrededor de 60min.

25.4.1. Preparacion de las muestras

Tomamos 150l de cada producto de reaccion de la PCR y le anadimes 30l de una
disolucion que contiene naranja de acridina 6x {que queda a concentracidn 1x). El

colorante facilita el depoésito de 1a muestra y nos iInforma del avance del frente durante 1a
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electroforesis. También preparamos la mezcla de los marcadores de tamano y la disolucidn

de carga en una relacion 1/6.

La composicion del colorante de carga es la siguiente {para un volumen final de 5ml

de colorante 6x);

Acid Orange
Sacarosa
EDTA 0,2M
SDS

[ [ [ —

A la mezcla se le anade aguda destilada hasta completar un volumen de dml, de
modo que en la disolucion final el colorante (range G queda a una concentracion de
0,25%p/v, la sacarosa se encuentra al 40%p/v, el EDTA a [OmM y finalmente el SDS
queda a 100mM. Una vez preparada la diseolucidn, es conveniente su filtracion a través de

un filtro de 022pum de didmetro de poro.

Lna vez preparado el gel, cargamos las muestras {1811} ¥ los marcadores {15ul) en
los pocillos. La electroforesis se desarrolla a 60V y en la oscuridad. Debide a su carga

negativa, los acidos nucléicos migran hacia el electrodo positive {(anodo) separandose en

funcidn de su tamano.

Para visualizar los productos amplificados, el gel se coloca en un trans-iluminador de
luz UV (Vilber Lourmat) ¥ se capta la imagen con una camara digital Nikon Coolpix 4300
a la que se acopla un filtro naranja. Posteriormente, los resultados se analizan {calculo del

tamano e intensidad de las bandas producto de la reaccion) con el programa de software

GelPro.

25.5. Cuantificacion relativa de los transcritos de AChHE

Para conocer la expresion de cualguier gen es necesario cuantificar el nivel de
ARNm. La variabilidad entre las muestras {debida a la distinta calidad o cantidad del
ARN), queda minimizada con el uso de un estandar intermo. Tal estandar debe mostrar una
expresidn invariable durante el ciclo celular y entre diferentes tipos celulares y no ha de

verse afectado por el tratamiento expenmental en estudio, en nuestro caso, la distrofia. La
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referencia de la amplificacién de nuestro gen respecto a la de un estindar inteme nos

permite realizar una cuantificacion relativa de la expresion génica.

De entre todos los ARNs de una célula, €l nivel mas elevado corresponden al ARN
rnbosomico (ARNr), por lo que su proporcion respecto al ARN total permanece
practicamente constante de una muestra a otra. Segin esto, ¢l ARNr se perfila como el
mejor control intemoe de una reaccidn de RT-PCR y por ello escogimos €l ARNr 185 como
estandar intemo. A su vez, la cantidad del producto correspondiente a este estandar puede
ser atenuada en funcion de la expresion del fragmento de interés mediante la adicion de
primers competidores {competimers). Estos tambien hibrndan con secuencias del ARNr,
pero tienen su extremo 37 modificado, de mode que bloguean la extension por la Taq
polimerasa, disminuyendo la eficiencia de la amplificacién del estandar intemno, el ADNc

de 185.

25.5.1. Determinacién del rango logaritmice lineal de la PCR

La velocidad de acumulacidn de los productos de una PCR depende de la eficiencia
de la amplificacion. A la hora de cuantificar los niveles de expresion de un gen para su
posterior comparacion vy analisis, debemos aseguramos de gque operamos en las
condiciones de maxima eficiencia. Para ello, es convenlente definir el rango logaritmico
lineal de cada reaccidn de PCR, que viene a ser el periodo o ndmero de ciclos en el que la
eficiencla es maxima y se mantiene constante. Cuando ésta decae, disminuye la velocidad
de acumulacion de productos. Una eficiencia optima de amplificacion es aquélla que
permite la replicacion de todos los productos de PCR en cada cicle {en cada ciclo se

duplica la cantidad de producto).

Para determinar ¢l rango lineal, se realiza una PCR con varios tubos de reaccion {9-
13} 1dénticos en su composicion. Para ello se prepara un coctel con todos los elementos de
la reaccion ¥ el ADNc obtenido a partir de la RT-PCR con “random decamers” que se

reparte en los diferentes tubos.

También preparamos un programa en ¢l TC que nos permite sacar una muestra tras
un cierto namere de ciclos y continuar la PCR con las demas muestras. Inicialmente, las

prucbas se realizan sacando muestras cada 5 ciclos para una primera localizacion de la
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zona lineal y posteriormente se afina el range sacando un tubo de reaccion cada dos ciclos.

El tubc de reaccion se pone inmediatamente en hielo.

El andlisis de los resultados se realiza mediante una electroforesis en gel de agarosa
al 1,8%p/v en presencia de BrEt. Con la ayuda de la camara digital y la aplicacion de
software de cuantificacion (GelPro) se analizan los resultados para determinar la

fluorescencia debida al EtBr en la banda de inters y para cada ciclo.

La representacion del nimerc de ciclos frente a la fluorescencia de la banda da como
resultado una curva sigmoide en la que se pueden distinguir, una fase temprana de
background en la que la fluorescencia del producte es menor que la del fondo del gel, una
fase de crecimiento exponencial que comienza cuande se ha acumulade suficiente
producto como para detectar su fluorescencia {se comesponde con la fase logaritmica

lineal) y una fase de meseta o plateau en la que decae la eficiencia de la amplificacion.

A diferencia de los analisis a punto final, los ensayos realizados en la fase
logaritmica lineal proporcionan resultados mucho mas precisos, ya que el iIncremento en la

senal se corresponde directamente con un incremento del producto de PCR.

Para los ensayos de cuantificacion se eligid el ndmero de ciclo comrespondiente al
umbral de deteccion de la fluorescencia, pues se ha observado que la fluorescencla en esta
zona ¢s Invariable ¥ que el umbral queda situado en el centro del rango lineal logaritmico

de maxmma eficiencia de la PCR.

Semin los ensayos realizados, €l umbral de fluorescencia queda establecido en el
ciclo 29 para los tres transcritos, H, R ¥ T, por 1o que los ensayos posteriores y los estudios

de cuantificacion se realizan con 29 ciclos.

25.52. Determinacién de la relacidon optima de los primers y los competimers 185

Como hemos mencionado antes, es necesario que el estandar intemo elegido para la
cuantificacion proporcione una cantidad de producto similar a la que produce €l transcrito
en estudio. De esta forma, se evita que se consuman los reactivos durante la PCR antes de
obtener un nivel suficiente del producto de interés, perdiéndose asi la amplificacion

exponencial de dicho producto. También es condicidn imprescindible que el estandar
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interno también se encuentre en la zona lineal de amplificacién bajo las condiciones de

ensayo determinadas para el transcrito en estudio.

Con la adicion de primers competidores o competimers se consigue modular la

eficiencia de amplificacion del estandar intemo, €l ARN 185 en nuestro caso.

Para determinar la proporcion optima de los primers:competimers 185 (P:C 185) se
realizan ensayos en los que se prueban varlas relaciones para dar con aquella que asegure

una amplificacion lineal ajustada a la de los transcritos en estudio.

Se prepara una mezcla madre con todos los reactivos de la PCR excepto los primers
y s¢ reparte entre los diferentes tubos de reaccion. La cantidad de ADNc que se ahade
viene determinada por el transcrito a ensayar {2pl para el transcritc H y [l para los
transcritos R ¥ T). A su vez, a cada tubo de reaccion se adiclonan 8l de la relacion de P:IC

185 que corresponda y 4yl de los primers especificos de transcrito.

38l Cocktail PCR+ ADNc

4pnl Mezcla Primers Especificos
| |

8ul Mezcla Primer:Competimer 185
I
2:18 2:20 2:22 2:20

REENS

Comeo controles de la ausencla de competencia en la amplificacion del producto de
interés v del estandar intemo, se preparan dos tubos en los gue solo se ponen los primers
especificos del producte (1) o los PIC 185 (3). De esta forma se puede determinar la
fluorescencia de cada banda aislada lo que sirve para comprobar si la eficiencia de la

amplificacién de un producto se ve alterada por la amplificacién del otro.
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Para la PCR se usaron las condiciones de temperatura ensayadas previamente

tAptdo IL2.3), asi como el nimero de ciclos determinado en el ensayo de linealidad

{Aptdo IL2.5.1).

Los resultados de la PCR se analizan en geles de agarosa (1,8%p/v) con EtBr y
nuevamente se determina la fluorescencia de las bandas de interés. La eleccion de la
relacion PiC 185 adecuada sigue dos criterios: la obtencidn de una senal en el estandar 185
similar a la del producto especifico y la ausencia de competencia entre ambos productos.
Finalmente, los resultados obtenidos indican que la relacion 2:20 de F:C 188 es la mas

1dénea para el estudio de los transcritos H,R v T

25.5.3. Cuantificacion relativa de los transcritos de AChE

LIna vez determinados los parametros de 1a PCR, el rango lineal vy el coclente optimo
de los F:C 185, podemos comenzar los experimentos de cuantificacion de nuestros

transcritos.

Se probaron los sigulentes organos: bazo, timo, misculo, médula dsea y médula

espinal de ratones control y distroficos.

Se preparan 10 wbos de reaccidn en los que se deposita el volumen de ADNc de
cada tejido adecuado para el transcrito en estudio {21l para el transcrito H y 11U para los

transcritos R y T, completando a un volumen final de 20ul con H;0O {StRf).

Se preparan las mezclas con los primers especificos de los transcritos y los P:C 185

seglin la proporcion estimada previamente (Apdo. I12.5.2):
Mezcla de primers especificos {volumen /tubo de reaccion):

H.O+DEP
Primer 57

Primer 37

Escalamos los volimenes para 11 reacciones y ponemos 4pl de la mezcla en la pared
de cada tubo de reaccion, por 1o que quedan a una concentracion final de 0,3pM en los

5041l del tubo de reaccion.
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Mezcla de primers: competimers:

185 Primer
185 Competimer

Escalamos los volimenes para 1| reacciones y ponemos &l de la mezcla en la pared
de cada tubo de reaccion, evitando el contacto con los primers especificos. Los primers y
competimers del ARNr 185 guedan a una concentracion final de 0,073 y 0,731M

respectivamente en el tubo de reaccidn.

Se prepara la mezcla madre con los reactivos de la PCR y la Tag polimerasa,

escalando 1os volimenes a 11 reacciones:

Cirden Reactivo Volumen Concentracion final

1 H, O (5iRT) g i

Tampdn de reaccion 10x

2 (Tris-HC] 100mM pH 8.3, KCI 500mM, MeCl, 3 1% (2,5mM Mg™)
25 mM}

3 DMED 2.5 3% viv

4 Mezela ANTPs 10mM | 200pM

3 Hotmasier Tag ADN polimerasa (3U/p) 0,5 0,050U/u]

Finalmente se anaden 22pl de 1a mezcla madre a cada tubo de reaccidn y tras agitar y
centrifugar, se introducen los tubos en el TC donde se lleva a cabo la reaccion con las

condiciones de hibridacién y extensién determinadas antes {Apdo. IL2.3) durante 29

ciclos {Apdo. I12.5.1).

Para revelar los productos de 1a amplificacion, las muestras se analizan en un gel al
1,8% p/v de agarosa en presencia de EtBr y se determina la fluorescencia de las bandas

especificas del transcrito y de las bandas del estandar intemo. Con el fin de comparar los
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niveles de expresion de los transcrtos en cada tejido, los datos se normalizan respecto a la
expresion del transcrito de ARNr 185, Para facilitar la comparacion entre los distintos
organos, los valores se expresan tomando como referencia los datos obtenidos para bazo

normal.
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