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CAPITULO 1:

ANTECEDENTES Y OBJETIVOS

LAS COLINESTERASAS COMO MODELO DE PROTEINAS ANFITROFICAS:

Durante 1los ultimos aflos se ha comenzado a acumular evidencias de
que muchas proteinas no pueden ser calificadas estrictamente como
citoplasmaticas o periféricas o integrales de membrana segGn los
criterios descriptos por Singer y Nicholson (1972) al formular su
modelo de membranas biolégicas. Entre ellas se encuentran: 1la
protein kinasa C (pkC) (Nishizuka vy cols., 1986); la proteina
transformante del virus del sarcoma de Rous (ppbé0=—=r<) (Buss y
cols., 1984); una forma de la molécula de adhesitn celular neural
(N-CAM) (He vy «cols., 1986); 1la glicoproteina Thy-1 (Low vy
Kincade, 198%5); asi como proteinas del citoesqueleto tales como
vinculina (Burn y Burger, 1987)3; actina (Stadler y cols., 198%5);
espectrina (Cohen vy cols., 1986); ankirina (Staufenbiel vy
Lazarides, 1984)., entre otras.

Estas proteinas pueden ser aisladas en una forma soluble
citoplasmatica, c bien en formas asociadas a membranas,
exhibiendo por lo tanto propiedades mixtas. Para muchas de ellas
se han demostrado interacciones (covalentes y no—-covalentes) con

lipidos especificos y/o membranas. Se ha propuesto que tales

proteinas constituyen una nueva clase, denominada “protelnas
anfitroficas”, para cuya asociacién a membranas tanto las
interacciones lipido-proteina como proteina-proteina serian

relevantes. (Burn F. 1988)
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Como se describird mas adelante, las enzimas acetilcolinesterasa
(E.C.3.1.1.7) y butirilcolinesterasa (E.C.3.1.1.8) existen como
urn namero de formas moleculares (asociaciones cuaternarias
oligoméricas, caracterizadas por su velocidad de sedimentacion)
que incluyen formas asimétricas (A) y globulares (G) con distinto
grado de ensamblaje. La diversidad de estas proteinas es aun méas
amplia si se considera que las formas G pueden presentarse como
formas hidrofilicas (G") y formas anfifilicas (G=*).

La secuencia completa de aquellas colinesterasas que han sido
analizadas no presenta secuencias de aminoacidos que pudieran
definir "dominios" de hidrofobicidad suficiente como para que
permitan suponer que estas especies expanden el espesor de la
membrana. Tanto 1la AchE como la ChE presentan una alta homologia
en su secuencia con el extremo C—-terminal de la tiroglobulina y
por esto alguno autores consideran que poseen una estructura
tipica de proteinas de secreciédn. En algunos casos se ha podido
establecer que las especies de AchE "unidas a membranas"
presentan modificaciones post—-traduccionales que les confieren su
caracter anfifilico -e.g. presencia de subunidad no catalitica
hidrofdbica en la G4 de nuacleo caudado de buey (Inestrosa vy
cols., 1987); anclaje glicolipldico unido covalentemente a 1la
porcion C-terminal de cada subunidad de la G2 en eritrocitos de
mami feros (Rosenberry vy Scoggin, 1984), ocvrgano eléctrico de
Torpedo (Stieger y Brodbeck, 1983y Futerman y cols., 1983c) vy

cabeza de Insectos (Fournier y cols., 1988) .
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El polimorfismo estructural y la variedad en grado de

hidrofobicidad de las colinesterasas se refleja en su
localizacidén subcelular y grado de asociacién a membranas.

Fara colinesterasas de diversos origenes, se ha encontrado gue la
solubilizaciébn cuantitativa de 1a actividad celular total no es
factible cuando se extrae en soluciones acuosas en ausencia de
detergentes; aunque usualmente una fraccidn significativa de la
misma es extralda en estas condiciones (Bon y Massoulie, 1980;
Massoulie vy Toutant, 1988). En base a este criterio se han
denominado “"soluble" y "unida a membranas” las actividades de
colinesterasas e)xtrailbles en ausencia y presencia de detergentes
no idnicos, respectivamente. Exhiben por lo tanto el
comportamiento mixto que caracteriza a las proteinas anfitréficas

tal como lo describiera Burn.

For otra parte, se ha encontrado que la actividad catalitica de
las colinesterasas no se ve modificada por el grado de ensamblaje
ni por la adqguisicién del caracter anfifilico, por lo que 1la
adquisicion de estas caracteristicas serian relevantes s6lo a la
distribucion subcelular o destino de cada molécula (Taylor vy
cols., 1987). En el caso de AchE, se han demostrado una variedad
de modificaciones post—traduccionales que determinan su
diversidad, entre las que se encuentran oligomerizacion,
glicosilacion vy adicion de dominio glicolipidico (Massoulie vy
Toutant, 1988). La simplicidad y sensibilidad con que su
actividad catalitica puede ser detectada, 1les confiere una
ventaja operativa para ser consideradas como modelo de proteinas

anfitroficas en estudios de sintesis, ensamblaje y transporte,
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asl como para estudiar los eventos moleculares que determinan su

seffalizaciébn vy localizacién subcelular y los factores que regulan

los mismos.

Como se reseffar&d a continuaciéon, 1la AchE ha sido extensivamente
estudiada, en gran medida por su conocido rol funcional en el
contexto de la transmisibn colinérgica. Tejidos en los cuales la
acetilcolina es el principal neurotransmisor contienen elevadas
sctividades de AchE, vy por 1o tanto han sido una fuente
privilegiada para estudios bioquimicos, fisiolédgicos e
histoquimicos de esta enzima. Entre estos se encuentran el
sistema nervioso central de Insectos y los édrganos eléctricos de
algunos peces (Electrophorus, telebsteo -anguila eléctrica de
agua dulce—- y Torpedoc, condrosteo -raya eléctrica marina-). La
estructura vy tipos de interaccidn de AchE han sido elucidados en
algunos casos y estudios de sintesis y transporte han sido
realizados en cultivos celulares de musculo y nervio. En
contraste, la ChE ha sido objeto de menos atencién, a pesar de su
distribucion ubicua en vertebrados, en gran medida debido a que

no se han descripto sistemas apropiados para su estudio.

En este trabajo se explord la posibilidad de encontrar un sistema
en el cual fuera factible estudiar el grado de asociaciéon a
membranas vy distribucién subcelular de AchE y ChE, y que ademas
reuniera las condiciones apropiadas para realizar estudios acerca
de los factores dinamicos que determinan la localizacién

subcelular o seffalizacion (targeting) de estas proteinas.



PROPIEDADES CATALITICAS - MECANISMO DE HIDROLISIS

Los vertebrados e invertebrados poseen esterasas denominadas
colinesterasas que hidrolizan preferentemente ésteres de colina,
a diferencia de otras esterasas (arilesterasas, esterasas
aromaticas) .

Las colinesterasas son serina—hidrolasas, que hidrolizan uniones
ésteres por un mecanismo de acilaciébn-deacilacion. Por lo tanto
son sensibles a inhibidores alquilantes irreversibles, tales como
organofosforados vy pueden ser marcadas especificamente en el
sitio activo con diisopropilfosforofluoridato (DFP) radioactivo
(revisado por Toutant J.P., 1989).

El centro catalitico de la AchE se muestra esquematicamente en la
Figura 1. Consiste de un subsitio esteratico que contiene 1la
serina activa y un sistema de relay de carga que involucra el OH
de serina, el imidazol de histidina y el COO0O~ de aspartato, y un

subsitio apnidnico (COO- 1libre de asp y/o glu) que une por

interacciones electrostaticas el amonio cuaternario de la colina
y de inhibidores reversibles tales como edrofonium.

La AchE contiene ademis uno o varios sitios anionicos adicionales
que no se encuentran en ChE.

A pesar de la hidrélisis preferencial de ésteres de colina por
las colinesterasas, estas tambien hidrolizan otros ésteres, tales
comoc sus analogos no cargados (3,3-dimetilbutilester), a una
velocidad correspondiente a 1/3 de la velocidad de los ésteres de

colina correspondientes.



Diferencias entre AchE y ChE:

En vertebrados se han descripto basicamente dos variedades
acetilcolinesterasa (AchE, E.C.3.1.1.7) y butiril-colinesterasa o
pseudocolinesterasa o colinesterasa inespecifica (ChE,
E.C.3.1.1.8).

Estas enzimas difieren fundamentalmente en su especificidad de

sustrato (Augustinsson 19633 revisado por Silver 1974). AchE
hidroliza preferentemente acetilcolina Yy no hidroliza

butirilcolina a velocidades significativas. ChE hidroliza otros
ésteres de colina ademés de acetil y butirilcolina, razon por la
que se la denomina "inespecifica"”. Otra diferencia importante es
que AchE es inhibida por altas concentraciones de acetilcolina
(*3pM), fenbmenoc que no ocurre para ChE y que se atribuye a la
union de sustrato a sitios anibnicos periféricos, presentes en
AchE y no en ChE.

Ademas de las velocidades relativas de hidrolisis de sustratos,

AchE y ChE pueden ser distinguidas por la sensibilidad a

inhibidores especificos: asi AchE es inhibida reversiblemente por
bajas concentraciones ( aproximadamente 10-7 M) de inhibidores
biscuaternarios como EBW 62 C 47 (ioduro de 1,5-bis(4—
tetrametilamoniofenil)pentano 3-ona). ChE es inhibida por bajas
concentraciones de ethopropazina (10-[2-
(dietilamino)propil Jfenotiazina) vy por el organofosforado iso-

OMFPA tetra—-mono-isopropil-pirofosfo-tetramida.

fAmbas enzimas presentan un notable paralelismo en cuanto a
estructura, mecanismo de acciédn, naturaleza de sitios activos y

asociaciones cuaternarias, 1lo que llevd a plantear la hipotesis
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de que ChE podria ser un precursor biosintético de AchE (Koelle y

cols. 1977). Estudios posteriores aportaron evidencias de que son
entidades diferentes y que provienen de genes distintos (Vigny y
cols. 1978; Edwards vy Brimijoin 1981; Brimijoin vy cols. 1983;
Mintz y HBrimijoin, 198%) En la Figura 2 se resefftan las
caracteristicas comunes que presentan ambas enzimas asi como

aquellas caracteristicas mas usadas para discriminarlas.

ESTRUCTURA Y TIPOS DE INTERACCION.

Formas moleculares: Nomenclatura. Valor vy limitaciones del

esquema general.

En las especies estudiadas hasta el presente se observa que tanto
AchE como ChE presentan en cada organismo en particular una
multiplicidad de formas, que si bien poseen la misma actividad
catalitica (especificidad de sustratos e inhibidores, parametros
cinéticos), difieren en otros parametros moleculares.

Basandose en propiedades hidrodinamicas de las moléculas -el
coeficiente de sedimentacidn y radio de Stokes— se definieron las
formas moleculares, sobre la base de las asociaciones
oligoméricas encontradas en organo electrico de Electrophorus y
sus derivados liticos, Yy que consisten de asociaciones
cuaternarias de subunidades cataliticas y en algunos casos de
subunidades no cataliticas (Bon y cols. 1979).

Las formas globulares (Gl, G2 vy G4) corresponden a monémeros,
dimeros y tetrameros de la subunidad catalitica.

Las formas asimeéetricas (A4, A8 vy Al1l2) corresponden a 1la

asociacion covalente de 1, 2 o 3 tetrameros a uwna subunidad
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colagénica no catalitica que le confiere asimetria a las
moléculas. E1 polimorfismo estructural de AchE de vertebrados se

representa esquematicamente en la Figura 3.

El valor de esta nomenclatura propuesta por Bon en 1979 reside en
que las colinesterasas de las diferentes especies estudiadas
presentan una multiplicidad de asociaciones oligoméricas que en
términos generales se corresponden con las formas moleculares
descriptas para Electrophorus.

Si bien esta sistematizacidn considera el grado de ensamblaje de
las moléculas y 1a presencia o ausencia de cola de colageno; no
describe 1la estructura detallada de las mismas. Propone un medio
operacional conveniente para identificar formas similares en
diferentes situaciones.

De hecho hay dos factores del polimorfismo de las colinesterasas
que no son considerados con esta nomenclatura:

a— cada forma molecular no estad formada necesariamente por una
poblaciédon homogénea de moléculas, sino que posee variantes que se
detectan mediante otros procedimientos analiticos, por ejemplo:
formas anfifilicas e hidrofilicasy formas que difieren en la
uniéon a lectinas o a anticuerpos determinados, como se observo en
los tejidos de Torpedc y algunos Insectos. Estos aspectos del
polimorfismo seran discutidos mas adelante.

b—- se ha demostrado que existen ensamblajes oligoméricos de
subunidades cataliticas y en algunos casos de subunidades no
cataliticas que no corresponden al esquema general de Figura 3.
Debe tenerse en consideraciton que las estructuras cuaternarias de

AchE han sido caracterizadas en detalle sdlo en unos pocos casos,
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y enzimas derivadas de otros organismos podrian no ajustarse al

esquema general.

Formas asimétricas (A): Estructura y tipos de interaccion.

Las formas A de AchE han sido estudiadas en detalle en 6rganos
eléctricos de Electrophorus vy JTorpedo (Anglister y Silman, 1978;
Rosenberry y Richardson, 1977; Lee y Taylor, 1982).

En Electrophcrus consisten de 1,2 o 3 tetrameros asociados con

las 3 hebras de una "cola". La estructura propuesta para la forma
AlY se representa esquematicamente en la Figura 4.

Tiene un elevado radio de Stokes (> 9 nm) vy es sensible a la
colagenasa. La digestion extensiva con colagenasa o tripsina
produce tetrameros aislados.

Las 12 subunidades cataliticas de Al12 parecen ser idénticas, 6 de
ellas forman dimeros unidos por puentes disulfuro, vy las &
restantes se unen de a pares a los extremos no colagénicos de los
péptidos de la cola.

La cola consiste de un dominio sensible a pepsina, no colagénico;
Yy un dominio resistente a pepsina con propiedades
espectroscopicas de col&geno triple-hélice que contiene
hidroxiprolina, hidroxilisina y elevado contenido de glicina. La
masa de la subunidad colagénica se estima en 32 kDa, pero en SDS-
FAGE empleando patrones no colagénicos presenta propiedades de

migracién de 41 kDa.
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— Interacciones iénicas de las formas Asimétricas.

Las propiedades de solubilidad de las formas A son variables en
los distintos tejidos vy estas diferencias podrian atribuirse a
distintas localizaciones subcelulares de las formas A.

En general, las formas A no son solubilizables a baja fuerza
i1onica, perc se solubilizan en presencia de sal, usualmente NaCl
1M. Precipitan o forman agregados polidispersos en condiciones de
baja concentracion salina. Esta agregacioén aparentemente
involucra 1interacciones idnicas por grupos aminoc con cargas
positivasy y se revierte por tratamiento con colagenasa, lo que
involucra el dominio colagénico de 1la "cola" (revisado por
Toutant y Massoulie, 1987).

En el caso de la uni6tn neuromuscular, las formas A parecen

interactuar con componentes polianidénicos endbébgenos, Yy
posiblemente se encuentren in situ como complejos
glicosaminoglicanos—enzima, a Jjuzgar por la solubilizacion

selectiva de estas formas por la heparina (Torres e Inestrosa,
1983) vy por la retencion selectiva y cuantitativa en columnas de
heparina—Agarosa de las formas A de misculo de rata vy o.e. de
Discopvge (Brandan e Inestrosa, 1984). El polianién que une las
formas A in situ podria ser un protecglicano heparan sulfato
(Brandan e Inestrosa, 1986) o un proteoglicano dermatan sulfato
(Brandan e Inestrosa, 1987).

En algunos tejidos (misculo de rata, o.e. de Torpedo) se han
encontrado dos poblaciones de formas A que difieren en su
capacidad de ser solubilizadas por alta concentracién salina,
dependiendo de la presencia o ausencia de EDTA (Ramirez y cols.,

1984).
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Formas globulares: Propiedades fisico—quimsicas.

— Solubilidad de formas G. Procedimientos:

En general, no es posible obtener una solubilizacién cuantitativa
de las colinesterasas en un buffer acuoso en ausencia de
detergentes, aungque una fraccién significativa de la actividad
(gue varla de acuerdo al tejido) se solubiliza usualmente en
estas condiciones (Bon y Massoulie, 1980).

Con el fin de determinar 1la distribucidn de la actividad de las
colinesterasas en relacidn con las membranas, se realizan
usualmente extracciones sucesivas en soluciones que por sus
caracteristicas afecten determinado tipo de interacciones de las
proteinas con las membranas. En este tipo de extracciones
secuenciales, el significado de cada uno de los extractos esta en

principio determinado por el orden en que se obtuvieron.

- Formas G anfifilicas y no—anfifilicas. Criterios.

Las wmoléculas anfifllicas se caracterizan por interactuar con
detergentes no—-iénicos. EIl caracter anfifilico se define
operativamente por los cambios en propiedades hidrodinamicas de
las moléculas que acompaflan la uniéon de detergentes no ibnicos:
se reduce el coeficiente de sedimentaciéon (Bon y Massoulie, 1980;
Grassi vy cols. 1982): aumenta el radio de Stokes (Bon y Massoulie
1980; Grassi vy cols. 19823 Rosenberry vy Scoggin 1984); vy
dependiendo de la naturaleza del detergente, se modifica la
movilidad electroforética de 1la enzima (Helenius y Simons 1977;

Arpagaus vy Toutant 1985; Stieger y Brodbeck, 1983). Asimismo, las
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moléculas anfifilicas de AchE pueden ser incorporadas a vesiculas

fosfolipidicas (Romer-Luthi y cols. 19803 0Ott y Brodbeck 1984).

En contraste, las formas no—-anfifilicas o hidrofilicas no

interactuan con detergentes, y el criterio para su identificacidn
es que sus propiedades hidrodinamicas no varian en presencia o

ausencia de estos.

Las formas G no-anfifilicas se encuentran nativas en el suero de
muchos vertebrados, el tipo mas estudiado es la ChE de suero
humano, que se encuentra como G4 hidrofilica (Lockridge y cols.,
19793 Masson 1979. Asimismo se ha encontrado AchE hidrofilica en:
plasma de fetos de mamiferos (Ralston y cols. 1985; Toutant y
Massoulie 1988), posiblemente de tejido nervioso en
diferenciaci6tn; plasma de adultos de algunos mamiferos (conejo,
humano) (Rackonczay vy Brimijoin 198953 Sorensen y cols. 1986); CSF
de conejo y bumano (Hodgson vy Chubb 1983), tejido nervioso vy
masculo (Toutant y col. 19853 Toutant 1986).

Las formas no anfifilicas también pueden obtenerse como productos
l{ticos de disociacién de formas A o por digestion de formas G
anfifilicas por proteasas o lipasas (GBrassi y cols. 19823 Germani

y Brodbeck 1985; Bon y col. 19864).

- Solubilidad e hidrofobicidads Criterios operacionales vy

significado.

Como se describid, las formas G pueden ser clasificadas de

acuerdo a su solubilidad en ausencia y presencia de detergente o
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de acuerdo a sus propiedades de interaccién con detergentes no
desnaturalizantes.

Estos dos tipos de propiedades no necesariamente coinciden; la
primera refleja las propiedades de solubilidad y de alguna forma
es indicativa de la disposiciébn de las moléculas respecto a las
membranas (Bon y Massoulie, 1980; Bon 1982; Grassi y cols, 1982;
Toutant y Massoulie, 1987). De hecho ha sido empleada como
criterio para definir poblaciones de moléculas "solubles" vy
"unidas a membrana’.

Las propiedades de interaccién con detergentes no ib6nicos en
cambio, reflejan el caracter anfifilico o hidrofilico de 1las
moléculas, que es una propiedad fisico—quimica de las mismas.

En un tejido determinado pueden coexistir poblaciones de formas G
con diferente caracter anfifilico. Por ejemplo, en nicleo caudado
de buey se ha encontrado en la fraccién "soluble” G1 anfifilica
(evidenciada por cambio en coeficiente de sedimentacidén - de 5 a
4 S- y radio de Stokes - de 4.0 a 6.5 nm— al affadir Triton X-
100), G2 anfifilica vy 64 anfifilica y no anfifilica. (Grassi y
cols. 1982).

S6lo muy recientemente se han realizado estudios en o0.e. de
Torpeda vy SNC de Insectos (Toutant y cols., 1988; Bon y cols.,
1988) comparando ambos tipos de propiedades, y al menos para
estos casos, existen evidencias que sugieren que las propiedades
de interaccion no determinan univocamente la solubilidad de una

determinada especie de colinesterasas.
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Formas G2 anfiffilicas de AchE : Caracterizacibtn:

Las propiedades de interaccion vy naturaleza del dominio
hidrofébico de formas anfifilicas han sido estudiadas en detalle
para la AchE G2 de &rgano eléctrico de Torpedo y la AchE G2 de
membrana de eritrocitos humanos. Ambas especies son dimeros

unidos por puentes disulfuro.

-Interacciédon con micelas de detergentes.

En presencia de detergentes no desnaturalizantes, como Triton X-

100, forman complejos bien definidos (1 micela de detergente con
1 subunidad catalitica) que sedimenta a 6 S, con Rs="8 nm. El
coeficiente de sedimentacidn depende del detergente: 5.4 S en
presencia de Brij 96, v 7.4 S en presencia de DOC (Bon vy

Massoulie 19803 Futerman y cols. 1983, 1984).

En ausencia de detergentes, y dependiendo de su grado de

purificacidon y concentraciobon, la enzima sedimenta como
asociaciones mas pesadas con otras proteinas, formas multiples
poliméricas o agregados polidispersos (BRon vy cols., 1988). En
contraste con los agregados de formas A, las propiedades de
agregacion de formas G no se ven afectadas significativamente por
la fuerza idnica y no son sensibles a colagenasa. Estas moléculas
anfifilicas se asocian a vesiculas de fosfolipidos al retirarse
el detergente.

Un comportamiento similar se ha observado para la G4 anfifilicas

de nervios y médula espinal de Torpedo.



-Naturaleza del dominio hidrofdébico.

lLas formas G2 de eritrocitos humanos y de o.e. de Torpedc pierden
sus propiedades anfifilicas por digestiéon limitada con pronasa,
proteinasa K o papaina (Bon y Massoulie 1980; Weitz y col. 1984;
Stieger y col. 1984; Kim y Rosenberry 19835).

Las enzimas resultantes son totalmente activas, sedimentan a 7 S
y tienen un radio de Stokes de 95,9 nm (Bon y Massoulie 1980;
Weitz vy col. 1984) (independientemente de la presencia o ausencia
de detergente) y no pueden reasociarse en liposomas, lo que
muestra la pérdida del caracter anfifilico (Futerman y col. 1984;
kim y Rosenberry 1985; Stieger y Brodbeck 1983).

La disminucién del PM por proteélisis (determinada por SDS-PAGE)
es muy reducida (69 a 68 kDa para Torpedo, 75 a 73 kDa para
eritrocitos humanos) (Massoulie y col. 1984; Stieger y col.
1984); de lo que se deduce que la forma anfifilica nativa
consiste de un dominio hidrofilico globular grande y un dominio
hidrofébico pequefio que es removible por clivaje proteolitico.
For esto la enzima nativa se denomina anfifilica o anfipatica en
vez de hidrofdbica (Rosenberry y Scoggin 1984).

Estas especies G2 anfifilicas también pueden ser solubilizadas
por fosfolipasa C especifica de fosfatidil-inositol (PI-PLC);
sugiriendo que la proteina esta anclada por un fosfatidilinositol
covalentemente unido. La forma asi solubilizada se comporta como
la resultante de protedlisis (e.g. no interactua con detergentes
o liposomas) (Low y Finean, 1977; Futerman y cols., 1983, 198%5).
El analisis quimico de la AchE de eritrocitos humanos revelb que
el dominio hidrofébico unido al extremo COOH terminal de la

molécula tiene un FM de I kDa vy contiene sélo dos residuos de
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amingacidos (Rosenberry y col. 1985; Roberts y Rosenberry 1986).

Estos autores representaron hipotéticamente esta estructura como
His-Gly—-etanolamina-Z, donde Z contiene glucosamina vy dos moles
de A&cidos grasos (saturado e insaturado). En el caso de AchE G2
de Torpedo, Futerman y cols. (1985) demostraron la presencia de 1

mol de inositol por monbmero.

Este tipo de dominio hidrofébico glicolipidico ha sido detectado
también en: AchE G2 de Drascphila, fosfatasa alcalina vy
S'nuclectidasa de membrana (Low y Finean 1977), proteina Thy-1
(Campbell vy col. 19813 Tse y col. 1985) , una forma de N-CAM (He
Y cols., 1986), trehalasa, DAF (decay accelerating factor)
involucrado en la proteccidn de células por lisis por complemento
(Davitz vy col. 1986; Medof vy col. 1984), VSG en Tripanasama sp.
de torrente sanguineo (en los que se encontré tambien PI-PLC
enddgena que libera VSG soluble) (Holder 1983; Baltz y col. 1983;
Ferguson vy col. 198%5), SG de Leishmania (Etges y col. 1986) y VSG

de Paramecium (Capdeville y col. 1986).

La estructura del dominio hidrofébico origina interrogantes
acerca de su biosintesis y significado fisiolégico (revisado por
Low vy cols., 1986). Es posible que el precursor contenga un
péptido hidrofébico C-terminal como lo sugiere la secuencia
peptidica deducida del ADNc en el caso de la VSG de Trypanosoma,
que se intercambiaria por glicolipido durante su procesamiento.
(Haas y col 1984).

De operar un mecanismo similar para AchE, la persistencia de tal

anclaje peptidico hidrofébico en algunas moléculas explicaria las
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fracciones de AchE unida a membrana no solubilizable por PI-PLC

descriptas en algunos tejidos.

Formas G4 con subunidad hidrofébicas

El anclaje de las formas G4 anfifilicas de AchE parece ser
diferente al descripto anteriormente para 62 anfifilicas , en
base & lo demostrado por Rosenberry y col. La forma G4 de nucleo
caudado bovino posee una subunidad no catalitica pequefla (20 kDa)
que estid unida por puentes disulfuro a dos de las subunidades
cataliticas, formando un dimero "pesado”. En la forma
tetramérica, este dimero pesado estd unido a un dimero liviano
por interacciones cuaternarias. La naturaleza quimica de 1la
subunidad de 20 kDa aun no se conoce (Inestrosa y col. 1987). La
estructura propuesta para G4 anfifilica se muestra

esquemdticamente en la Figura 6.

Artefactos de solubilizacién. Modificacibn de formas

solubilizadas:

En general, la actividad de AchE y ChE es extremadamente estable
tanto en tejidos como en extractos, siendo las caracteristicas y
proporciones de FM aparentemente mds estables en el tejido
intacte (Atack y col. 1984; Massoulie y Toutant 1988).

Las condiciones de extraccién son criticas para la composicion de
los extractos. Se ha encontrado que las extracciones repetidas
aumentaron el rendimiento de Gl en buffer de baja fuerza ibnica,
aparentemente a expensas de G4 soluble en detergente (Grassi vy

col. 1982).
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Una vez solubilizadas, las FM pueden sufrir diferentes

modificaciones. Por ejemplo, 1la proteélisis endébgena disocia
formas A y cliva el dominio bhidrofébico de las formas G
anfifilicas produciendo formas G hidrofilicas (Vigny y col. 1979;
Allemand y col. 1981: Landauer y col. 1984).

Otro tipo de modificacién es la generacitn de formas mas pesadas
a partir de las livianas, ya sea durante el almacenamiento de las
muestras o por agregacion al quitar el detergente (Grassi y col.

1982; Landauer y col. 1984).

Actividad catalitica e interacciones hidrofobicas:

Fara la G2 de eritrocitos humanos se ha encontrado que el
mantenimiento de la actividad catalitica depende de un entornoc
anfifilico (Wiedmer y cols. 1979, Di Francesco y cols. 1981). Tal
entorno puede ser proporcionado in vitro por detergentes no
desnaturalizantes, proteinas como 1la albamina de suero bovino o
por 1la misma AchE en forma de agregados hidrofébicos. El1 mismo
comportamiento se ha observado para la Gl obtenida por reduccidén
de G2 nativa y G4 de GCS de rata.

También 1los detergentes pueden inhibir 1la actividad de AchE en
condiciones que no parecen reflejar interacciones hidrofdbicas.
Birman (198%) mostré que el DOC y en menor medida el colato
inactivan 1la AchE de Torpedo, tanto 1la hidrofilica como la
hidrofdbica, pero no inactivan la AchE de Electrophorus. Esta
altima se encontroé inhibible reversiblemente por elevadas
concentraciones de Triton X-100, efecto que fue explicado por
Miller (1979) como debido a la union de 2 micelas de Triton X-100

por subunidad catalitica.
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Estabilidad térmica:

Se ha encontrado que AchE y ChE se comportan de manera diferente
frente al incremento de temperatura (Vigny y cols. 1978; Edwards
y Brimijoin 1983:; Pavlic 1988), siendo la AchE m&s sensible a
temperaturas relativamente bajas (reduccién de 40-50% de 1la
actividad a 453=C). A 50-35°C ambas enzimas se inactivan, aunque
para ganglio cervical superior de rata se ha demostrado que la
estabilidad de ChE se ve modificada por 1la presencia de Mg=*

(Vigny y cols. 1978).

Inmunorreactividad cruzada entre AchE y ChEs
A pesar del elevado grado de homologia que sugieren su

polimorfismoc estructural paralelo y las secuencias peptidicas
disponibles (ver mas adelante), no se ha encontrado
inmunorreactividad cruzada entre AchE y ChE con antisueros
policlonales en: Torpedoc (Toutant y col 1985%), rata (Vigny vy
cols. 1978), pollo (Rotundo 1984b) vy hombre (Gennari y Brodbeck
198%; Sorensen y cols. 1986); ni con anticuerpos monoclonales en
Torpedo (Musset y cols. 1987), rata (Rackonczay vy Brimijoin
1986), hombre (Brimijoin y cols. 1983), conejo (Mintz y Brimijoin

1985b) y pollo (Rotundo 1984b).

Variabilidad de las subunidades cataliticas:

Las propiedades hidrodindmicas de formas hom6blogas de AchE y ChE

son similares en peces, reptiles vy mamiferosj; indicando que las

subunidades cataliticas de estas enzimas son de PM comparable.
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En contraste, las caracteristicas de sedimentaci6tn de estas

enzimas en pollo, vy de AchE en codorniz y paloma sugiere que el
FM en aves es considerablemente mayor (Silman vy cols. 1979;
Rotundo 1984a; Chatonnet y Bacon 1983).

Los PM aparentes de AchE vy ChE han sido analizados por SDS—-PAGE
en algunas especies, aunque 1los valores obtenidos deben ser
considerados con precaucidtn ya que son Qglicoproteinas y una
fraccién significativa de su PM se debe a carbohidratos: 1%% para
AchE de Electrophcorus (Bon vy cols., 1976) y eritrocitos de
mamiferos (Niday y cols. 1977);3; 257 para ChE de suero humano.
(Lockridge y col. 87).

Los PM de las subunidades cataliticas de AchkE de _£Electrophorus,
rata, conejo, buey y humano estan entre 70 y 80 kDa (revisado por
Massoulie y Toutant, 1988).

En el caso del pollo, Rotundo (1984) encontré que 1a AchE de
cerebro tiene 2 subunidades cataliticas de 100-10% y 98-108 kDa.
Una digestiéon triptica limitada convierte 1la AchE de aves en
moléculas que sedimentan como sus homéblogos de mamiferos
(Allemand 1981), reduciendo su masa en un 3J0%, sin modificar sus
propiedades cataliticas ni sus interacciones moleculares. Parece
probable que las subunidades cataliticas de las colinesterasas de
aves sean homédlogas a las de los otros vertebrados, pero posean

un dominio peptidico adicional y prescindible.
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Estudios moleculares de AchE y ChEs

a- Caracterizacion de los ARNm de AchE y sus productos de

traduccidn:

Varios estudios (Soreq vy col. 1982, 1983, 19843 Meedel vy
Whittaker 1983; GSikorav y col. 1984; Méndez vy col. 1984)
demostraron la multiplicidad de especies de ARNm que codifican
para las subunidades cataliticas de AchE.

Cuando se tradujo in vitrc ARNm de o.e. y se analizaron los
precursores de las subunidades cataliticas sintetizados por
inmunoprecipitaciéon con antisueros a-AchE y posterior SDS-PAGE;
se encontrd la presencia de un Ganico precursor de 65 kDa en
Electrophcrus y multiples precursores en los Torpedinidos: 60 vy
62 kDa en Discopyge tschudii (Mendez y cols. 1984) y 61 y 63 kDa
en Torpedc marmorata (Sikorav y cols 1984). Como los o.e. de
Electropharus contienen casi exclusivamente formas A de AchE y
los de 1los Torpedinidos contienen cantidades comparables de
formas A y G, es tentador suponer que la presencia de 2 formas en
las Ultimas especies se correlaciona con la existencia de
miltiples precursores. Esta posibilidad se considera altamente
probable vya que las subunidades de las formas A y G difieren en
sus PM, estas diferencias no son abolidas por deglicosilacibn vy
difieren en algunos péptidos generados por digestion
proteolitica;y por lo que no parecen derivar unas de otras por
modificaciones post—traduccionales tales como glicosilacién o

clivaje.
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b— Caracterizacién de clones de ADNc de AchE:

Se han caracterizado plasmidos recombinantes conteniendo
inserciones de ADNc correspondientes a ARMN de AchE. En el caso
de T.californics (Schumacher vy cols. 1986) el ADN plasmidico se
hibridizé con sondas oligonucleotidicas construidas a partir de
la secuencia de aminocacidos de las subunidades cataliticas de
AchE de Tarpedoc (MacPhee—-Quigley y cols 1983). Soreq vy cols
identificaron un clon de ADNc de colinesterasa humana (Frody vy
cols. 1987) usando una sonda construida a partir de la secuencia
de BuchE humana determinada quimicamente.

Andlisis por Southern blote con fragmentos de restriccion
gendmicos sugirieron la existencia de un gen de AchE Unico en
Torpedo (Sikorav y cols 1987). Considerando la identidad en las
secuencias peptidicas N-terminales, las diferencias entre
subunidades cataliticas de formas A y G probablemente resida en
los extremos C-terminales de las proteinas, y podria generarse
por splicing alternativo de un transcripto primario.

For Northern blot de ARNm de o.e. de Torpedc, se encontraron
varios transcriptos diferentes (Sikorav y cols. 19853 Schumacher
y Cols. 19846a); aungue hasta el momento no es posible atribuir
estos transcriptos a diferentes subunidades cataliticas, existen
evidencias de que corresponderian a ARNm maduros y no serian

precursores nucleares.

c— Estructura primaria de las colinesterasas:

La secuencia de 6 aminoAdcidos que contiene 1la serina del sitio
activo de las colinesterasas (Phe-Gly—-Glu—-Ser-Ala-Gly) estéa

altamente conservada, inclusive un segmento de 30 amincacidos que
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contiene este péptido se conserva en variantes alélicas de BuChE
humana en las cuales la actividad catalitica esta4d modificada o
suprimida (Lockridge y La Du 1986).

Las secuencias N-terminales fueron determinadas para AchE de o.e.
de Torpedo (MacPhee Quigley y ¢o0ls.198953 Bon y cols. 1986),
cerebro bovino (Bon vy cols. 1986) y eritrocitos bumanos (Haas vy
Rosenberry 1985). Asimismo se determind la estructura primaria
completa de BuChE de suero bhumano (Lockridge 1984; Lockridge vy
cols. 1987). Todas las secuencias N-terminales analizadas
presentan un elevado grado de homologia, que inclusive se
manifiesta entre todas las formas de AchE de Torpedc analizadas
{incluyendo las formas 62 anfifilicas LSS y DS vy las formas
asimétricas) (MacFhee—-Quigley 1985; Bon y cols. 1986)

Andlisis mas recientes de las secuencias de ADNc han aportado
elementos relevantes al conocimiento de la estructura primaria de
AchE. El residuo N-terminal de la subunidad catalitica madura de
AchE de Torpedo estd precedido por una secuencia hidrofébica, que
corresponderia al péptido seffal que es removido durante el
procesamiento de la enzima (Sikorav vy cols.1987). La estructura
primaria de esta enzima presenta un grado considerable de
homologia con la BuChE humana (Lockridge y cols 1987), y la de
AchE de DProsophila (Hall y Spierer 19846). Resulta interesante
seffalar que estas colinesterasas probablemente correspondan a
tres formas enzimdticas diferentes: Las secuencias de Torpedo
corresponderian a la subunidad catalitica de formas A3 1la
secuencia de BuChE humana representa una enzima G4 soluble y la
AchE de Proscophila seria una forma G2 anclada a travées de

glicolipido.
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Por otra parte, las colinesterasas de vertebrados parecen estar
mas relacionadas entre si gue con la AchE de Drosophila, que
entre otras diferencias, contiene dos inserciones. Suponiendo que
estas no sean inserciones secundarias sino que sean
evolutivamante significativas, esto sugiere que la divergencia
entre AchE vy BuchE de vertebrados ocurrié en el linaje
deuterostomiado, quizas simultaneamente con la emergencia de los
vertebrados. Asimismo parece probable que ambas enzimas deriven
de una colinesterasa ancestral que también poseia formas A, ya

que estas estructuras se han encontrado sélo en vertebrados.

Homologia entre colinesterasas y tiroglobulina:

La secuencia del dominioc C-terminal de 1la tiroglubulina de
mamiferos presenta una clara homologia con AchE (Schumacher vy
cols. 19846). Esta homologia conserva el perfil de hidropatia, asi
como los residuos de cisteina involucrados en la uniones intra-
subunidades, vy por 1o tanto parece mantener el plegado terciario
de 1la proteina, pero no se conservan ni el sitio catalitico de 1la
enzima ni los sitios hormonogénicos.

La homologia con tiroglobulina es mayor con colinesterasas de
vertebrados que con AchE de Droscgphila, 1o que sugiere que el
dominio C-terminal de la tiroglobulina evolucion6 de una proteina
tipo colinesterasa después de la divergencia entre insectos vy
vertebrados.

El mantenimiento de esta homologia, particularmente en el
plegado, origina interrogantes acerca de su posible significado

funcional. Sikorav y cols. (1987) postulan que podria estar
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involucrado en interacciones proteina—-proteina especificas,
probablemente con componentes unidos a membranas.

For otra parte, no se encontraron homologias entre las
colinesterasas vy las proteasas de serina, aparte de una secuencia

peptidica corta que contiene la serina del sitio activo.

DISTRIBUCION TISULAR DE AchE y ChE

—Consideraciones generales:

En las especies en que ha sido analizado en detalle (aves de
corral, Torpedc), se encontré que cada 6rgano presenta un patroéon
definido de formas moleculares de AchE y ChE. (Lyles vy cols.
1982; Toutant y Massoulie 19835).

Las formas globulares (G) de AchE y ChE son ubicuas; se
encuentran en tejidos colinérgicos asi como no-colinérgicos,
donde podrian tener funciones diferentes a la hidrélisis de
ésteres de colina. FPor ejemplo, los eritrocitos contienen dimeros
de AchE unidos a membrana (Torpedc, rata, humano, buey)(Toutant y
Massoulie 1988). Se encuentran formas globulares de ChE
(escencialmente G6G4) en el plasma de todos los vertebrados. En
conejo, €l plasma también contiene un elevado nivel de AchE G4.
El plasma de Torpedo contiene AchE G2 y ChE G4.(Massoulie y col.
1984).

En contraste con las formas globulares, 1la presencia de las
formas asimétricas (A) parece estar limitada al contexto de la
transmisiédn colinérgica: aparecen en musculos, sistema nervioso
central vy nervios periféricos (Fernandez vy cols. 19793 Kasa vy

Rackonczay 1982a; Toutant y Massoulie 1988).



— Distribucion Subcelular de colinesterasasg

For su relevancia en el contexto de la transmisiéon colinérgica,
la AchE ha sido ampliamente estudiada, principalmente en células
musculares y nerviosas; a diferencia de la ChE.

Se han empleado diferentes estrategias, tanto a células
mantenidas en cultivo, como in vivo.

Determinacidn de actividades enzimaticas endo— y ectocelulares:

La distinciéon entre la AchE celular externa e interna y su
significado fisioldgico fue establecida hace casi 3 décadas
(Koelle 1957, kKoelle 1939). Es posible evaluar 1la actividad de
AchE externamente accesible (compartimiento ectocelular) mediante
el monitoreo de la hidrdlisis de un sustrato no permeante a
través de la membrana plasmatica, (e.g. acetiltiocolina) por
células intactas y determinar la actividad total 1luego de 1la
lisis por adicidén de Triton X-100. Este método fue aplicado a
células musculares de ratébn y aves en cultivo (Rotundo vy
Fambrough 1980, Rubin vy col. 1985, Vallette vy col. 1986). El
compartimiento ectocelular corresponde a 40-607% de la actividad
total de AchE, dependiendo de la edad del cultivo y del estadio

de diferenciacién.

Distribucién__de Formas Moleculares en los compartimientos endo- vy

ectocelulares:
El uso de inhibidores con diferente grado de permeabilidad
permiti®é el anAlisis de los compartimientos endo- y ectocelulares

(Lazar vy Vigny 1980; Brockman vy cols. 1982; Vallette y cols.

1986).
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En células musculares in vitrc (cultivos primarios de rata,
codorniz, ratdn, ganso vy linea C2 de ratéon)(Brockman vy cols.
1982, 1984; Inestrosa vy cols. 1982, 19853 Rotundo 1984a; Rubin vy
cols. 1985; Valette vy cols. 1986) se encontré que las formas A12

y 64 son predominantemente ectocelulares, mientras que AB, Gl vy

652 son escencialmente endocelulares; siendo la forma Al12
ensamblada intracelularmente vy luego externalizada (Rotundo
1984a).

Estudios similares de AchE en ceélulas musculares in vivo
mostraron que en misculos inervados de rata adulta, la

distribucién es equivalente a la encontrada in vitro. Luego de la
denervacién, la cantidad de G1 intracelular se reduce
rapidamente, vy la G4 externa mas lentamente (Collins y Younkin
1982). Esto sugeriria que la denervaciéon resulta en principio en
una reduccion de 1a sintesis de AchE mas que un aumento de su
secrecidén, en contraste con observaciones de otros autores

(Inestrosa y cols. 19773 Carter y Brimijoin 1981).

Biosintesis y renovacitn de AchE.

Empleando células musculares en cultivo, Rotundo vy Frambrough
(1980a) estimaron la vida media de la AchE ectocelular, unida a
membrana en S0 hs, y la de AchE intracelular en 2-3 hs.

Rotundo (1984) estudiod el metabolismo de AchE marcada
radiactivamente en células musculares de codorniz en cultivo
mediante inmunoprecipitacion y SDS—-PAGE, obteniendo evidencias de
que el B0OZ de las subunidades recien sintetizadas no adquieren

actividad catalitica y son degradadas en 1 hora.
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El método del marcado con is6topos pesados se uséd para analizar

el metabolismo de AchE en cultivos estacionarios de células T28
que contienen Gl intracelular y G4 unida a membranas (Lazar y
Vigny 1980). Mediante un andlisis cuantitativo asistido por
computadora de los perfiles de sedimentaciéon se estudi6o el
reemplazo de las moléculas livianas preexistentes por moléculas
pesadas recién sintetizadas. Las conclusiones mas importantes
acerca del destino metabdlico de las moléculas de AchE
cataliticamente activas fueron: 1) El retardo en la apariciton de
enzima marcada indicaba 1la existencia de precursores inactivos,
de vida media de aproximadamente 30 minutos. 2) Las formas Gl se
renovaban mas rapidamente que las G4, con vidas medias de
renovacion de 5 y 40 horas respectivamente, vy ambas formas
presentaban miltiples compartimientos metabédlicos. 3) Las
moléculas pesadas (G4) se secretaban al medio de cultivo con un
retardo de 3 horas aproximadamente.
La cinética de marcaje con isotopos pesados observada fue
ajustada por diferentes modelos tedricos suponiendo
compartimientos metabdlicos de G1 dispuestos en cascada o en
paralelo. Los dos modelos compar ten las siguientes
caracteristicas: a) La forma G4 deriva de un pool de moléculas
rapidamente renovables, probablemente Gli. b) Gl presenta al menos
pooles diferentes, con vidas medias de 1, S5 y 10 hs. c)
aproximadamente un 80%Z de las moléculas Gl recien sintetizadas
son rapidamente degradadas y nunca alcanzan la superficie
celular, vya sea como producto de secrecidn o como moléculas
unidas a membranas. d) tanto 61 como una fraccion de G4 parecen

ser secretadas de un pool celular de Gl.
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De esta forma, como las células musculares en cultivo estudiadas

por Rotundo, las células T28 producen una gran proporciéon de
moléculas de AchE que no se ensamblan en tetrameros activos y son
rapidamante degradadas.

Brockman vy cols. (1986) establecieron las relaciones metabblicas
entre Gl1, G4 vy A12 en miocitos de rata en cultivo, encontrando
que la enzima activa recientemente sintetizada era en su mayor
parte degradada, y que s6lo una pequeffa fraccidon de los monomeros

Gl se ensamblaban en formas G4 y AlZ2.

Transporte intracelular y secrecion de AchEs

Recientemente, Rotundo (1984) monitored los diferentes estadios

de transporte intracelular de AchE en cultivo de células
musculares de codorniz determinando la unién a lectinas
especificas a sus carbohidratos N-linked (que representan

aproximadamente 20 kDa). Empleando ConA, WGA y RCA —que reconocen
residuos de manosa, N—-acetilglucosamina Yy galactosa,
respectivamente, y aprovechando que se conoce el sitio subcelular
de adicidn de cada residuo, encontré que:

a- las formas etracelulares unen a las tres lectinas, indicando
que contienen cadenas de bhidratos de carbono complejos vy
totalmente maduros.

b- al inhibir irreversiblemente la AchE preexistente con DFP, se
encontré que todas las moléculas recien sintetizadas unian ConA,
pero la unién a WGA aparecia gradualmente y s6lo para una
fraccién de la enzima, vy la uniédn a RCA aparecid después de 1

hora. El mismo retardo se encontré para 1la aparicion de
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resistencia & endoglicosidasa H (que refleja la remocién de 2
residuos de manosa terminales del core de manosa).

c— los analisis de sedimentaciéon mostraron que las formas G eran
sintetizadas inmediatamente, mientras que las formas A aparecian
con un retardo de 1 hora. Después de 2 horas, las formas Gi, G2 vy
G4 eran s6lo parcialmente unidas por WGA, indicando que 1la
polimerizacién de las subunidades tiene lugar antes de que las
moléculas alcancen el aparato de Golgi. En contraste, las formas
A eran reconocidas en su totalidad por WGA y sdlo parcialmente
por RCA, indicando claramente que su sitio de ensamblaje se

localiza en elementos distales del aparato de Golgi.

La Figura 7 muestra la relacidn biosintética hipotética entre
las formas moleculares de AchE propuesta por Toutant vy Massoulie
(1988b) que incorpora las caracteristicas derivadas de estudios
de Rotundo (1982, 1984, 1988, 1989) en cultivos primarios de
celulas musculares de aves en cultivo; de Lazar y col (1984) en
una linea neural de ratéobn y de Brockman y col (1986) en cultivos
primarios de misculo de raton.
Las caracteristicas m&s importantes son:
- Se supone que una fraccién importante de la enzima sintetizada
es degradada, ya sea como precursor inactivo o© como mondmero
intracelular.

Los monomeros Gl y probablemente tambien 1los dimeros G2 vy
tetrameros G4; comprenden varios pooles metab6licos que podrian

corresponder a diferentes destinos.
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La secrecion de AchE se ha demostrado en células musculares vy
nerviosas tanto in vitro como in situ, y es estimulada por
actividad celular esponténea o evocada (Greenfield y cols.,
1983). La secrecitn de AchE posiblemente involucra exocitosis de
vesiculas intracelulares (Kasa vy Rackonczay, 1982). Rotundo vy
Frambrough (1980) y Lucas y Kreutzberger (198%) mostraron que la
tunicamicina reduce la secrecién de AchE asi como la actividad de
AchE intracelular, sugiriendo que uno o varios de los pasos de
transporte intracelular previos a la secrecién requiere la
adicion de azticares especificos. Si bien la colchicina bloquea la
secrecidn, la citochalasina BR no tiene efectos ; por lo que se ha
sugeride que la tubulina, y no la actina, esta involucrada en el
proceso de secrecitn, probablemente mediante la regulaciéon de la
motilidad de las vesiculas exociticas por microtubulos (Rotundo vy

Frambrough 1982; Lucas y kKreutzberger, 19835).

Segun las evidencias hasta ahora disponibles, la AchE parece
seguir la via clésica: RER - aparato de Golgi-cis - aparato de
Golgi—-trans - vesiculas de Golgi - exocitosis. (revisado por
Toutant y Massoulie, 1988).

Sin embargo, algunos de los aspectos del procesamiento de las
formas unidas a membrana y secretadas aun no se han esclarecido.
Asi, an no se conoce el modo de adicion del anclaje
glicolipidico en el extremo C—-terminal de subunidades solubles,
aunque como se menciond previamente, podria reemplazar un péptido

terminal hidrofébico. Tampoco se ha esclarecido la estructura de

la subunidad hidrofébica no catalitica de las formas G4
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anfifilicas, ni el sitio subcelular en que ésta se adiciona a

las especies soclubles.

Funciones no-conlinérgicas de las colinesterasas:
Tejidos adultos: nuevos sustratos para las colinesterasas.

La presencia de las colinesterasas en tejidos no-colinérgicos ha
llevado a que se sugiera que podrian estar involucradas en
funciones no relacionadas a la transmision colinérgica. En
tejidos no nerviosos, se ha sugerido que 1la AchE podria estar
involucrada en la regulaciéon de 1la permeabilidad de la membrana
en eritrocitos y 1la barrera hemato-encefalica, y en la motilidad
de los espermatozoides (Silver 19743 Greenfield 1984; Chubb
1984). La BuchE del suero podria actuar en el control del
metabolismoc de lipoproteinas en mamiferos adultos (Kutty 1980) y
en particular en la formaciétn de LDL (low—-density lipoproteins)

(kutty 1977).

Inclusive en tejido nervioso, la distribucién de las
colinesterasas no est&d restringida a regiones colinérgicas, como
se evidencia por las discrepancias entre la distribucidén regional
de AchE y ChAT (colina-acetil-transferasa) (Graybiel y Ragsdale,
19823 Kimura y cols., 1981). AchE es detectada intracelularmente
en neuronas noradrenergicas de la sustancia nigra (Henderson vy
Greenfield, 1984) y del locus coeruleus donde coexiste con BuchE
(Sket y Pavlin, 1985) y en neuronas serotoninérgicas del rafe
(Mizukawa vy cols., 1986). Greenfield y cols. (1983) mostraron que
la sustancia nigra, region tipicamente dopaminérgica, secreta

activamente AchE y dopamina al ser estimulada eléctricamente o



3
despolarizada. La enzima también es secretada de las dendritas de

2

las celulas nigroestriatales y podria actuar como neurotransmisor
(Greenfield vy cols., 1981) o bien ajustando la sensibilidad de
estas celulas a neurotransmisores diferentes de 1la Ach, por
ejemplo hidrolizando péptidos neuroactivos (Greenfield 1985;

Chubb y Borstein, 1985).

La posibilidad de gue las colinesterasas pudieran actuar sobre
otros sustratos, ademads de la acetilcolina, ha sido considerada.
Farece paoco probable que tales sustratos sean homélogos
superiores de ACh, excepto quizds en unos pocos tejidos (ba:zo
bovino, glandulas hipobraquiales de algunos moluscos) donde estos
existen (Whittaker 1963).

En 1975 Moore vy Hess reportaron para AchE una actividad de
amidasa, Yy George vy Balasubramanian (1980,1981) demostraron que
tanto 1la AchE de eritrocitos humanos como 1la BuchE del suero
manifestaban esta actividad.

Freparaciones extensivamente purificadas de AchE Yy BuchE
hidrolizan sustancia P (SF) (Chubb y cols. 1980; Lockridge 1982),
aunque las uniones peptidicas hidrolizadas por las dos enzimas
son diferentes (Lockridge 1982). Ademas, AchE también hidroliza
encefalinas (Chubb vy cols. 1980). El1 sitio esteratico es
diferente del sitio peptidA&sico tanto para AchE como para BuchE
(Chubb vy cols. 1980; Chatonnet vy Masson, 1984) a juzgar por sus
diferentes sensibilidades a DFP. Recientemente Chatonnet y Masson
(1986) encontraron un incremento de la hidro6lisis de SP en suero
humano de mutantes "silenciosos" atipicos de BuchkE, lo que
sugiere que el alelo silencioso que no tiene actividad

esteratica, podria poseer actividad peptidasica.
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De cualquier forma, debe considerarse que el o 1los sustratos

naturales de la actividad de peptidasa asociada a colinesterasas,
si existe, no ha sido adn identificado. La presencia de estas
enzimas en tejidos no colinérgicos del sistema nervioso central
se Jjustificaria si estas participaran en 1la inactivaciébn de

péptidos neuroctransmisores.

Colinesterasas "embrionarias'": funcidn colinérgica en ausencia de

inervaciéon?

Se han detectado actividades de AchE y BuchE en muchos tipos
celulares en estadios tempranos del desarrollo embrionario.
Durante 1la diferenciacién de miembros en aves, se han encontrado
actividad de AchE en células ectodérmicas del esbozo del miembro
asi como en el mesénquima subyacente (Drews 1973). Tanto AchE
como BuchE se detectaron en 1la lamina basal entre ambos tejidos
(Falugi vy Raineri 1983) y en el ndcleo condrogénico (Schroder
1980). Esta actividad de colinesterasa (denominada embridnica)
desaparece de las células al diferenciarse éstas Yy es
independiente de la inervacién.

En el sistema nervioso en desarrollo, AchE y BuchE estan
ampliamente distribuidas vy muchas células que carecen de
actividad en el adulto, contienen la enzima en algun estadio del
desarrollo (Silver 1971) La formacién de las sinapsis talamo-
corticales -—especialmente en la corteza visual- coincide espacial
y temporalmente con la presencia transitoria de Actividad de AchE
en los terminales aferentes (Robertson y Mostamand 1988).

Layer (1983) considera que la expresion de AchE es un  evento

temprano de diferenciacién en todo el cerebro. Basandose en
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obsevaciones de un gradiente inverso de AchE y BuchkE en la retina
de embriones de aves durante 1la morfogénesis, sugirié que tal
distribucion de las colinesterasas podria contener la informacion
necesaria para la organizaciéon de células retinales en desarrollo
(Layer y cols. 198%).

Drews vy cols. sugirieron que esta actividad "embrionaria" es
parte de un sistema muscarinico primitivo ya que receptores de
acetilcolina de tipo muscarinico (Schmidt 1981) y colina

acetiltransferasa (Reich y Drews 1983) tambien son expresados en

miembros durante el desarrocllo embrionario. Mediante la
estimulacioébn por ACh o ligandos muscarinicos la célula
embrionaria podria responder con movilizacién del calcio

intracelular el cual podria regular movimientos celulares vy

quizéas migraciones de las células. De esta forma, las
colinesterasas embridnicas podrian manifestar una funcion
colinérgica "transitoria" en la regulacion de los eventos

morfogenéticos, independientemente de la inervacién colinergica.
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Que interrogantes plantea el conocimiento actual de la Biologia

de las Colinesterasas?

Como se reseffé6 en las Secciones precedentes, actualmente se
cuenta con un considerable cimulo de informacién acerca de la
diversidad molecular de las colinesterasas, en particular de
AchE. Asimismo, las poderosas técnicas de la Riologia Molecular
estan siendo empleadas para estudiar el grado en que la
diversidad genética y los fenbmenos de splicing alternativo de m-—
RNA contribuyen & tal diversidad.

Existen evidencias de que un nlumero creciente de las variantes
de las colinesterasas se originan por eventos post—-traduccionales
(eritre los que se cuentan para AchE: oligomerizaciobn,
glicosilacion, adicion de anclaje glicolipidico o subunidad

hidraofébica).

Sinm embargo, los fenotmenos celulares que regulan la distribuciobn
de las colinesterasas aun estan practicamente inexplorados.

Considerando las estructuras cuaternarias de las formas
moleculares de AchE, resulta tentador imaginar que las
subunidades cataliticas son progresivamente ensambladas a dimeros
y tetrameros, los cuales podrian asociarse a dominios colagénicos
para producir las formas asimétricas. Aunque esto es basicamente
cierto, la situacion real es mas Jjcompleja. Es necesario
enfatizar que ninguno de estos pasos ha podido ser reproducido
experimentalmente vitro, s6lo bha sido factible producir

disociacién de formas complejas a formas mas simples.
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La bilosintesis de AchE parece ser extremadamente antieconébmica

("wasteful"), a juzgar por la considerable degradacién de las
moléculas recién sintetizadas. Se ha demostrado la existencia de
maltiples compartimientos metabtlicos, que podrian corresponder a
maltiples compartimientos subcelulares, o & moléculas
bioquimicamente diferentes, o ambas. Sin embargo se debe recalcar
que los estudios en que se realizaron estas observaciones son

sistemas experimentales de caracteristicas particulares (cultivos

celulares) derivados en su mayoria de células de aves, que como
S menciond, presentan diferencias en el tamafo de las
subunidades cataliticas de AchE respecto al resto de los

vertebrados, ignorandose hasta el momento en que medida tales

diferencias influyen sobre los eventos post—traduccionales.

ChE presenta un grado considerable de homologia con AchE vy el
polimorfismo estructural paralelo de ambas enzimas sugiere que
podrian estar sujetas a eventos regulatorios similares.

embargo, la ChE bha sido menos estudiada, posiblemente por 1la
imposibilidad de adscribirle un papel funcional en algdn tipo
celular. Contar con un sistema exxperimental donde se expresen
ambas enzimas (AchE y ChE) permitiria ademas evaluar de qué forma

regulan los diferentes destinos, dado sus notable similitudes

en ewstructura molecular.



OBJETIVOS ESPECIFICOS

Los interrogantes que se propone resolver el proyecto de
investigacidn cuyos resultados se exponen en esta Tesis son los

sigulientes:

Es la corteza cerebral de rata durante el desarrollo un

sistema adecuado para el estudio simulténeo de 1la distribucién

subcelular y ascciaciton a membranmas de AchE y ChE?

b- En el caso de higado de rata, para el cual se ha descripto
actividad de colinesterasa, puede dicha actividad atribuirse a
Ao hE v/o ChE, en base & 1las especificidades de sustrato,
sensibilidad a inhibidores y estabilidad térmica descrtiptos para
AchE y ChE de otros origenes? De ser asi, cual es 1la

distribucién subcelular de AchE y ChE en higado de rata?

c—- Cuales son las propiedades de solubilidad de AchE y ChE en
ectos tejidos, de acuerdoc a las rutinas metodolbgicas mas
comunmente empleadas en la determinaciétn de grado de asociacion
de proteinas a membranas bioldgicas? Cuales son los factores
operativos mas relevantes que condicionan la extractabilidad de

estas enzimas?

d-—- Teniendo en cuenta el polimorfismo estructural de AchkE y ChE,
es la solubilidad diferencial atribuible a diferencias en el

grado de ensamblaje?
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e— Considerando que para AchE de otros origenes se han descripto

variantes que difieren en grado de hidrofobicidad (especies
anfifilicas y no anfifilicas), cuales son las propiedades de
interacciétn con detergentes no ibnicos vy fosfolipidos de AchE vy

ChE en estos tejidos?

La respuesta a estos interrogantes permitird evaluar si 1la
solubilidad diferencial de AchE y ChE en estos tejidos se
correlaciona con  su grado de ensamblaje y/0 grado de
hidrofobicidad.

Asimismo se propone evaluar si alguno de estos tejidos presenta
caracteristicas que permitan abordar estudios simul taneos de AchE
y ChE., con vistas a estudiar 1la sintesis, ensamblaje,
sefializacion molecular vy transporte intracelular de estas

proteinas.
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Figura 2

Caractexristicas Generxrales

dAde AchE y ChE

ACHE

CHE

Composicion

GLICOPROTEINAS

subsitio anionico mas

subsitioc esterasic
Sitio actiwvo (1 sitio por subunidad catalitica) de serina. °
Mecanismo de hidrolisis ACILACION-DESACILACION
aproximadamente
PM. sudunidad catalitica 80.0898 DALTONS
Asociaciones cuaternarias (ver Fiqura B) SI PRESENTAN
ACh, BuCh y
. esteres
Sustratos preferenciales ACh superiores
de colina.
Inhibicion poxy sustrato Y 16-3 M no presenta
Inactivacion termica ) 45 8C > 35 6C

InMmunoreactividad cruzada

no se ha detectado aun
reactividad cruzada entre
ambas enzimas#*

. ; BH 62C47 Ethopropazine
Inhibidores selectivos

Eserina
Inhibidoxres comunes a ambas

DFP%x

% 1os antisueros policlonales utilizades fueron de:Torpedo (Toutant y col.,1985); rata(Vigny y col.,
1978), ave (Rotundo, 1984b); los anticuerpos monoclonales de:Torpedo (Musset y col., 1987); rata
(Rackonczay, 1986), conejo (Mintz y Brinijoin, 1985), ave (Rotundo, 1984b).

¢ 1a velocidad de inactivacion de la ChE en presencia de DFP es considerablemente mayor

(Lockridge y col., 1987)

Los datos para confeccionar esta tabla se tomaron de las revisiones de Toutant y Massoulie (1988)



Figura 3
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Figura 4
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Arreglo de las subunidades cataliticas de 1la forma Al12 de
AchE de oOrgano eléctrico de Electrophorus (tomado de Toutant
y Massoulie, 1988)
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Figura 6

Representacion esquematica de la estructura de la forma Ga
de cerebro de buey.(sacado de Massoulie y Toutant, 1988)
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FIGURA 7

Relaciones biosintéticas hipotéticas entre las formas
moleculares de AchE (tomado de Toutant y Massoulie 1988)

Este esquema incorpora las evidencias derivadas de los
estudios de: Rotundo y Frambrough (1982) y Rotundo (1984a,b)
en cultivos primarios de células musculares embrionarias de
aves: de Lazar y cols. (1984) en una linea celular neural de
raton y de Brockman y cols. (1986) en cultivos primarios de
células musculares en cultivo.

G : formas globulares

A : formas asimétricas

Los subindices indican el numero de subunidades cataliticas.
lLas formas globulares anfifilicas se indican como GA.

Fara mads detalles, véase el texto (Capitulo 1, "Transporte
intracelular y secrecion de AchE").
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CAPITULO 22

MATERIALES Y METODOS

2.1 ANIMALES Y EXTRACCION DE ORGANOS

FPara la obtencion de higado se emplearon ratas de 1la cepa
CHEBThom de 13%0-250 gr de peso, privadas de alimento durante 12-
16 horas antes de su sacrificio. Se decapitaron con guillotina, y
el higado fue rapidamente perfundido ex vivoe con NaCl 0.85% a
traves de la vena porta hasta que se blanqued ( aproximandamente
100-1530 ml). El higado fue cortado en trozos pequeflos con bisturi
a 0= previo a su homogenizacién.

Fara 1la obtencidn de corteza cerebral se emplearon ratas de la
cepa CHBBThom las cuales fueron sacrificadas con guillotina
(adultas) o con tijeras (fetos y neonatas). En todos los casos se
removié el cerebro vy se lo colocé en solucién fisiolégica a 0<C.
Su diseccidn se realizd sobre hielo.

En el caso de los fetos se considerd dia O de gestacidn el dia de
apariciéon de tapon mucoso en vagina. E1 dia del nacimiento se

considerd dia O post—-natal.

2.2 OBTENCION DE FRACCIONES DERIVADAS DE CORTEZA CEREBRAL DE

RATA

L]

.« Aislamiento simultaneo de cuerpos celulares de neuronas vy

)
=y

sinaptosomas

Se realizd mediante la combinaciébn del método de aislamiento de
cuerpos celulares de neuronas descripto por Sellinger y
col.(1971) con modificaciones tal como se describe en Berninsone

y cols. (1989) con la técnica de Booth y Clark (1978) para la
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purificacion de sinaptosomas. Esta combinacién permite obtener

ambas preparaciones a partir del mismo material y se esquematiza
en la Figura 8. Las cortezas cerebrales fueron disecadas e
inmediatamente sumergidas en solucién A" a 0°C (PVP 7.5%: BESA
0.0%; C€CaClz 5 mM; sacarosa 0.1 M en buffer fosfato S mM pH 7). La
suspension  fue pasada a presion a través de mallas de acero
inoxidable de 330, 110y 73 pwym (3 veces por cada una). La
suspension  final (20 wmlL de solucién A" por corteza) fue sembrada
sobre un gradiente de sacarosa (1.0 M, 1.2 M, 1.4 M, 1.65 M) el
que fue centrifugado a 40000 x g durante 20 minutos en un rotor

AH-627. Los pellets que contenian los cuerpos celulares de

peuronas, fueron controlados por microscopia de contraste de
fases, resuspendidos en uwna soluciétn de sacarosa 0,259 M vy
centrifugados a 1000 » g durante 5 minutos. E1 lavado se repitio,
los pellets finales fueron homogenizados en solucidn fisiolbgica
u otras segin se indicar&, y conservados a -20°C hasta su ensayo.

El material que se encontraba entre las capas de sacarosa 1.2%5
M/1.4 My 1.4 M/1.65 M se colectd, suspendid en sacarosa 0.32 M
Ys previa homogenizacioén, se sedimentdé a 17000 x g durante 10
minutos. E1 sedimento fue sometido a separacién isopicnica en
gradientes discontinuos de Ficoll-sacarosa (ver Figura 8). El
material recuperado en las interfases (Sy y My) fue recogido por
aspiraciétn, diluidas en sacarosa 0.2% M o solucibn fisiolbgica
como se indicard en cada caso y lavadas por centrifugacibn a

100000 » g durante 1 hora (rotor Ti 865.1).
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2.2.b Aislamiento de conos de crecimiento nervioso prenatales

Se realizé segin el método descripto por Pfenninger y cols.
(1983) modificado segun se describe empleando fetos de 16-18 dias
de gestacion, segun se esquematiza en la Figura 9.

Se extrajo el cerebro de 1los fetos vy se los homgenizé en 8
volumenes de sacarosa 0,32 M, MgCl> 1 mM, HEPES 1 mM pH 7.4 en un
hamogenizador de teflon-vidrio. E1 homogenato resultante cse
centrifugé a 1600 g durante 15 minutos. El sobrenadante se cargo
sobre un gradiente discontinuo de sacarosa (0.75 M; 1.0 M3 2.66
M) vy se centrifugb a 242000 »x g durante 40 minutos en un rotor
vertical (TV-863). El material en las interfases A (carga/0.75M),
E (0.75M/1M) y C (1M/2.66M) fue recogido, diluido con 10
volumenes de sacarosa 0.32 M y centrifugada a 100000 » g durante
1 hora. Los pellets fueron resuspendidos en H=0 bidestilada vy

conservados a —-20°C.

2.3 OBTENCION DE FRACCIONES SUBCELULARES DE HIGADO DE RATA

2.%.a Fraccionamiento de microsomas

El higado fue homogenizado (1:10, p/v) en sacarosa 0.25 M3 tris-—
HCl1 10 mM pH 7.43 EDTA 1 mM en un homogenizador teflon-vidrio
(Fotter—-Elvejhem) & 500 rpm con 40 pases. Se centrifugé a 20000 3
g durante 10 minutos (rotor §S34). El sobrenadante fue
centrifugado a 37000 rpm (100000 x g) durante 1 hora (rotor T-
8465). Los precipitados (fraccidén microsomal) fueron resuspendidos
en la soluciédn de homogenizacién mediante S pases suaves en
homogenizador Dounce en el caso de ser utilizados para ensayos de
latencia, 1los cuales se realizaron inmediatamente. En el caso de

ser uwtilizados para ensayos bioquimicos o lavados, fueron
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homogenizados en teflon-vidrio en la solucién correspondiente y

conse+rvados a —-20<C.

2.3.b Fraccionamiento de RER y REL

Se realizo por la técnica descripta por Carey y Hirschberg (1980)

como se representa esquemdticamente en la Figura 10.

2.3.c Fraccionamiento de aparato de Golgi

Se realizd por la técnica descripta por Leelavathi y col.(1970)

seglin se esquematiza en la Figura 11.

2.3.d Fraccionamiento de membrana plamatica

Se realizd por la técnica de Hubbard vy col. (1983) tal como se

indica en la Figura 12,

2.4 OBTENCION DE MEMBRANAS DE ERITROCITOS HUMANOS

Se purificaron membranas de er&trucitos humanos de acuerdo a la
técnica descripta por L. Steck vy A. Kant (1974) con ligeras
modificaciones. Se extrajo sangre humana Yy se le agregd citrato
de sodio 3.8%Z (1:10 v/v) como anticoagulante. En todos los casos
la sangre asi obtenida fue guardada a 0-4°C y utilizada a las 24
horas de la extracciédn. Todos los pasos siguientes se realizaron
también a 0—4<C. La sangre se centrifuga a 2300 gav por 10
minutos, se descarta el sobrenadante y el pellet se resuspende en
% wvolumenes de FES (NaCl 130 mM, buffer fosfato SmM, pH 8) y se
vuelve a centrifugar a 2300 gav por 10 min. Se repite el lavado 2
veces mas. E1 pellet del dltimo lavado, eritrocitos empaquetados,

se resuspende en 40 volumenes de S5P8 (buffer fosfato SmM, pH 8B) vy
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se mezcla rapidamente para lograr la hemélisis de los eritrocitos

empaquetados. Se centrifuga a 22.000 gav durante 10 minutos y se
descarta el sobrenadante. Se repite el lavado 3 veces. El pellet
final se resuspendid (1:20 v/v) en SP8 y se centrifug6 a 100.000
gav durante 1 hora. El1 pellet final, membranas de eritrocitos,

fue sometido distintos procedimientos de extraccibn.

2.3 LAVADOS DE FRACCIONES

La eliminacidon de proteinas adsorbidas a las vesiculas de

fracciones microsomales y de RE se realizé sequn lo descripto por
Autori vy col (1973). Las fracciones fueron resuspendidas en tris-—

HCl1 0.1 M pH 8 y centrifugadas a 100000 x g durante 1 hora.

La liberaciéon de proteinas periféricas de membranas y del
contenido de vesiculas se realizé mediante un tratamiento

alcalino (Fujikli y cols. 1982). Los sedimentos correspondientes a
las diferentes fracciones se homogenizaron (1:10 p/v) en NazCOs
0.1 M pH 11.5, se dejd en hielo durante 30 min y se centrifugb a

100000 x g durante 1 hora.

2.6 OBTENCION DE EXTRACTOS

E1l tejido fue extraldo, previa perfusion ex vivo comob se
describid e inmediatamente pesado y transferido a 0°C.

Las soluciones empleadas para la extraccion de AchE y ChE (cuya
composicién se indicard en cada caso) contenian como inhibidores
de proteasas: benzamidina 1 mM; EDTA 1 mM; leupeptina 1 pg/mbij;
aprotinina 2 pg/mL. Todos 1los pasos del procedimiento se

realizaron entre 0 y 4= C.
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Las homogeneizaciones se realizaron empleando un homogenizador
teflon—-vidrio mediante 100 pases a S00 rpm. Las centrifugaciones
se realizaron a 100.000 x g durante 1 hora a 4°C en un rotor T-
865 Sorvall.

Los sobrenadantes obtenidos en cada paso de extracciéon fueron
separados en alicuotas y conservados a -70°C hasta su analisis.

En el caso de extracciones secuenciales se emplearon las
siguientes:

Secuencia de extraccién A:

Se realizd segiin el procedimiento descripto inicialmente por
Vigny (1976) con la modificacién de que la extraccién inicial con
alta fuerza idénica fue repetida antes de 1la extraccibon en
presencia de detergente (ver Figura 13).

Las soluciones usadas fueron:

H5: NaCl 1M en tris-HC1l 10 mM pH 7

HST: Tritéon X—-100 1% en HS.

Secuencia de ex)xtraccidén E:

Se realizd segun el esquema empleado para la solubilizacion
secuencial de AchE y ChE de diferentes tejidos de Torpedoc (Bon y
col 1988) y de cabeza de Droscphila (Toutant y col 1988), que se
muestra en la Figura 14.

Las soluciones usadas fueron;

LS: tris—-HCl 10 mM pH 7

LST: LS con Tritéon X-100 1%

HS5T: NaCl 1M , Tritéon X-100 1% en LS)
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2.7 CARACTERIZACION DE LAS FORMAS MOLECULARES DE AchE y ChE POR

CENTRIFUGACION DE VELOCIDAD DE SEDIMENTACION

Centrifugacidn en gqradientes de sacarosa:s

Se usaron gradientes lineales de sacarosa de las siguintes
caracteristicas:

- 3-20% p/v

- 10-40% p/v

- 95207 p/v con agregado de un colchén de sacarosa al S0% p/v
para impedir la precipitaciédn de agregados o restos de material
particulado cuando se analizaron sobrenadantes de 20000 »x g 20
minutos.

En todos los casos los gradientes se prepararon en solucibn HST,
a excepcion de algunos que se realizaron en HS segun se indicaréa,
con el fin de determinar si la ausencia de detergente inducia la
agregacion de las enzimas en estudio.

Las centrifugaciones se realizaron a 4°C en una ultracentrifuga
Sorvall OR65 en dos condiciones diferentes:

a— en rotor de cabezal oscilante (AH-627) a 27000 rpm (135.000
gmax) durante 17 horas.

b— en rotor vertical (TV-863) a 35000 rpm (286.000 gmax) durante
2 boras 30 minutos para gradientes 5-20% con colchon, o 4 horas
para gradientes 10-40% y S5-20%.

En cada corrida se incluyeron como marcadotes de velocidad de
sedimentacién: fosfatasa alcalina (6.1 S) vy B—galactosidasa (16
S) .

Los gradientes fueron fraccionados desde el fondo hacia la
superficie. Las fracciones fueron conservadas & —-20°C hasta ser

ensayadas, seglin se describe mas adelante.
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2.8 ELECTROFORESIS NO DESNATURAL IZANTE EN G6ELES DE
POLIACRILAMIDA

Se realizd sequn la técnica descripta por Toutant (1986).

Se emplearon geles planos (2 mm de espesor) de poliacrilamida
7.0% T, 2.6% C. que fueron corridos en una unidad de
electroforesis horizontal (LKR Multiphor 11).

Los geles y el buffer de corrida contenian & x 1072 M tris-
glicina pH 8.9 y tal como se indicard en cada caso, o bien ningun
detergente o Tritén X100 al 0.95%.

Las muestras fueron preincubadas con el buffer de corrida (20
minutos a 20°C, diluciétn 1:1) antes de ser aplicadas al gel.Al
final de la corrida (3 horas a 40 mA, a 20=C) los geles fueron
enjuagados intensamente con buffer acetato 10=* M pH 6.

la actividad de colinesterasas (AchE vy ChE) fueron visualizadas
por medio de una tinciétn especifica directa (Karnovsky y Roots,
1964). La tiocolina liberada durante 1la reacciéon enzimatica
reduce el ferricianuro a ferrocianuro, combina&ndose éste con los
iones Cu** formando ferrocianuro de cobre insoluble (marron). Los
iones Cu** del medio estadn complejados con citrato para prevenir
la formacion del ferricianuro de cobre.

La solucién de tincién empleada contenia:

citrato de sodio S mM
sulfato de cobre I mM
ferricianuro de potasio 0.2 mM
butiriltiocolina 0.01 mM

en buffer acetato 65 mM pH 6



2.9 SEPARACION DE FASES EN SOLUCIONES DE TRITON X-114.

El detergente no iénico Tritén X-114 se empled en este caso para
estudiar el caracter anfifilico de las colinesterasas en
diferentes extractos.

Precondensacitn de Triton X—-114 comercial:

Las soluciones stock empleadas en este trabajo fueron preparadas
por precondensacion de Triton X—-114 comercial con el fin de
eliminar las moléculas m&s hidrofilicas (Bordier, 1981).

Se prepard una solucion al 24 p/v de Triton X-114 en buffer tris-
HCl1 10 mM; NaCl 150 mM, pH 7.4 a 4=C; agitando hasta obtener una
solucion limpida. Se 1incubd a 30°C durante toda 1a noche,
ccurriendo la condensaciéon de las micelas del detergente. La fase
superior, mas abundante y empobrecida en detergente ("acuosa") se
descartd, previa determinaciéon de la concentraciédn de detergente
por absorbancia a 275 nm. La fase inferior, de aspecto oleoso,
enriquecida en detergente fue redisuelta en igual volumen de
buffer a 0= C y sometida a una nueva condensacidén en iguales
condiciones. Este proceso fue repetido hasta que la concentracion
de detergente en la fase superior "acuosa" fuera inferior a
0.03%, usualmente tres veces.

La concentracién de Triton X—-114 en la fase inferior enriquecida
en detergente resultante fue determinada por absorbancia a 2735 nm
({En  nuestras condiciones resultéd de 16.6 % p/v). Esta fase fue
conservada Yy usada como stock de Triton X-114 para los

experimentos que aqui se describen.
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Separacién de proteinas anfifilicas y no anfifilicas de extractos

por separaciédon de fases de soluciones de Triton X-114:

Se realizd de a&acuerdo a la técnica descripta por Bordier (1981)
con las modificaciones introducidas por Belzunces y col. (1988)
para la separacitn de AchE en extractos totales de SNC de
Insectos.

A una alicuota de cada muestra (usualmente entre 300 y 300 pL)
contenida en un tubo de microcentrifuga de 1,5 mL se le agreg6 un
volumen de soluciédn precondensada de Triton X-114 tal que 1la
concentracidén final fuera del 3%. Las muestras fueron agitadas
vigorosamente y mantenidas en hielo durante 10-15 minutos,
incubadas & 30°C durante 15 minutos vy centrifugadas en una
microcentrifuga a 10000 »x g durante JF minutos a temperatura
ambiente. La fase superior acuosa (A) y la fase inferior rica en
micelas de detergente (D) obtenida por condensaciétn de cada
muestra fueron separadas, y previa medicion del voluamen
resultante y separacién de una alicuota para la determinacibn de
actividades enzimaticas, se les agregd solucioédn precondensada o
buffer hasta lograr una concentracién final de Triton X-114 de 3%
y fueron sometidas a una nueva condensaciéon. Las fases Ay D

obtenidas se conservaron para los ensayos bioquimicos.

2.10 INCORPORACION DE AchE y ChE DE EXTRACTOS DE HIGADO EN
VESICULAS FOSFOLIPIDICAS (LIPOSOMAS)

Se realizaron experiencias de reconstitucién usando asolectina
(fosfolipidos de porotos de soja, Am.Lec.Co., USA) que fue
pesada, lavada en acetona o cloroformo vy secada bajo N=

inmediatamente antes de su uso. Los fosfolipidos (PL) asi
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tratados fueron resuspendidos en las soluciones que se indicaran

en cada caso.
Se emplearon dos técnicas diferentes de incorporaciébn y/o

formacion de vesiculas fosfolipidicas:

2.10.a Formacion de proteoliposomas por resocion del detergente

(dialisis):

En este caso la formacio6n de las vesiculas se realiza
simultaneamente con la incorporaciébn, por diAlisis extensiva de
una mezcla de PL y extractos conteniendo la/s proteinas a
incorporar, como fuera descripto por Helenius y cols. (1977). E1l
extracto sometido a este procedimiento fue obtenido por
solubilizaciéon de membranas de higado en 20 mM octilglucésido
(0.6% p/v) en tris—HC1 4 mM pH 7.4 (EOG).

Voldmenes de 1 - 1.2 mL del extracto se transfirieron a tubos
conteniendo PL pretratados como se describid previamente, en
cantidad tal que la relacion PL:proteinas fuera de 3531
aproximadamente. Las mezclas fueron agitadas a temperatura
ambiente y transferidas a bolsas de dialisis.

Como control, una alicuota del extracto EOG fue sometida al mismo
tratamiento en ausencia de PL (EOG -PL)

lLa diAlisis se realizé a 4°C en S00 mL de buffer 0OG (tris—HC1l 4

mM pH 7.4) durante 48 horas con cambios cada 12 horas.
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2.10.b Formacién de proteol i pososas por congelamiento

/descongelamiento y sonicaciétn breve de extractos depletados de

detergente y liposomas preformados:

Este procedimiento requiere 1la formacién previa de vesiculas
fosfolipidicas por sonicacién, para luego realizar la
incorporacién de proteinas de los extractos por sonicaciéon breve
(Tse vy cols. 1985). En este caso, los extractos deben ser
pretratados para la remocibn del detergente. El extracto sometido
a este procedimiento fue obtenido por solubilizacidn de membranas
de higado con Triton X-100 al 1% y pretratado con BRio-Beads SM-2
para remover el Triton X—-100 por adsocrciéon (ver mas adelante).
Acsimismo se sometid a reconstitucién en liposomas preformados a
una mezcla de enzimas purificadas (AchE de eritrocitos humanos vy
ChE de suero de caballo, Sigma) — EP-.

Remocidbn de Triton X-100:

Se empledé Rio-Reads SM-2 (Bio—-Rad Laboratories, Richmond, Ca.,
USA), un copolimero poroso neutro de estireno-divinilbenceno, que
adsorbe fuertemente Tritén X-100 (Holloway P.W. 1973). Las Bio-
Beads SM-2 fueron lavadas dos veces en metanol (aproximadamente 7
mL/ gramo de copolimero) con agitacion, sin permitir que se
secaran fueron lavadas 2 veces en agua bidestilada ( 15 mL/gramo)
y conservadas en agua bidestilada hasta su uso.

gr de Bio-Beads humedas se agregaron por cada mL de extracto
conteniendo 1% de Triton X-100, vy se agitéd 1la mezcla a 4=C
durante 10-12 horas.

Formacion de proteoliposomas:

FL pretratados como se describié fueron suspendidos en buffer 0G

(24 mg PL/mL) vy sonicados hasta que la suspensién se aclar6o (30



60
min a temperatura ambiente) en un sonicador marca Ultrasonics

Inc. Modelo W-2Z0F a 40-50% de la salida méaxima del aparato.

Los extractos crudos, pretratados para remover el detergente y la
mezcla de enzimas puras se agregaron a alicuotas de la
preparacion de vesiculas sonicadas en una relacion PL:proteinas
de 6:1 en un volumen final de 1,2 - 1,5 mL.

Las mezclas fueron sometidas a dos ciclos de congelamiento rapido
en hielo seco/acetona vy descongelamiento lento & temperatura

ambiente y luego sonicadas durante 20 segundos.

2.10.c Separacién de proteoliposomas y proteinas no asociadas por

centrifugacidn en gradientes isopicnicos:

Se realizdé una técnica de flotaciédn en gradientes isopicnicos
(Kaufman y Silman, 1980). Las muestras de proteoliposomas
preparadas por cualquiera de los métodos antes descriptos fueron
llevadas a una concentraci6on de sacarosa 1,2 M, y 1,8 mL de esta
suspensién se sembraron sobre 1,5 mL de sacarosa 2 M. Sobre 1la
muestra se depositaron 9 mL de sacarosa 1 M y sobre ésta 1,7 mL
de buffer 0OG (las soluciones de sacarosa fueron preparadas en
buffer 06G). Los gradientes discontinuos fueron centrifugados
durante 21 horas a 4°C en un rotor AH 627 a 25000 rpm. Luego los
gradientes fueron separados en fracciones de (0,5 mL a las que se
ensayaron las actividades de AchE y ChE como se describirad mas

adelante.
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2.11 DETERMINACIONES BIOQUIMICAS

2.11.a DETERMINACION DE LAS ACTIVIDADES DE ACETILCOLINESTERASA Y
COLINESTERASA NO ESPECIFICA

Se realizd mediante una modificaciébn del ensayo de Ellman y cols.
(1961) que incluye el uso de inhibidores especificos de cada
enzima.

Como sustratos se emplearon ioduro de acetiltiocolina (ATC,
analogo del sustrato natural de ambas enzimas) y ioduro de
butiriltiocolina (BRTC, analogo del sustrato de ChE), los cuales
por hidrolisis producen acetato (o butirato) y tiocolina.

La tiocolina liberada reacciona con el ion S,5-ditio-bis-
nitrobenzoato (DTNR) produciendo el ion S-tiobenzoato de color
amarille cuya absorbancia se detemina espectrofotometricamente a
412 M (Sa1z Am = 13600 L.mol~*.cm™1).

Condiciones de la reaccidén

Las reacciones se llevaron a cabo en un volumen final de 1,1 nL.
Los sustratos ATC y BTC se emplearon en una concentracion final
de 3.4 »x 10—< M,

Como inhibidor de AchE se us6 BW 284 C31 (dibromuroc de 1,5 bis
[alildimetil—-fenilamoniolpentan—-3-ona).

Como inhibidor de ChE se emplet ethopropazine (hidrocloruro de
10-[2-dietilamino]lpropil fenotiazina).

Las concentraciones 6ptimas de cada inhibidor se determinaron

como se describird mas adelante.

En cada serie de determinaciones se incluyeron 1os siguientes

controles:
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a— reactivos en ausencia de muestra

b— para cada muestra se realizé un ensayo en ausencia de
sustrato, con el fin de determinar la absorbancia producida por

tiocoles endbégenos.

Fara medir la actividad de AchE se realizé alternativamente
alguna de estas opciones:

i- ATC como sustrato, en presencia de ethopropazina como
inhibidor de ChE

ii—- [ATC como sustrato, en ausencia de inhibidores] - [ATC como

sustrato en presencia de BW 284 C511]

Fara medir la actividad de ChE se realizé alternativamente alguna
de estas opciones:

iii—- BRTC como sustrato en ausencia de inhibidores

iv - BTC como sustrato en presencia de BW 284 CS51 como inhibidor
de AchE

v - ATC como sustrato en presencia de BW 284 C51.,

Fara cada tejido estudiado se analizé la equivalencia entre las
diferentes condiciones experimentales , encontrdndose gque i = 1ii
y 1iii = 1iv. Esto verifica que las concentraciones de inhibidores
seleccionadas empleando enzimas purificadas eran las adecuadas
para la determinaciéon de actividades en homogenatos y fracciones
subcelulares de cada tejido.

lLas diferencias obtenidas para la condicién v respecto de iii vy
iv est&dn basadas en que 1los diferentes ésteres de colina tienen

diferente afinidad por ChE.
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Determinacidén de 1las concentraciones odoptimas de inhibidores

especificos de AchE y ChE

Con el fin de determinar 1las concentraciones de RW 284 CS51
(inhibidor de AchkE) vy ethopropazine (inhibidor de ChE) en las
cuales la inhibicibn especifica fuera maxima vy la inhibiciébn
cruzada fuera minima, se emplearon AchE y ChE purificadas (AchE
de eritrocitos humanos, Sigma y ChE de suero de caballo tipo VII,
Sigma). Se determind la actividad de las mismas en presencia de
cada uno de los inhibidores en un rango de concentraciones entre
1o-° y 1074 M, respecto a la actividad en ausencia de
inhibidores.

lLas condiciones 6ptimas fueron:

BW 284 CS1 en concentracién final 5.107® M : inhibe 97% AchE y 6%
ChE

Ethopropazina en concentraciébn final 107® M 3 inhibe 99%Z ChE y 6%
AChE.

Si bien se encontré que concentraciones superiores incrementaban
la inhibicidn especifica, se registré en esos casos un incremento
significativo de 1la inhibicién cruzada, por 1lo tanto se
seleccionaron las concentraciones antes mencionadas,
corrigiendose en cada caso los valores de actividad calculados

para cada muestra por la inhibicién no especifica.

Ensavyos

Se realizaron tres tipos de ensayos de AchE y ChE:

1 Ensayos cineticos: Las determinaciones se realizaron en

espectrofotémetro Beckman modelo 205 por registro continuo de la
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absorbancia a 412 nm, a partir de 1la adicién del sustrato a la

mezcla de reaccién previamente termostatizada en cubeta. El
registro se realizdé contra un blanco conteniendo reactivos al
cual se agregd sustrato. La velocidad de aparicién del producto
se determind a partir de 1la pendiente del registro Abs.vs.
tiempo.

2y Ensayos incubandog 1la mezcla de reaccidn a tiempo fijo: Las

reacciones se realizaron incubando a 37°C durante 15 y 30
minutos. Se detuvo 1la reaccién por agregado de prostigmin M
(inhibido+r de ambas colinesterasas) y colocacidon a 0°C. Las

determinaciones de absorbancias se realizaron inmediatamente.

3) Ensayos « tiempaos fijos, en el caso de fracciocnes de
gradientes de sacaragsa: Los ensayos para colinesterasas se
realizaron empleando ATC como sustrato en presencia de

ethopropazine (inhibidor de ChE) para AchE y con BTC como
sustratoc en presencia de BW 284 CS51 (inhibidor de AchE) para ChE,
en las concentraciones especificadas. La reaccién se realizo a
temperatura ambiente durante tiempos que oscilaron entre 30
minutos y 24 horas en el caso de muestras con baja actividad.

La presencia de sacarosa en las fracciones incrementa la
absorbancia a 412 nm cuando son sometidas al ensayo de Ellmans,
dando apariencia de una actividad mayor que la real, y este
fenbmeno aumenta de magnitud con el tiempo. Para corregir esto,
un gradiente de sacarosa equivalente al empleado para separar
faormas moleculares (FM) sin muestra fue fraccionado para cada
corrida y sometido a la reaccién de Ellmans por el mismo tiempo
que para las muestras. Las lecturas a 412 nm de estos gradientes

"blancos” vs. la fraccién del gradiente del gue provenian fueron
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ajustadas por regresiéon lineal y descontadas de las lecturas de

cada fraccidn de gradientes con muestra.

Se observd que para periodos de tiempo superiores a los 60
minutos el incremento de absorbancia (indicativo de la velocidad
de producciéon de tiocolina) no resultaba lineal con el tiempo. De
esta manera las actividades de las fracciones de gradientes se
expresan en unidades arbitrarias de actividad y la cuantificacibn
de 1los porcentajes de cada FM se realizé por calculo del area en

cada pico respecto del &rea total.

2.11.b Determinaciodn de actividad de glucosa—-6-fosfatasa

(E.C.3.1.3.9)

Se realizéd mediante la técnica descripta por Aronson y Touster
(1974) por la cual se determina la velocidad de liberacidn de
fosfato inorgénico a partir de glucosa 6 fosfato.

A S0 pl de la muestra se agregd 450 pl de reactivo (Na—glucosa 6
fosfato 22 mM3; histidina 19 mM3; EDTA 1 mM; pH 6.5). Se incubo
durante 15 y 30 minutos a 37°C con agitacion. La reaccibn se
detuvo en hielo agregando 25 ul de TCA al 50%. Se centrifugé a
2000 » g durante 15 minutos y de los sobrenadantes se tomd una
alicuota para determinar P como se describird mas adelante.

Cada muestra se ensayd en triplicado, y para cada una se realizo
un blanco en el que se reemplazé el reactivo por un volumen
equivalente de H=0, con el fin de determinar la cantidad de Fi
presente en la muestra y el liberado durante la incubacibn a
partir de sustratos endogenos. En cada serie de determinaciones

se incluyd asimismo un blanco de reactivos.
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Z.11.c Determinacion de actividad de S'nucleotidasa (E.C.3.1.1.5)

Se realizéd por 1la técnica de Aronson y Touster (1974) en la cual
se determina la velocidad de producciéon de Pi por hidrélisis de
S AMP.

A 30 pl de muestra se le agregaron 450 pl de reactivo (Na- AMP
242 mM; NaOH glicina ©.1M; MgCla 10 mM3 pH 2.1). Se incubd a I7=C
por 13 y 30 minutos y la reacciéon se detuvo en hielo por agregado
de 253 pl de TCA 20%. Se centrifugd a 2000 % g durante 15 minutos
y del sobrenadante se tomaron alicuotas para la determinacibn de
Fi.

Se realizaron el mismo tipo de controles gque para glucosa 6

fosfatasa.

2.11.d Determinaci6tn de actividad de acido N-acetil-neuraminico

transferasa (sialil transferasa) (E.C.2.4.99.1)

Se realizd de acuerdo a la técnica de EBriles y col (1977) por la

cual se determina la velocidad de transferencia de acido sialico
a partir de CMF-[3H]lAcido siAlico a un aceptor exbgeno
(asialofetuina, ASF).

Se tomaron 2% y 50 pl de muestras apropiadamente diluidas tal que
contuvieran: entre 200 y 300 pg de proteinas para RER y SER;j;
entre S0 y 130 pg para homogenatos vy entre 10 y 25 pg para
fracciones de Golgi. Se agreg6é 150 pl de reactivo conteniendo:
0.1% pCi de CMP-[3H]SA, actividad especifica 1% Ci/mmol, 0,35 mg
de ASF, NaCl &6 mM, Tritédn X—-100 0,1% , en buffer fosfato 20 mM

pH 7.9.
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Se incubd 1 hora a 37°C con agitacién y se detuvo la reaccibn con

1 ml de Acido fosfotungstico al 1% en HCl 0.S5N. Después de 10
minutos en hielo, se centrifugdé a 2000 » g durante 15 minutos vy
los precipitados fueron sometidos a dos lavados, resuspendidos
en 1 mL de NaOH 1N y transferidos a viales donde se agregt 19 mL
de liquido de centelleo (0,025% POPOP, 0,4% PPO, 30%Z p/v Triton
X-100 en tolueno bidestilado). La radioactividad se determind en
un contador de centelleo liquido en condiciones en gque el error
de medicion fue 24. La eficiencia del conteo se determindéd por
el método del standard externo, empleando para su calibracibn una

curva de standard de =H.

2.11.e Determinacidén de la integridad de vesiculas derivadas del

RE (latencia de hidrélisis de_ _manosa-6-fosfatoc por glucosa 6

fosfatasa)

Se determind 1la latencia de hidrélisis de manosa 6-fosfato
(sustrato no permeante a través de membranas de RE) por glucosa
b-fosfatasa (enzima de orientacidn luminal en el RE) segun 1o
descripto por Arion y cols. (1976).

Los sedimentos correspondientes a las fracciones a ensayar se
suspendieron en sacarosa 0.25 M3 tris HC1 10 mM pH 7.4 mediante 3
pases con un homogenizador Dounce, separadndose la suspensibn
resultante en dos alicuotas. Una de ellas fue 1llevada a una
concentracion final de 0,087 de Tritéon X-100, mediante el
agregado de Triton X-100 al 10%, con el fin de hacer permeables
las vesiculas al sustrato.

En ambas preparaciones, (con y sin detergente) se determinbt la

actividad de glucosa—4é-fosfatasa empleando como sustrato manosa-
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b—fosfatoc midiendo la liberacidon de Pi segin se describe mas

adelante.

2.11.f Determinacit6n de la actividad de lactico deshidrogenasa

Se realizd de acuerdo a la técnica descripta por Kornberg y col.
(19353) en 1la que se determina espectrofotométricamente 1la
disminucion de la absorbancia a 340 nm por consumoc de NADH + H*

por reduccidn de piruvato.

2.11.g Determinacidn de fosfato

Se realizdé de acuerdo a 1la técnica de Chen y col. (1956) que se
basa en el uso de adcido ascorbico como reductor del
fosfomolibdato.

Las alicuotas de 1os sobrenadantes de 1la reacciétn enzimatica
correspondiente se llevaron a 2350 pL con Hz0 y se agregd 700 b
de reactivo (MbNHa 0.42%4 en H=280a4 1 N : 6 vol a los cuales se
agregé 1 vol de &acido ascérbico al 10% preparado inmediatamente
antes).

Se incub® a 40°C por 20 minutos y se determin6é la absorbancia a
660 nm. La concentracidon de fosfato se calculd en base a una
curva de calibraciéon de fosfato (entre 10 y 200 nmoles)

tratada de la misma forma que las muestras.

Z.11.h Determinaciédn de proteinas

La masa de proteinas se determin® por el método de Lowry y col
(195%1) o en el caso de muestras que contenian sustancias que
interfieren, se empled la técnica de Peterson (1977). En ambos

casos se usd albamina de suero bovino fracciétn V como patrén.
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2.11.1i Determinaciédn de ADN

Se realizé de acuerdo a la técnica de Burton (1963).

2.11.) Determinacién_de ARN

Se empled la técnica de Fleck vy Begg (196%3) con las

modificaciones de Schmidt y Thannhauser (196%9).
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Figura 9
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Figura 10
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Figura 11

Higado pexrfundido
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Figura 12
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FIGURA 13
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FIQURA 14

TEJIDO
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CAPITULO 3:

Estudios de distribuciéon de AchE y ChE en corteza cerebral de

rata durante el desarrollo.

RESWUL.TADOS:

—Distribucidén de AchE y ChE en distintos tipos celulares de

corteza cerebral:

En una primera aproximacién, se estudid la distribuciébn de AchE vy
ChE en los tipos celulares presentes en corteza cerebral. Se
encontrd que tanto las fracciones de pericarion neuronales como
de astrocitos aislados tenian actividades de AchE y ChE (Tabla I)

Las relaciones de las actividades de ambas enzimas en las
fracciones evidencian la expresiéon preferencial de AchE en

neuronas y de ChE en las células gliales.

-fActividades de AchkE y ChE durante el desarrollo en fracciones de

corteza _cerebral de rata:

La estrategia de estudiar el desarrollo tiene la ventaja que éste
ha sido objeto de estudios morfoldgicos detallados y que se
cuenta con un panorama temporal de los eventos que determinan la
generacion de la complejidad estructural a nivel sinaptico.

Se determinaron las actividades de AchE y ChE de corteza cerebral
de rata durante el desarrollo en fracciones derivadas de un tipo
celular.

tas edades seleccionadas fueron: 8 dias (corteza no
diferenciada); 13 dias (inmediatamente antes del 1inicio del

incremento de densidades sindapticas)s; 18 dias (sinaptogenesis
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activa); 32 dias (post—-sinaptogénesis) y 90 dias (adulto);

seleccionadas de acuerdo con los datos morfolégicos de Aghajanian
y Rloom (1967). FPara cada una de ellas, se aislaron cuerpos
celulares de neuronas vy terminales sinapticos, mediante 1la
técnica combinada que se describié® en Materiales y Métodos.

El contenido de ARN, proteinas vy actividad de colinesterasa

total, expresado por pgr de DNA, en cuerpos celulares de

neuronas a&islados a partir de corteza cerebral de las edades
antes mencionadas se muestra en la Figura 15. No se encontraron
variaciones significativas en las relaciones RNA/DNA Yy
proteinas/DNA en las fracciones derivadas de distintas edades.

A pesar de la constancia de los parametros antes mencionados, un
incremento significativo de la actividad de colinesterasa total
por célula se encontréd a los 13 dias, que alcanzd el maximo a los
18 dias, durante la activa sinaptogénesis. La actividad se reduce
significativamente a partir del fin de este evento (32 vy 90
dias).

Cuando se discriminaron las actividades de AchE y ChE en estas
fracciones (Figura 16}, se encontré que el incremento de
actividad de colinesterasas se debe a un aumento significativo de
actividad de AchE. La actividad especifica de ChE en cuerpos
celulares de neuronas no se modificd significativamente durante

el periodo analizado.
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— _Solubilidad de AchE y ChE en cuerpos celulares de neuronas

aisladas de corteza cerebral de rata durante el desarrollo

postnatal:

Considerando que AchE puede presentarse con diferente grado de
asociacion a membranas, se analizé la solubilidad de AchE y ChE
neuronal.

Cuerpos celulares de neuronas aisladas de corteza cerebral de
rata de 3, 15-18 y 60 dias (estadios criticos de la maduraci6n
postnatal) fueron sometidos a extracciones secuenciales. Se
realizé una extraccion inicial en buffer de alta fuerza idbnica en
ausencia de detergentes (HS), centrifugado a 100000 x g durante
60 minutos, y el material particulado fue reexxtraido en buffer
de alta fuerza i1i6nica en presencia de 1% Triton X-100 (HST). Para
cada edad se realizé el mismo tratamiento a la corteza sin
fraccionar. En los sobrenadantes de las extracciones en alta
fuerza ionica (HS) vy alta fuerza i6nica con detergente (DS) se
ensayaron las actividades de AchE vy ChE como se describid en
Materiales vy Métodos. La Figura 17 muestra 1la distribuciébn
porcentual de actividades en HS y DS.

La distribucién de la actividad de ChE en HS vy DS no difirio
significativamente entre corteza y neuronas para cada edad. Tantoc
en la corteza sin fraccionar como en los pericarion neuronales,
se encontréd un incrementc de la proporcién de actividad de ChE
recuperada en la fraccién DS durante el desarrollo (524, 704 vy
75% a los 3, 1% y 60 dias respectivamente).

En contraste, la actividad de AchE de corteza Yy neuronas se

distribuyd de manera diferencial en HS y DS.



En la corteza sin fraccionar

actividad de AchE recuperada en

73% y 96% & los 3,

En cuerpos celulares de neuronas,
Si bien & 1los 3 y 60 dias PN el
se recuperd en la fracciébn DSj

actividad de AchE se solubilizoé

ausencia de detergente.

Estos resultados indican que
especifica de AchE observado en
sinaptogénesis (ver Figura

la actividad de AchE "soluble".

en la corteza sin fraccionar.

Jopologia de AchE vy

cerebral de rata adulta:
Con el fin

AchE vy ChE en los sinaptosomas
sinaptosomas

(ver Materiales y Métodos).

se encontroé

16) esta

purificados mediante
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un incremento de 1la

DS durante 1la maduracién (50%,

15 y 60 dias respectivamente).

se detectd un patrén diferente.

60 y 75% de la actividad de AchE

a los 185 dias PN €l 60% de 1la
en la fraccibon HS, esto es, en
el incremento de actividad

pericarion neuronales durante la

acompaflado de un aumento de

Dicha variacion no fue detectada

ChE en sinaptosomas aislados de corteza

de determinar la orientacion de los sitios activos de

se obtuvo una fraccién de

la técnica de Booth vy Clark

La realizacion de este tipo de mediciones requiere el
conocimiento del grado de integridad de 1las preparaciones a
emplear. Con este fin, se determind en las preparaciones de
sinaptosomas la latencia de la enzima citosédlica lactico-
deshidrogenasa (LDH), midiendo el consumc de NADH+H* en la

preparacion

X—100 como se describe en

LDH en la preparaciéon control

Materiales y Métodos.

de

intacta y en una alicuota preincubada con 0,1% Triton

La actividad de

2

sinaptosomas fue de 121,57
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nmol/min/mg de proteinas y la de los sinaptosomas permeabilizados

con Triton X-100 de 486,9% nmol/min/mg de proteinas, 1lo que
indicea que la preparacion contenia un 75% de sinaptosomas
intactos.

La actividad de AchE de 1la preparaciétn no se modificod por 1la
preincubacién con Triton X-100, sin embargo 1los sinaptosomas
permeabilizados tuvieron una actividad de ChE 1,3 veces superior
a la de la preparacién control (Tabla II).

Estos resultados son consistentes con la orientacion ectocelular
de 1la AchE en las estructuras sinapticas. En contraste, al menos
una fraccién de la actividad de ChE permanece latente en los
sinaptosomas, a juzgar por el incremento de actividad detectado
&l permeabilizar la preparacibn. La actividad de ChE que se
manifiesta inclusive en la preparacion intacta, supera a lo que
se esperaria obtener por el 25% de sinaptosomas rotos si la ChE
fuera de orientaciéon luminal exclusivamente. Esta fraccibn de
actividad de ChE, aparentemente ectocelular, podria atribuirse a
que esta enzima se localice preferentemente en otras estructuras
subcelulares para las cuales no se ensayd latencia y que no
preserven su integridad en la preparacion de sinaptosomas

intactos.

Con el fin de determinar el grado de asociacitn de AchE y ChE a
membranas sinaptosomales, las preparaciones de sinaptosomas
fueron sometidas a un shock hipoosmético por agregado de agua,
seguido de centrifugacién a 100000 x g durante 60 minutos para

separar las membranas del contenido de los sinaptosomas.
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En la Tabla Il se indican los valores de a.e. y recuperaciones de
AchE y ChE en estas fracciones. Se encontré que el 917 de la
actividad de AchE se recuperd en las membranas, mientras que el
72% de la actividad de ChE se recuperd en el contenido. La
asociacion diferencial a membranas se evidencia asimismo en los
enriquecimientos diferenciales de AchE y ChE en membranas vy

contenido, respectivamente.

- Actividades de AchE y ChE en fracciones de sinaptosomas vy

mielina durante el desarrollo postnatal:

Las variaciones en la a.e. de AchE y ChE en 1la fracciéon de
terminales altamente purificados vy en la fraccién enriquecida en
mielina se muestran en las Figuras 18 y 19.

En sinaptosomas, la a.e. de AchE se incrementa significativamente
a 1lo largo del desarrollo, alcanzando en el adulto un valor &
veces superior al de 13 dias. Este enriquecimiento de AchE en
terminales a lo largo de la maduraciéon coincide con observaciones
de otros autores (Gonatas y cols.1972) para fracciones derivadas
de aradientes similares. En contraste, la a.e. de ChE manifiesta
un patrén diferente: después de un incremento significativo entre
los 8 y 1los 13 dias, no varia significativamente a los 18 y 32
dias, y en el adulto es s6lo un 307 mas elevada que a los 13
dias.

La fraccién que consideramos como enriquecida en mielina, que
esta compuesta de estructuras membiranosas Yy que esta
progresivamente enriquecida en mielina a partir de los 13 dilas
(Gonatas vy cols. 1972) manifestd un incremento de la a.e. de AchE

a los 18 dias, sin variaciones posteriores significativas. Los
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valores constantes y relativamente bajos de a.e. de AchE en la

fraccion de mielina son indicativos de que una contaminacion
importante de esta fraccidén con terminales puede ser descartada.
Cuando se analizé la a.e. de ChE en estas fracciones se encontroé
que ésta aumentod progresivamente a partir de los 8 dias
alcanzando un max@imo a los 32 dias, que es 3 veces superior a la
de los 13 dias. En la fraccidn de mielina proveniente de corteza
cerebral adulta (90 dias) la a.e. de ChE fue tan baja como la de
8 dias. Estos resultados indican un pico de la a.e. de ChE en la
fraccién vica en mielina a 1los 32 dias, cuando 1la etapa de

sinaptogénesis ha concluido vy la mielinizacidn es aun muy activa

« ).

- Distribuciédn de AchE v ChE en membranas de cerebro fetal:

Se estudid la distribucién de las actividades de AchE y ChE en
fracciones derivadas de cerebro de ratas en gestaciéon. Debido a
las considerables diferencias en organizacion estructural de la
corteza durante la gestacién repecto al adulto, no es posible

aplicar el mismo esquema de fraccionamiento.

Se empled la técnica descripta por Pfenninger y col. (1983) para
el fraccionamiento de cerebro de rata de 16-18 dias de gestacibn,
mediante 1la cual se obtienen fracciones enriquecidas en RE vy
otras, que por sus caracteristicas, se pueden considerar
representativas de los extremos de 1las prolongaciones que las
neuronas extienden previo a la sinaptogénesis (neuritas) vy se

denominan "conos de crecimiento" (Lockerbie 1987).
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Se obtuvieron las fracciones A, By C a partir de cortezas de

fetos de 16-18 dias de gestacion.

El rendimiento en proteinas de la fracciétn A (conos), fue de 878
ug/gr de tejido, aproximadamente el 90%Z de 1o reportado por
Ffenninger. La fraccion A resulté enriquecida -3 veces — respecto
al homogenato en GAFP—-43 (growth associated protein; fosfoproteina
de 43kDa asociada a conos de crecimiento) en comparacién con
otras fosfoproteinas.

Si bien las 3 fracciones (A, B vy C) derivadas del gradiente
resultaron enriquecidas en actividad de glucosa 6-fosfatasa,
(enzima marcadora de RE) respecto al homogenato, se encontré una
mayor a&a.e. en C respecto a By A. En C se recuperd un 35%Z de la
actividad total de glucosa-6-fosfatasa del sobrenadante post-
nuclear, lo que indica que las membranas de C contenian
comparativamente una mayor proporciéon de RE que A vy R.

Cuando se ensayd la actividad de S’'nucleotidasa en las
fracciones, se encontré esta actividad enriquecida 3,6 veces
respecto &l homogenato en la fraccién A. La S5'nucleotidasa se
considera usualmente una enzima marcadora de membrana plasmatica,
si bien recientemente Schoen y cols.(1988) bhan informado una
elevada actividad de ©5'Nu en células nerviosas en migracion,
mediante técnicas histoquimicas. Aunque no hemos investigado en
detalle esta cuestidon por exceder los objetivos de esta Tesis,
resulta interesante que 9S'nucleotidasa se encuentre enriquecida
en los conos de crecimiento, representativas de estructuras
membranosas en constante expansién y migracion hacia las células

blanco para el establecimiento de las sinapsis.
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La actividad de ChE se encontré enriquecida en las 3 fracciones
derivadas del gradiente -A,BR y C-, aunque en mayor grado —-6x—- en
C (fraccion de RE), donde asimismo se recuperd el 82% del total
recuperado en el gradiente.

La actividad de AchE tambien se encontrd enriquecida en la

fraccidn €, donde se encontré el 77%4 de la actividad recuperada

en el gradiente.



TABLA I
RELACIONES AchE/ChE EN DISTINTOS TIPOS CELULARES DE LA
CORTEZA CEREBRAL
Fraccién celular AchE/ChE
Astrocitos (Cultivo

celular) (x) Q.66

Fraccidn de celulas
gliales (aisladas en masa)(#) Q.45

Fraccion de cuerpos celulares
de neuronas () 4,10

(%) Los cultivos de astrocitos fueron generosamente
provistos por la Dra. Berria.

(#) Aisladose de acuerdo a la técnica de Sellinger y Azcurra
(1973).

{) Aislados como se describid en la Secciotn 2.2.a.
Los valores representan las relaciones de a.e. de AchE y ChE

empleando ATC como sustrato, vy son el promedio de tres
preparaciones independientes.
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FIGURA 15

Actividad de colinesterasa total/mg de ADN; y relaciones
proteina/ADN y ARN/ADN en cuerpos celulares de neuronas
durnate el desarrollo. La actividad de colinesterasa se
expresa en nmol de ATC hidrolizado/min/mg de ADN; ARN y ADN
en mg. Los valores son la media de 3 experiencias
independientes.



Figura 16
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FIGURA 16

Actividades especificas (a.e.) de AchE y ChE en pericarion
rneuronales durante el desarrollo. a.e. se expresan en nmol
ATC hidrolizado/min/mg proteinas. Los valores indican la
media de X experiencias independientes; las barras
representan la DS.



Figura 17
Solubilidad de AchE y ChE en pericarion
neuronales y corfeza
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FIGURA 17

Solubilidad de AchE y ChE en corteza cerebral y cuerpos

celulares de neuronas aislados durante el desarrollo post-

natal

Cuerpos celulares de neuronas (neu) aislados segun se
describidé en la Seccion 2.2.a. y corteza cerebral sin
fraccionar (cort) de ratas de 3 dias (3 PN); 15-18 dias (15
PN) vy mas de 60 dias (adulto) fueron extraidos
secuencialmente en soluciones de alta fuerza i6nica y alta
fuerza iénica en presencia de detergente (ver Secuencia Aj;
Seccion 2.6). En los sobrenadantes obtenidos (HS y DS,
respectivamente) se ensayaron las actividades de AchE y ChE.
Se indican los porcentajes de actividad de AchkE (A) y ChE
(B) en HS (barras blancas) y DS (barras sombreadas) en cada
fraccion, calculado sobre el total recuperado mediante ambas
extracciones.



TABLA 11

TOPOLOGIA EN SINAPTOSOMAS

AchE ChE
AE AER AE AER
Sinaptosomas intactosX 136.3 1 1.83 1
Sinaptosomas + TX—-100 124.7 0.91 2.45 1.34
Shock osmético
Membranas 182.2 1.33X 0.45 .25
(?1%4)
Contenido 22.6 .38 J.60 1.96
(72%)

*Las preparaciones de sinaptosomas contenian un 754 de
sinaptosomas intactos, 1o que se evalud determinando la
latencia de 1la enzima citos6lica 1lactico deshidrogenasa
(LDH) como se describid en la Secciéon 2.11.f.

-AE (actividad especifica): se expresan en nmoles de ATC o
BTC hidrolizados/min/mg de proteinas.

—AER (actividad especifica relativa): expresadas como AE de
la fraccion/AE de sinaptosomas intactos.

-Los valores entre paréntesis indican porcentaje de la
actividad recuperada respecto de la actividad en 1la
preparacion inicial.

Los valores mostrados son el promedio de 3 determinaciones
independientes.
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FIGURA 18

Actividades especificas (a.e.) de AchE en las fracciones de
sinaptosomas (lineas llenas) y enriquecida en mielina
(lineas cortadas) aisladas de corteza cerebral de rata de

distintas edades post—-natales. a.e. como en Figura 16.



Figura 19




FIGURA 19

Actividades especificas (a.e.) de ChE en las fracciones de
sinaptosomas (lineas llenas) vy enriquecida en mielina
(lineas cortadas) ailisladas de corteza cerebral de rata de
distintas edades. a.e. como en Figura 1lé.



TABLA 111

ACTIVIDADES DE AchE, ChE, GLUCDSA-6—-FOSFATASA Y
S NUCLEOTIDASA EN FRACCIONES DERIVADAS DE CEREBRO FETAL

Fraccion glu-6—-Fasa AchE ChE S Nu
H 0,19 0,34 0.21 .19
Sn F1 0,24 0.44 0.61 0.16
A Q.29 0.94 .45 0.69
H 0,40 0.58 0.58 0.42
C 0,53 0.88 1.35 .22

Lae fracciones corresponden a las indicadas en la Figura 9.
Los valores corresponden a actividad especifica (a.e.)
expresada en nmoles de FPi/min/mg de proteinas (glucosa 6
fosfatasa, glu—6—-Fasa vy S 'nucleotidasa, S5'Nu); o nmoles de
tiocolina liberada/min/mg de proteina (AchE y ChE).

Los valores son el promedic de tres preparaciones
independientes.
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CAPITULO 4:

Caracterizacion y distriubucién subcelular de AchE y ChE en

higado de rata

RESULTADOS s

Caracterizacion de las actividades de AchE y ChE de higado de

rata:

Como se 1indicd en el Capitulo 1, 1las caracteristicas méas
empleadas para discriminar las actividades de AchE y ChE son:
sensibilidad a inhibidores selectivos, especificidad de sustratos

y estabilidad térmica.

—_Sensibilidad a inhibidores y especificidad de sustratos:

Se determind en qué medida la hidrélisis de los sustratos ATC
(acetiltiocolina) vy BTC (butiriltiocolina) en preparaciones de
higado de rata era inhibida selectivamente por BW 284 C 51 y/o
Ethopropazina (inhibidores selectivos de AchE Yy ChE,
respectivamente), a fin de corroborar mediante este criterio la
presencia de estas actividades enzimaticas en este tejido. Por
otra parte, estoc también permitié estimar en que proporcién la
hidrélisis de estos sustratos e produce por actividad de

esterasas no especificas.

Con este propésito., una preparacién de microsomas de higado fue
ensayada mediante 1la técnica colorimétrica de Ellmans para
detectar la hidrolisis de ATC y BTC en ausencia de inhibidores y
en presencia de BW 284 C 51 (BW), Ethopropazina (Etho) o ambos.

Las concentraciones de inhibidores empleadas en este ensayo
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fueron las seleccionadas empleando enzimas purificadas como se

describid en Materiales y Métodos.

l.a Figura 20 muestra que la hidroélisis de BTC (sustrato
especifico de ChE) se inhibié en un 94% cuando la preparacibn se
preincubd con ambos inhibidores, y un 90% por preincubacibn con
Ethopropazine. Esto indica que en este tejido 1la hidrodlisis de
BETC es atribuible en un 90% a ChE.

EW 1inhibid en estas preparaciones un 24% de la hidrdélisis de BTC.
Considerando que a esta concentracion un 12.5% de la actividad de
ChE purificada de suero de caballo se ve inhibida por BW (ver
Materiales vy Métodos) vy corrigiendo por esta inhibicién cruzada,
este resultado corrobora que aproximadamente el 10% de 1a
hidrolisis de BTC es debida a esterasas no especificas. Asimismo
se observa que ETC no es hidrolizado en cantidades
csignificativas por AchE de este tejido, en forma similar a lo que

se describid para AchE de otros origenes.

La hidrolisis de ATC se inhibiéd en esta preparacién en un 97% por
preincubaciétn con EBW y ethopropazine, por lo que la hidrélisis de
este sustrato por esterasas inespecificas representa sé6lo un 3%
del total.

For otra parte, encontramos que ATC es hidrolizado en higado por
ambas colinesterasas —-AchE vy ChE-, ya que su hidrdélisis no puede

ser totalmente inhibida por BW o Ethopropazina por separado.
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De estos resultados se evidencia que en higado de rata existe

actividad de colinesterasas, atribuible a AchE y ChE por Ila
sensibilidad a inhibidores y especificidad de sustratos, a saber:
AchE: hidrolisis de ATC, inhibible por BW 284 C 51.

ChE: hidrolisis de BTC y ATC, inhibible por Ethopropazina.
Asimismo, nuestros resultados indican que la hidrdélisis de ATC no
inhibible por BEW 284 C 51 no difiere significativamente de
aquella sensible a Ethopropazina, verificandose la aditividad de
las actividades de AchE y ChE cuando se determina la hidrdélisis
de ATC (sustrato hidrolizado por ambas), debida a 1los bajos
niveles de hidrélisis no especifica de este sustrato.

Basandose en estas evidencias, es factible discriminar las
actividades de AchE vy ChE en este tejido empleando s6Glo un
inhibidor (BW 284 C 51, inhibidor de AchE) cuando se emplea ATC

como sustrato.

-Estabilidad térmica:

Como se describid en el Capitulo i, AchE y ChE de diferentes
origenes manifiestan distinta estabilidad frente a altas
temperaturas. Asimismo se ha informado qQue el patron de
inactivaciéon térmica de ChE de GCS se ve modificada por la
presencia del ion Mg=2®*, mientras que la estabilidad de AchE no se

ve afectada por este catioén.

Se estudiaron los patrones de inactivacién térmica de AchkE y ChE
de higado de rata, en las condiciones de concentracibon de

inhibidores vy sustratos que se especificaron previamente, con el
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fin de corroborar mediante este parametro si estas actividades se

ajustaban al patréon descripto.

Extractos HST de higado de rata obtenidos en presencia y ausencia
de Mg=* (ver Materiales y Métodos) , fueron incubados durante
distintos tiempos a 4% y 35°, determinandose 1la actividad
remanente.

Las Figuras 21 vy 22 muestran los patrones de estabilidad térmica
de AchE y ChE a 45°C y 55°C, respectivamente.

A 45=C, la actividad de ChE de 1los extractos obtenidos en
presencia de Mg®*, se incrementa en un 30%Z a los 5 minutos y no
se ve modificada por la exposicion a esta temperatura durante un
periodo de 60 minutos. En contraste, la actividad de AchE se
reduce a un 6&O0Y% de la actividad inicial a los 20 minutos (Figura
21 A).

En 1los extractos obtenidos en ausencia de Mg#2®*, la actividad de
ChE mostré un  incremento inicial equivalente (30%4Z a 1los S
minutos), aunque se encontrdé una gradual inactivacion a partir de
les 13 minutos, llegando a8 un 40% de la actividad inicial a los
60 minutos. La actividad de AchE en este extracto mostré un
patréon de inactivaciotn similar al encontrado en los extractos con
Mg=+ (Figura 21 R).

Cuando se analizé la estabilidad de las actividades de AchE y ChE
de higado de rata a S5%°C, no se encontraron diferencias
significativas en los extractos obtenidos en presencia (Figura 22
A) vy ausencia de Mg=2* (Figura 22 R). Tanto AchE como ChE
mostraron una inactivacion superior al 80%Z a los 9 minutos de

incubacion a esta temperatura.
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Estos resultados muestran gque las actividades de ChE y AchE de
higado de rata se comportan de manera diferencial frente a
incrementos de la temperatura, observaAndose para ChE el efecto
protector del Mg2* a 435°C; aunque el comportamiento de ChE de
extractos de higado difiere del descripto por Pavlic (1988) para
ChE purificada de suero de raton que a 55°C mantiene su

actividad.

Distribucitn subcelular de AchE y ChE en higado de rata:

Una vez establecida en higado de rata la presencia de actividades
de colinesterasa atribuibles a AchE (E.C.3.1.1.7) vy ChE
(E.C.3.1.1.7) de acuerdo &a sus especificidades de sustratos,
sensibilidad a inhibidores e inactivacion térmica, nos intereséd
determinar a qué tipo de organelas subcelulares se asociaban
estas actividades, ya que sédlo se habian reportado estudios de

AchE mediante fraccionamientos primarios (Wheeler y cols. 1972).

Inicialmente, se emprendi¢ el estudio de estas actividades en
fracciones obtenidas de higado de rata mediante centrifugacion
diferencial como fue descripto por Lahav y cols. (1982). Las
fracciones obtenidas (nuclear, mitocondrial cruda vy microsomal)
presentaron considerable contaminaciétn cruzada a juzgar por los
valores de las enzimas diagnésticas de las diferentes organelas,
y por esto las actividades de AchE y ChE detectadas en el
homogenato no pudieron ser atribuidas a alguna organela en
particular (datos no mostrados). Sin embargo, este tipo de

fraccionamiento permitié obtener la evidencia de que las
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actividades de AchE y ChE no se encuentran presentes, al menos en

cantidades significativas, en el citosol, ya que con este tipo de
téecnicas de separacion ésta es 1la Gnica fraccidén que se puede
esperar obtener con elevado grado de pureza.

For estas razones, se decidio emplear otras técnicas de
fraccionamiento, que permitieran obtener fracciones
reperesentativas de las diferentes organelas y membranas con alto

grado de pureza (ver Materiales y Métodos).

—Caracterizacidén bioquimica de las fracciones obtenidas:

Fara determinar el grado de pureza de las fracciones subcelulares
obtenidas, se ensayaron las actividades de las enzimas marcadoras
de reticulo endoplasmatico (glucosa—-6-fosfatasa ), de membrana
plasmatica (S°'nucleotidasa) y de aparato de Golgi (sialil-
transferasa). Las actividades especificas se calcularon respecto
a la masa total de prots de cada fraccion, excepto en el caso del
RER en el cual se descontd 1/3 de las mismas, gque corresponden a
proteinas ribosomales (Fleischer y Kervina, 1974).

La Figura 23 muestra las actividades especificas de las enzimas
marcadoras en las fracciones obtenidas. Estos resultados indican
que 1las fracciones presentan enriquecimientos de las enzimas
marcadoras que estan en concordancia con lo descripto por otros

autores.

— Distribuci6tn de AchE y ChE en las diferentes fracciones

subcelulares:
Las a.e. de colinesterasa total (medidas empleando ATC como

sustrato, en ausencia de inhibidores) de fracciones de RER
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(reticulo endoplasmatico rugoso), REL (reticulo endoplasmatico

liso), MF (membrana plasmatica), GA (aparato de Golgi) y ™
(fraccibn microsomal) se muestran en la Figura 24. Estas fueron
superiores a la de Homogenato total en todas las fracciones
ensayadas.

Cuando se discrimind 1la actividad de AchE y ChE se encontré que
AchE estaba enriquecida &6 veces en PM y GA, mientras que 1la
actividad de ChE lo estaba 13 veces en RER y 9.6 veces en REL.

La fracciébn microsomal, que como se muestra en la Figura 23, esta
constituida por una poblacibn heterogénea de membranas vy
vesiculas, estuvieron enriquecidas 2.9 y 2.8 veces en AchE y ChE,
respectivamente.

Como se detectd cierta actividad de AchE en RER y REL, y de ChE

en PM y GA, se evalud la contaminacidn de cada fraccién con otras
membranas, tomando como criterio la a.e. de las enzimas
marcadoras en las fracciones purificadas. Utilizando este

criterio, el tipo de error que se espera cometer es el de
sobreestimar la contaminacibébn, por subestimaciéon de la a.e. en
las fracciones puras.

Se encontré gque 1la actividad relativamente baja de ChE detectad
en GA y PM podria explicarse por la presencia de vesiculas de RE
presentes en estas fracciones. Asimismo la contaminacién de GA y
FM en las fracciones de RER y REL podria considerarse la causa de
la baja actividad de AchE detectadas en fracciones de RE. Sin
embargo estas consideraciones no excluyen la posibilidad de que
sean en realidad componentes genuinos de baja a.e. en estas

fracciones. enmascarados por bajos niveles de contaminaciotn de
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membranas de alta a.e.. La elucidacion de este punto requeriria

otra aproximacion metodolégica.

La actividad de ChE estid latente en vesiculas del RE:

lLa orientacidon de las artividades de AchE y ChE en vesiculas
derivadas e higado de rata, se evalud mediante la comparacibn de
la actividad de una preparacion de vesiculas intactas con la
actividad determinada al permeabilizar las mismas. Este tipo de
ensayos requiere conocer el grado de integridad de la pireparaciéon
a emplear.

Fracciones microsomales fueron resuspendidas en condiciones
extremadamante suaves empleando un homogenizador Dounce (émbolo
B) en solucibtn de sacarosa 0,209 M, y se ensayd la latencia de
hidrolisis de manosa 6 fosfato (sustrato no permeante) por
glucosa & fosfatasa (enzima de RE de orientacion luminal). El
porcentaje de vesiculas de RE intactas en 1las preparaciones
empleadas fue de 89.1 + 5.4 % (n=4).

Como s=se muestra en la Tabla 1V, cuando se realizaron los ensayos
de actividades de AchE y ChE en las preparaciones intactas vy
permeabilizadas (ya sea por tratamiento con Triton X-100 al 0.05%
o por sonicacién). se encontré que la permeabilizaciéon de las
vesiculas inducia un incremento significativo de la actividad de
ChE (2,7 veces). En contraste, 1la actividad de AchE no vario

significativamente por los tratamientos.
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Extraccién _de activ. de AchE y ChE de fracciones subcelulares por

tratamiento alcalino:

Con el fin de determinar si AchE y ChE de higado de rata
correspondian & proteinas integrales de membrana o por el
contrario, se asociaban & las mismas por otros tipos de
interacciones, se realizé un lavado alcalino de 1la fraccién
microsomal como se describid en Materiales y Métodos. La Tabla IV
muestra que el 78% de la actividad de AchE se mantuvo asociada a
las membranas de microsomas después del tratamiento, mientras que
la actividad de ChE fue extraida en su totalidad. La recuperacion
de ambas enzimas fue del 837 respecto de la fraccién microsomal
total.

El mismo tratamiento se efectub a fracciones enriquecidas en cada
una de las enzimas (e.g. RER para ChE y GA para AchE). La Tabla
IV muestra que el 96% de la actividad de ChE de RER fue extraida
por el tratamiento alcalino, mientras que el 9224 de la actividad
de AchE permanecié asociada a las membranas de GA.

Fracciones de RER y GA homogenizadas en sacarosa 0,25 M, tris HCl
10 mM pH 7.4 v centrifugadas en las mismas condiciones que para
el lavado alcalino, no mostraron diferencias significativas con
fracciones no tratadas, indicando que la disrupciébn mecanica per
se no contribuyé a la extracciéon de actividades (datos no

mostrados) .
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FIGURA 20

Hidro6lisis de ATC y BTC en higado de rata: sensibilidad a
inhibidores

Se determind 1la hidrolisis de ATC (acetiltiocolina) y BTC
(butiriltiococlina) en preparaciones de microsomas de higado
de rata, en ausencia de inhibidores (control) y en presencia
de Ethopropazine (Etho) o BW 284 C 51 (BW) o ambos (Etho +
BW) como se describid en la Seccion 2.11.a.

lLos valores mostrados indican el porcentaje de actividad
respecto a la actividad del control y son el promedio de 3
experimentos independientes.
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FIGURA 21

Estabilidad de AchE y ChE hepéticas a 43°C.

Extractos HST de higado de rata obtenidos en presencia (A) vy
ausencia (B) de Mg#®* fueron incubados a 45°C durante 5, 10,
15, 20 vy 60 minutosy vy se determinaron las actividades de
AchE y ChE remanentes. Los valores son el promedio de dos
experiencias independientes.
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Estabilidad Termica a 55 oC
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FIGURA 22

Estabilidad de AchE y ChE hepaticas a 33*C.

Se procedid como se describe para la Figura 21,

excepto que
las incubaciones se realizaron a 35°C.
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FIGURA 23

Actividades de enzimas diagnosticas en fracciones
subcelulares de higado de rata

Las fracciones subcelulares se obtuvieron como se describe
en la Seccion 2.3.

(A) glucosa—-6-fosfatasa

{B) S'nucleotidasa

{C) acido N-acetil—-neuraminico—-transferasa

Las a.e. se expresan como pmoles de producto/min/mg de
proteinas; excepto para acido N-acetil-neuraminico
transferasa (sialil-transferasa) que se expresa como nmoles
de &cido sialico transferido/hora/mg de proteinas.

Los resultados presentados son el promedio de al menos 3
preparaciones independientes, DS < 15% que la media.

H: homogenato; RER: reticulo endoplasmatico rugoso; REL:
reticulo endoplasmatico 1liso; MFP: membrana plasmaticas GA:
aparato de Golgi; M: microsomas.
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FIGURA 24

Actividades de AchE y ChE en fracciones subcelulares de
higado de rata

Las R.. se expresan como nmoles de sustrato
hidrolizados/min/mg de proteinas.

Los valores mostrados son el promedio de al menos 3
preparaciones independientes, DS menor que 12% de la media.
Las fracciones se indican como en la Figura 23.



TABLA IV

ACTIVIDADES DE AchE Y ChE EN FRACCIONES DE HIGADO DE RATA
SOMETIDAS A PERMEABIL IZACION, DISRUPCION MECANICA_ Y
TRATAMIENTO ALCALINO

Tratamiento AchE ChE
Sonicacion (M) 0,92 2.76
Triton X—100 Q.0%% (M) 1.20 2.71

Na=CO= 0.1 M; pH 11.5

(M) 1.30 (78%) Q.20 (2%)
(RER) - 0.04 (4%)
(GA) 0.92 (92%) -

Las fracciones fueron obtenidas como se describidé en 1la
Seccién 2.3. El tratamiento alcalino se realizé6 segun se
detalla en la Seccién 2.5,

Los valores indican las a.e. de las preparaciones tratadas
respecto a las a.e. de las preparaciones no tratadas.

Los numeros entre paréntesis indican el porcentaje de
recuperacién respecto de la actividad total de la fraccibébn
previo al tratamiento.
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CAPITULO S:

Propiedades de extraccién y propiedades de interacciéon con
detergentes no iébnicos y fosfolipidos de AchE y ChE de higado y

corteza cerebral de rata

RESUL TADOS:

Propiedades de solubilidad:

Se aplicaron a tejido hepatico vy corteza cerebral de rata dos
secuencias de extracciéon utilizadas para el estudio de 1a
distribucién de colinesterasas en otros tejidos:

La secuencia A consiste de una homogenizacidbn vy extraccibén
inicial en alta fuerza ibnica sequida de una extraccion del
material particulado remanente en presencia de Triton X-100. La

secuencia B consiste de una extraccién inicial en baja fuerza

i6bnica, seguida de dos reextracciones sucesivas en presencia de
detergente: la primera en baja fuerza idnica y la Gltima en alta

fuerza i6nicsa.

Los resultados obtenidos en higado de rata se muestran en la
Figura 25. Aplicando 1la secuencia A se encontrd que en HS sblo
fue posible solubilizar un 33%4 vy 24% de las actividades totales
de AchE y ChE respectivamente, siendo el 64% de la actividad de
AchE vy el 73% de la actividad de ChE extraibles en presencia de
Triton X-100. La reextraccitn con HS (fraccion HS') previo a la
extraccion con Triton X-100 solubilizb s6lo cantidades
relativamente bajas del total (3% y 2% de AchE y ChE) confirmando
gque la solubilizaciébn de la mayor parte de las actividades de

AchE y ChE requiere tratamientos mas drasticos.
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Cuando el higado fue extraido de acuerdo a la secuencia B, se

encontrdé que s6lo un 1% y un 17% de la actividades de AchE y ChE
son solubilizables en LS. Este tipo de tratamiento a baja fuerza
ibnica sblo es capaz de solubilizar aquellas proteinas que siendo
sclubles, se encuentran adsorbidas a las membranas (Autori vy
cole. 1973), por 1lo que se podria considerar que la fraccibn de
actividad extraida en estas condiciones corresponde a una
poblacion autéenticamente soluble. Como en 1la secuencia A , una
reextraccién del material particulado en el mismo medio (en este
caso LS) no produjo una mayor solubilizacién, por 1o que
consideramos que una baja relacion solvente:membranas no fue un
factor limitante que determinara una solubilizacidn inicial
ineficiente. LST extrajo un 43% de AchE vy 63% de ChE Una

posterior extraccion en HST extrajo un 49% AchE y 17%4 ChE.

En la Figura 26 se muestran los resul tados obtenidos cuando estas
cecuencias de extraccién se aplicaron a corteza cerebral de rata
adulta. En contraste con lo encontrado para higado de rata, este
tejido no mostré diferencias significativas de las actividades de
AchE y ChE extralidas mediante homogenizacién y extraccion inicial
en HS vy LS. HS solubilizéd 14% y 324 de AchE vy ChE,
respectivamente; mientras que LS solubilizd 174 vy 3I6% de la
actividad total de cada una de ellas. La reextraccion del
material particulado previoc al tratamiento con detergente, no
produjo mayor solubilizacién. A diferencia del higado, las
actividades de AchE y ChE que permanecian asociadas a las

membranas de corteza cerebral después de la extracciéon en LS,
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fueron solubilizadas totalmente en LST, no detectAndose actividad

de estas enzimas en un posterior extracto HST.

A modo de control, nos interesd corroborar si la fraccibn de
actividad extraible en condiciones que no afectan la integridad
de 1la bicapa lipidica (es decir, en ausencia de detergente),
podia considerarse en realidad una poblaciétn de moléculas no
asociadas estrechamente a membranas. Se empled como marcadora la
actividad de S 'nucleotidasa , ya que en higado de rata se ha
descripto que permanece firmemente asociada a las mismas cuando
se solubiliza en soluciones acuosas libres de detergentes. No se
detectd &actividad de S'nucleotidasa en los extractos LS y LS vy
menos del 10% de la actividad total de esta enzima en el
homogenato se solubilizé en HS; lo que indica que en las
condiciones de trabajo aqui empleadas, las actividades exxtraibles
en ausencia de detergente no constituyen un "artificio" producido
por otros factores (e.g. degradacién proteolitica o disrupcibn

mecanica).

Con el fin de determinar si el requerimiento de detergente para
solubilizar un porcentaje significativo de la actividad de estas
enzimas se debla a que esta actividad se encontraba "latente" en
vesiculas cuya integridad no se habia visto afectada en las
homogeneizaciones iniciales en HS y LS, se midio la latencia de
hidrolisis de un sustrato no permeante (manosa 6 fosfato) por una
enzima de orientacién luminal en el RE (glucosa 6—-fosfatasa) en
las fracciones particuladas obtenidas por centrifugacion después

de las extracciones.



Como se observa en la Tabla V, se encontré que la homogenizacibn
y extraccion de higado en HS afectaba la integridad de al menos
un 83%4 de las vesiculas del RE. En contraste, cuando el tejido
era homogenizado inicialmente en LS, un 85% de las vesiculas del
RE permanecian intactas. Esto indica que en las condiciones de
homogenizacién 1inicial de la secuencia B, no es esperable extraer
la actividad enzimatica que estuviera en el contenido de las
vesiculas del RE, adn cuando esta fuera "soluble" o no asociada a
membranas. Un elevado porcentaje de vesiculas del RE (mas del
70% se encontraron intactas adn luego de una segunda extraccién
en LS.

En el caso de la corteza cerebral, la homogenizacidn y extraccion
en ambos medios (LS y HS) indujo la disrupcién de mas del 83% de

las vesiculas del RE.

De esta manera, las diferencias obtenidas en actividad de AchE y
CHE solubilizadas en HS y LS para el higado podrian atribuirse,
al menos en parte, a 1la "latencia" de estas enzimas en las

vesiculas microsomales.

For otra parte., no es factible atribuir a la latencia como factor
unico las diferencias entre HS vy LS, sin antes descartar Ila
contribucién de la desestabilizacidn de las interacciones ibnicas
inducidas por HS u otros factores.

De hecho, una baja fuerza ibnica en presencia de detergente (LST)
no fue capaz de solubilizar la totalidad de las actividades en la

secuencia R, y una posterior extraccion en alta fuerza ibnica +
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detergente solubilizd cantidades significativas de AchkE y ChE
(494 v 17%, respectivamente).

A priori, esto sugiere la presencia de formas A (asimétricas) en
este tejido. Estas se caracterizan por interactuar con las
membranas por interacciones de tipo iénico, lo que determina el
estricto requerimiento de alta fuerza ibnica para su
solubilizacidn Yy su resistencia a la solubilizacidn por
detergentes no i6nicos en baja fuer:za idnica, como se menciond en
el Capitulo 1. Sin embargo, como se vera mas adelante, no se han
detectado formas A en extractos de este tejido mediante

centrifugacidn en gradientes de densidad.

Efecto de la fuerza i6nica en la extraccion secuencial de las

actividades de AchE vy ChE de higado de rata:

Se estudiaron los efectos de la fuerza idnica en la eficiencia de
las extracciones secuenciales de AchE y ChE de higado de rata con
el fin de responder a los siguientes interrogantes:

a- De qué forma influye la fuerza ibnica de las soluciones
en que se realiza la homogeneizacién y extraccién inicial del
tejido en 1la solubilizacién posterior de AchE y ChE por

detergentes no ibnicos 7

b—- De qué forma es afectada 1la solubilizacion por
detergentes de las actividades de colinesterasas por 1la fuer:za

ibnica en gque se realiza la extraccion?

Con el fin de responder a la pregunta a, el tejido fue extraido

en las siguientes condiciones:
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—-Serie A: dos extracciones sucesivas en LS.

-Serie B: dos extracciones sucesivas en HS.

A los fines de interpretar los resultados vy basadndose en los

resul tados previamente obtenidos s Se considerd que las

fracciones particuladas obtenidas (previa centrifugacién a 100000
g durante 1 hora) contenian vesiculas de RE intactas (ver Tabla

V) sin proteinas adsorbidas (serie A) y membranas carentes de

proteirnas solubilizables por alta fuerza iénica (serie B) .

Fara responder al interrogante planteado en b, las fracciones

particuladas obtenidas de las series A y B fueron sometidas a

extracciones secuenciales en presencia de Triton X-100 al 1%Z en

diferentes condiciones de fuerza ibnica, a saber:

—Secuencia I: extraccion en HST; reextracciédtn en HST.

—-Secuencia II: extracciéon en LST; reextraccidon en LST.

—Secuencia IIIl: extraccion en LST; reextraccion en HST.

A las fracciones solubles obtenidas al centrifugar 100000 » g

durante 1 hora se ensay6 actividad de AchE y ChE. Los resultados

e muestran en la Figura 27.

Se encontrd que para la extraccion de colinesterasas con Triton
X—-100 en alta fuerza ibnica (sec. I), resulta indistinto el
pretratamiento al gue fueron sometidas las membranas; ya que las
actividades de AchE y ChE extraidas no difieren entre
preparaciones que aln conservan proteinas perifericas (serie A) vy
aguellas en que éstas fueron previamente extraldas (serie B).

Una reextraccién del material particulado en las mismas
condiciones (HST') no condujo a la solubilizaciédn de mas

actividad, por lo que las actividades solubilizadas por HST se



125
considerd el 100%Z para comparar la eficiencia de otras secuencias

de extraccidn.

Cuando membranas fueron extraidas por Triton X-100 en baja fuerza
i6nica (LST; 1= extraccion de las secuencias II y 1III), se
evidencio una diferencia en las actividades solubilizadas entre
las Series A y B, que es mAas pronunciada para ChE.

LST solubiliza 76% vy 87.9% de las actividades totales de AchE vy
ChE, respectivamente, cuando se aplica a membranas preextraidas
con HS (serie BR) y sbdlo 64% y 56% de AchE y ChE cuando se aplica
& membranas preextraidas con LS (serie A). En este Gltimo caso
(serie A) se observod que la actividad que permanecia asociada a
la fraccion particulada después de la extracciéon con LST, no era
extraible por una 2= extraccion por LST (sec.ll) y si por HST

(sec.IlI).

Estos resultados indican que la pre-extraccién de las membranas
con HS bhace que la extracciéon posterior en presencia de
detergentes sea practicamente independiente de la fuerza ibnica
en que se realiza.En contraste, cuando el_tejido es pre-extraido
en LS, se requiere alta fuerza ionica en la extracciéobn con
detergente para solubilizar el 100 7% de la actividad remanente,
vya que LST en estas condiciones so6lo solubiliza una fraccion de
la actividad. Como en ambos casos la extraccion se realiza en
presencia de Triton X-100, que afecta 1la integridad de las
vesiculas, esta diferencia no podria atribuirse a especies
solubles latentes en el interior de vesiculas. Ademas , 1la

actividad que permanece asociada a 1la fraccion particulada
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despues de la extraccion con LST no es solubilizable por

reesxtracciotn en el mismo medio y si por HST. Estos resultados
indican que el desplazamiento de interacciones electrostaticas
por medio de alta fuerza idnica resulta imprescindible a los
fines de solubilizar cuantitativamente la actividad de

colinesterasas de higado.

Cuando se analizd 1la extractabilidad de AchE de eritrocitos
humanos en diferentes condiciones (Tabla VI), se encontrdé que la
aplicacion de extracciones secuenciales HS-COs vy COs—HS inducia
wia solubilizacion mayor que la esperada basandose en cada
tratamiento realizado individualmente. Estos resultados indican
gue la desestabilizaciobn de interacciones ibnicas y/0
modificacidon de plegamiento de las proteinas por variaciones en

sus cargas afectan la posterior extractabilidad de AchE.

Grado de ensamblaje de las ésgggieg de AchE y ChE solubilizadas

por- HS y HST:

lL,as formas moleculares de AchE y ChE presentes en extractos HS vy
HST de higado de rata se determinaron mediante centrifugacibén de
alicuotas de estos extractos en gradientes de sacarosa
conteniendo 1% Triton X-100 tal como se describid en la Seccion
2.6. La Figura 28 muestra las actividades de AchE y ChE
registradas en las fracciones de los gradientes.

Los perfiles de sedimentacién obtenidos indican que en higado de
rata existen sélo formas globulares (G) de AchE y ChE, no

habiéndose detectado actividad correspondiente a formas

asimétricas (A).
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l.a actividad de ChE de ambos extractos sedimentd como un pico

tnico, que por comparaciéon con patrones de sedimentacion tenia
6.0 S, por 1o que 1la actividad de ChE se podria atribuir a
dimeros + monomeros (G2 + Gl1). En contraste, la actividad de AchE
sedimentaba como dos poblaciones de 9.9 S5 vy 6.0-53.% S5,
correspondientes a tetrameros (G4) y dimeros + montmeros (G2 +
Gl). Al comparar las caracteristicas de sedimentacién de AchE en
ambos extractos no se encontraron diferencias cualitativas. La
contribucion porcentual de cada especie de AchE a la actividad
total en el extracto HST fue: 40% correspondiente a la forma G4 vy
el 60% restante a formas G2 + G1i.

Estos resultados indican que las poblaciones de colinesterasas
que manifiestan solubilidad diferencial en higado de rata no
corresponden a poblaciones con diferente grado de ensamblaje, vy
por lo tanto este factor no es el determinante de las diferencias

en extractabilidad .

Propiedades de interaccién con detergentes no—iénicos Y
propiedades hidrodinamicas en presencia y ausencia de detergente:

En la Seccién precedente se mostrd la asociacidon de cantidades
significativas de AchE y ChE a las membranas extraidas en
diferentes condiciones iénicas en ausencia de detergente.

En estas condiciones, el requerimiento de detergentes no idénicos
para la extraccién de una proteina sugiere que las interacciones
hidrofédbicas podrian jugar un rol importante en la upnion de esta

a las membranas.
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Fropiedades hidrodindmicas en ausencia y presencia de deterqgentes

no—iénicos:

E1l caracter anfifilico de una proteina se define por su
interaccién con detergentes no—-ibnicos, con los cuales forman
complejos.

Operativamente, éste caracter puede valorarse por los cambios en
las propiedades hidrodin&micas de las moléculas que acompafian la
union del detergente. Entre estos se suele determinar la
disminuciédn del coeficiente de sedimentaciéon y aumento del radio
de Stokes, causados por el elevado volumen parcial especifico de
los complejos debido al Triton unido (V +sriconx—100=0.908),
aunque también se cree que podrian contribuir la asimetria y la

anocrmal solvataciton de los complejos.

Con el fin de estudiar si las actividades de AchE y ChE de higado
de rata manifestaban caracter anfifilico, se determinaron los
patrones de sedimentacién de AchE vy ChE en extractos HST por
centrifugacién en gradientes de sacarosa (5-20%) conteniendo 1%
Triton X-100 y se compararon con los obtenidos en gradientes

libres de detergente.

La Figura 29 (A) muestra que la actividad de AchE en este
extracto sedimenta en presencia de Triton X-100 como dos picos de
.55 vy 6.0 S, gque corresponderian a G4 (tetrameros) y G2+G1
(dimeros + monémeros) segun el esquema de Bon (1979). La Figura

Z0 (A) muestra el perfil de sedimentacién de la actividad de ChE
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en presencia del detergente , la cual sedimenta como un pilco

anico de 6.% S, correspondiente a G2+Gl1.

Cuando alicuotas de los mismos extractos fueron separadas en
gradientes de sacarosa (5-20%) en ausencia de detergente, se
observé que la actividad total de AchE recuperada en el gradiente
se vio considerablemente reducida respecto a una muestra
equivalente separada en presencia de detergente (Figura 29 (R)).
El 4&rea total del perfil de sedimentacién de AchE en ausencia de
detergente fue del 6&% del Area equivalente en presencia de
Triton X-100,

fesimismo se vio afectado el patréon de sedimentacidn: se encontro
una considerable proporcion de 1la actividad polidispersa en
fracciones correspondientes a altos coeficientes de sedimentaciodn
(>*125); mientras que las areas correspondientes a los picos de G4
Y G2+G1 obtenidos en presencia de detergente se reducian

considerablemente.

Con el fin de determinar si la pérdida de una sustancial porcion
de la actividad catalitica de AchE de HST en ausencia de
detergente podia restaurarse por la adicion de Triton X-100,
alicuotas de las formas de AchE aisladas de gradientes libres de
detergentes fueron incubadas 10 minutos a temperatura ambiente
con una cantidad de Triton X-100 suficiente para dar una
concentracién final de 1%. Se ensayd la actividad de AchE y se
compard con la actividad de alicuotas sometidas a la incubaci6n

sin detergente.
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La Tabla VII muestra que 1la actividad de AchE de las fracciones

19 vy 26 (correspondientes a G4 y G2+61, respectivamente) aisladas
del gradiente sin detergente no se incrementd por preincubacion
con Triton X-100 al 1%, lo cual descarta que las actividades
significativamente menores encontradas respecto al gradiente en
presencia de Triton X—-100 se debieran a inhibicidn por ausencia
del detergente.

En contraste, las fracciones § y 9 (correspondientes a agregados)
del gradiente libre de detergente evidenciaron un 1incremento
promedio del 32% en 1la actividad de AchE cuando fueron
preincubadas con Triton X-100 al 1%, lo que 1indica que 1la
agregacion de AchE en ausencia de detergente esta acompafiada de
una considerable reduccion en actividad, reversible por el

agregado de un anfifilo.

La agregacidén en gradientes libres de detergentes es indicativa
de que la forma G4 y una alta proporcion de la forma G2+G1l de la
AchE de higado de rata se comportan como anfifilicas. Esta
agregacion de 1las formas anfifilicas permite detectar un
componente menor correspondiente a G2+G1 hidrofilico, que podria
atribuirse a derivados liticos hidrofilicos de las formas
anfifilicas o0 a la existencia de formas no—anfifilicas de AchE en

este tipo de extractos.

Con respecto a la actividad de ChE en gradientes libres de
detergente (Figura 30 B), se encontré que la actividad

sedimentaba como un pico nNo simétrico de 6.0 S con un hombro a
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5.3 5, sin que fuera evidente la formacién de agregados de mayor

coeficiente de sedimentacioén.

En contraste con 1o observado para AchE del mismo extracto, el
area total del perfil de sedimentaciétn de ChE en presencia de
Triton X-100 fue considerablemente menor (34%) que la obtenida en
gradientes libres de detergente. Con el fin de determinar si el
Triton X—-100 inhibe la actividad de ChE, alicuotas de la fraccién
26 del gradiente sin detergente fueron incubadas 10 minutos a
temperatura ambiente en ausencia y en presencia de Triton al 1%.
Como <se observa en la Tabla VII, el Triton al 1% inhibe un 54 %

de la actividad de ChE.

La ausencia de agregados de ChE en gradientes 1libres de
detergentes no nos permite excluir el posible caracter anfifilico
de 1la enzima en este extracto, habida cuenta del incremento del

coeficiente de sedimentacidn observado.

Polimorfismo de ChE detectado por electroforesis no

desnaturalizante.

Como técnica complementaria a la sedimentacidén en gradientes de
SACAarosa, se empled la electroforesis no desnaturalizante en
geles de poliacrilamida. Un extracto LST de higado de rata fue
sometido a electroforesis no-desnaturalizante en geles de
poliacrilamida en presencia de Triton X-100 al 0,5%Z, y el patron
de especies con actividad de ChE fue determinado mediante una
tinciédn histogquimica especifica segun lo descripto en la Seccion

2.8.
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Como se observa en la Figura 31 (A), en presencia de Triton X-

10O la actividad de ChE del extracto LST se separa en 3 bandas
principales: la mads abundante de menor movilidad electroforética
(banda 1) y dos bandas menos abundantes de mayor movilidad
(bandas 2 y 3). La resolucién de la actividad de ChE del extracto
en mas de una especie confirma que las poblaciones homogéneas de
acuerdo a su S manifiestan heterogeneidad al ser sometidas a
ctros procedimientos analiticos.

El patron obtenido al realizar la electroforesis en idénticas
condiciones en ausencia de detergente se muestra en la Figura 31

(E).

Ern__ausencia de detergente en el gel y buffer, la movilidad de 1la

banda 1 no se modificd (aunque se evidencia una leve reduccibn de
su actividad). Las bandas 2 y 3 no aparecen. Asimismo, en
ausencia de detergente, aparece una especie de alta movilidad vy
baja actividad (banda 4) que no se observa en presencia de
detergentes. La elevada movilidad electroforética de esta especie
sugiere que podria corresponder a la forma Gl (monotmero). Aunque
no se ha lnvestigado en detalle su comportamiento electroforético
y propiedades de interaccion con detergentes no ibnicos, su
ausencia cuando los edtractos son sometidos a electroforesis en
presencia de detergente, podria deberse a dimerizacidén de estas
formas Gl en estas condiciones. Tal comportamiento se ha
descripto para la ChE Gl de corazéon de Torpedo, para la cual se

ha verificado ademé&as su caracter anfifilico (Ron 88).



Interaccién de ChE hepatica con detergentes no—-ifnicos:

Con el fin de estudiar el comportamiento hidrofébico de la ChE
hep&atica, se empled como criterio de distincién entre especies
anfifilica vy no-anfifilicas 1la interaccién con Tritom X-114, que
tiene como ventaja que define el caréacter anfifilico de una
proteina independientemente de su propiedades de agregacibn.

El detergente de la serie del Triton m&s comunmente usado, Triton
X—-100, forma a temperatura ambiente soluciones micelares claras.
Al  aumentar la temperatura el peso molecular micelar aumenta, y
la solucidn se vuelve subitamente turbia a 1los 64°C. A esta
temperatura, llamada el cloud point (c.p.), ocurre una separacioén
macroscopica de fases en la solucién, gue podria deberse a una
aspciacion secundaria de micelas pequeffas en grandes agregados
micelares. A temperaturas mayores, la separacién de fases
prosigue hasta que se forman 2 fases claramente definidas, una
superior vy otra inferior, depletada y enriquecida en detergente,
respectivamente.

Dentro de la serie del Triton, la 'temperatura del cloud point
depende fuertemente del numero de unidades oxietileno
(hidrofilicas) unidas al residuo octifenil (hidrofébico).

La soclubilidad en agua del residuo mas hidrofobico de la serie
del Triton, (n<é6) apenas excede la concentracion micelar critica,

y el detergente se encuentra en una fase separada, aun a 0°C. El

Triton X-114 (n=7-8) exhibe en soluciones diluidas una
temperatura de c.p. de 20°C, que resulta conveneinte para la
condensacioén Y separacion reversible del detergente en

condiciones compatibles con el aislamiento de proteinas nativas.
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Considerando que s6lo proteinas con algun componente hidrofoéobico
pueden formar micelas mixtas con detergentes no if6nicos, se
emplea la separaciébn de fases de soluciones diluidas de Triton X-
114 a 20-30°C como forma de separarlas de las proteinas
hidrofilicas que se recuperan en la fase superior depletada en

detergente.

Cuando un extracto HST de higado de rata fue sometido a
separacion de fases a 30°C como se describidé en la Secciéon 2.9,
la fase inferior enriquecida en detergente contenia después de
dos recondensaciones un 65% de la actividad de ChE recuperada
(gue oscild entre el 70 y el Q0% de 1la actividad inicial
sometida a particion).

lLa actividad de AchE de los extractos de higado de rata se
inhibi6é considerablemente por adicién de Triton X-114, lo que no
permitid realizar estimaciones de su particiéon en las dos fases.
En el casc de la corteza cerebral de rata, la actividad de AchE
se inhibid en un 50% por agregado de este detergente; sin embargo
el caracter anfifilico de AchE de corteza cerebral se puso en
evidencia vya que el 80% de la actividad recuperada particiond en
la fase de detergente. La baja actividad de ChE de corteza
cerebral no hizo posible las mediciones de particiéon de esta

enzima con el método colorimétrico utilizado en este trabajo.

lLa interaccién de la actividad de ChE de higado de rata con
micelas de detergente no idnico indica que segun este criterio al

menos una fraccidén de esta actividad manifiesta caracter

anfifilico.



Incorporacion de AchE y ChE de higado de rata a vesiculas

fosfolipidicas:

Se estudid la interaccion de AchE y ChE -extralidas de higado de
rata con detergentes - con fosfolipidos, como criterio adicional
de caracter anfifilico, tal como fuera empleadoc por Ottt vy
Brodbeck para AchE de GR (1984).

La interaccidén de proteinas con fosfolipidos o vesiculas
fosfolipidicas preformadas puede lograrse si se remueve el
detergente de los extractos, procedimiento que principalmente
depende de la naturaleza del detergente.

Asi, 1la formacion de proteoliposomas por remocitn del detergente
se puede lograr por didlisis, en el caso de que el detergente
empleado para la solubilizacién tenga una CMC elevada (e.g. octil
glucosido, CMC 24 mM). En el casoc del Triton X-100, que tiene una
CMC baja (0,25 mM), se puede recurrir a su remociétn de los
extractos mediante adsorcién o filtracién en geles, Yy
posteriormente proceder a 1la recontituciédn por sonicacion breve
y/0 congelamiento /descongelamiento de una mezcla del extracto

depletado de detergente y liposomas preformados.

Con el fin de analizar si las actividades de AchE y ChE presentes
en los extractos eran capaces de interactuar con vesiculas
fosfolipidicas era imprescindible contar con una técnica que
permitiera separar las vesiculas de aquellas proteinas que no se
asociaron a las mismas. Con tal fin se empled una técnica basada
en las diferencias de densidades de proteoliposomas y proteinas

no asociadas & lipidos.



Incorporacion de_ AchE Y ChE de esxtractos de higado a

protecliposomas obtenidos por didlisis y por sonicacion:

Un extracto de higado obtenido solubilizando membranas
pretratadas con HS en presencia de 0,8%4 octilglucésido, fue
sometido a diAlisis en presencia y ausencia de fosfolipidos y los
protecliposomas obtenidos fueron separados de las proteinas no
incorporadas por flotacidn en gradientes isopicnicos de sacarosa
como se describi® en las Secciones 2.10.a y 2.10.c.
Las Figuras 31 A y B muestran las actividades de AchE y ChE en
las fracciones de los gradientes. Se encontré que en los
extractos no reconstituidos (es decir dializados en ausencia de
FL) las actividades de AchE y ChE tenian un pico de actividad
comprendido en las S fracciones mas densas del gradiente. Esta
posicién  se considera entonces la correspondiente a la densidad
de AchE y ChE no asociada a FL.
Ern contraste, para los extractos reconstituidos (dializados en
presencia de FL), se encontré que una fraccién significativa de
las actividades de AchE y ChE se detectaba en las fracciones 21-
correspondientes a 1la interfase sacarosa 1M/buffer. Estas
fracciones tenian asimismo una considerable turbidez, 1lo que

indicaba claramente que contenian lipidos.

Se realizaron incorporaciones de AchE y ChE de extractos de
higado a vesiculas fosfolipidicas preformadas por sonicacion,
previo tratamiento de los extractos conteniendo Triton X-100 con
Rio-Reads SM—-2: y posteriormente se separaron los protecliposomas

de las proteinas libres por flotaciéon, tal como se describib en
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las Secciones 2.10.b vy 2.10.c. En este caso, se sometid al mismo

tratamiento a AchE purificada de eritrocitos bumanos vy ChE
purificada de suero de caballo (Sigma Chem. Co.).

Los Resultados obtenidos al ensayar las actividades de AchE y ChE
(Figuras 33 A vy R) en las fracciones de los gradientes, indican
que Ac hE pura interactia con vesiculas fosfolipidicas,
consistentemente con su caracter de dimero anfifilico vy ChE de
suero (que es un tetrdmero hidrofilico) no lo hace. La AchE y ChE
de higado interactuan con vesiculas fosfolipidicas de manera
similar a lo descripto para proteoliposomas preparados por

dialisis.

La cuantificacién de estos resultados en términos de proporcién
de actividad total incorporada, no es posible mediante calculo de
areas, debido a que comoc se mostrd previamente la presencia de
sacarosa interfiere en los ensayos de actividad de colinesterasas
por la técnica de Ellman.

Con el fin de realizar una aproximaciéon cuantitativa se trabajo
sobre tres puntos del gradiente: fracciones 2+3 (fondo); 9+10 vy
22423 (tope) . Se realizaron determinaciones de AchE y ChE en las
condiciones de ensayoc optimas para cada enzima las que fueron
registradas en espectrofotometro doble haz tal como se describid
en la Seccidn 2.11.a. Fara descartar otros factores de las
muestras que podrian interferir (sacarosa, turbidez producida por
FL, etc.) la actividad se registré usando como blanco para la
reaccion una alicuota de la misma muestra conteniendo inhibidores
de ambas enzimas vy el sustrato y reactivo color empleados en en

ensayo. De esta manera, la variacién en absorbancia a 412 nm
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registrada en el tiempo es indicativa de actividad enzimatica. La

Tabla WVI1II muestra los porcentajes de actividad en las fracciones
(fondo) y 22+23 (tope) de los gradientes determinados de esta
formea.
S5e encontrd que una fraccion -entre el 11%Z y el 19%— de 1la
actividad de ChE de extractos de higado se incorpord a vesiculas
fosfolipidicas. Cuando un extracto equivalente fue sometido &
di&dlisis en ausencia de fosfolilidos, el 100% de la actividad de
ChE se encontrd en la porciéon del gradiente correspondiente a
proteinas no asociadas; encontrandose un resultado similar (98%)
para ChE pura sometida a incorporacién por sonicacibn.
Alrededor del S0 7% de 1la actividad de la AchE purificada de
eritrocitos humanos como de la enzima de extractos de higado se
encontré en 1la fracciton del gradiente correspondiente a
proteoliposomas. En contraste, en los extractos dializados en
ausencia de PL, el 1007 de 1a actividad se encontré en 1la

fracciétn del gradiente correspondiente a proteinas no asociadas.
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FIGURA 25

Extraccién secuencial de AchE y ChE de higado de rata

Se determinaron las actividades de AchE y ChE en extractos
obtenidos por extracciones sucesivas en:

HS, HS', HST (secuencia A) o

LS5, LS, LST, HST (secuencia B)

segun se describe en la Seccibon 2.6.



Figura 26

Extraccion secuencial de AchE y ChE
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FIGURA 26

Extraccién secuencial de AchE y ChE de corteza cerebral de
rata

Idem Figura 25.



JABLA V

INTEGRIDAD DE VESICULAS DEL RETICULO ENDOPLASMATICO EN LAS
FRACCIONES PARTICULADAS OBTENIDAS DE HIGADO DE RATA POR
EXTRACCION EN SOLUCIONES DE BAJA Y ALTA FUERZA IONICA

Extraccion 7% de vesiculas intactas
LS (1=) 85
LS (2=) 72
HS (1=) 18
HS (2=) 7

LS=tejido extraido en 10 mM tris-HC1 pH 7.4
HS= " " " 1 M NaCl en LS.

El porcentaje de vesiculas intactas se determind mediante
la latencia de hidrdélisis de manosa-6-fosfato por glucosa—-6-
fosfatasa como se describid en la Seccién 2.11.e, en las
fracciones particuladas (obtenidas por centrifugaciéon a
100000 »x g durante 1 hora) luego de la extraccion.

Los valores son el promedio de dos preparaciones
independientes.
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FIGURA 27

Solubilizaci6tn secuencial por Triton X—-100 1Z en alta y baja
fuerza i6nica de AchE vy ChE a partir de tejido preextraido
en _diferentes condiciones ibonicas.

Se determinaron las actividades de AchE y ChE solubilizables
por detergente (Triton X—-100) en alta y baja fuerza ibnica
(HST y LST, respectivamente) en diferentes secuencias.

Cada extraccién consistid en homogenizaciodn y centrifugacion

texto.

Los valores indican actividad recuperada en el sobrenadante.
l.os numeros entre paréntesis indican porcentaje de actividad
recuperada en cada extracto respecto a la actividad total de
la preparacion inicial.



TABLA 1V

EFECTO DE DIFERENTES TRATAMIENTOS SOBRE LA ACTIVIDAD DE AchE
DE MEMBRANAS DE ERITROCITOS HUMANOS

Tratamiento % actividad remanente
N&oCO:s 8.6

HS 87.0

Na=C0s—H5 73.0 (88.6)
HS—-N&a=C0= 70.0 (88.6)

Los valores indican el porcentaje de actividad de AchE
ascciada a las membranas después de lavado alcalino (COs)
(ver Seccién 22.6), extraccitn en soluciéon de alta fuerza
ibnica (HS), o© ambas aplicadas secuencialmente como se
indica. Se indican 1los promedios de tres preparaciones
independientes; los valores entre paréntesis indican 1la
recuperacidn esperada si los tratamientos fueran aditivos.
Las membranas fueron obtenidas como se describe en la
Seccion Z.4.



Figura

unidades arbitrarias

28

20
16F
1.0t
‘ *
\
!
081 |¥ N\
N ! % \
— ps R
o.o&e!e!/:i:*'%-*’*\"' + '
o} 6 10 16 20 26
fraccion
AchE + ChE
unidades arbitrarias
0.8r
o6}
/ A
,/ a
0.4t (n] \
\j R
,ﬁ
P
0.2 ,n/ g
d o
0.0 1 1 -\c' 3
0 6 10 16 20 26
fraccion
AchE D ChE



FIGURA 28

Perfiles de sedimentacién de las actividades de AchE y ChE
de extractos HS y HST de higado de rata

Extractos HS (A) y HST (B) de higado de rata fueron
fraccionados por centrifugacion en gradientes de sacarosa en
H5T comc se describe en la Seccion 2.7. Se determinaron las
actividades de AchE y ChE en las fracciones, como se
describe en la Secciédon 2.11.a.
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FIGURA 29

Ferfil de sedimentaciéon de AchE de extractos HST de higado
de rata en gradientes de sacarosa preparados en presencia de
Triton X-100 1% (A) o ausencia de detergentes (E) como se
describe en la Seccion 2.7.



0.8

0.6

0.4

0.3

0.2

01

0.0

activided
.

Figura 30
ChE

10
fracciones

—— A (+ TX-100) --+- B (sin deterg)

40



FIGURA 30

Ferfil de sedimentacién de ChE de extractos HST de higado de
rata en gradientes de sacarosa preparados en presencia de
Triton X—-100 1% (A) o ausencia de detergente (B) como se
describe en la Seccién 2.7.



TABLA VII

EFECTO DEL TRITON X-100 SOBRE LA ACTIVIDAD DE FORMAS DE AchE
Y ChE DE HIGADO DE RATA AISLADAS DE GRADIENTES LIBRES DE

DETERBENTES

Forma Triton »—100 Actividad relativa
AchE 6.0 S - 100
(fraccion 226) + 63
AchE 2.5 S - 100
(fraccion 19) + 70
agregados AchE - 100
(fracciones S y 9) + 132
ChE 6.5 S - 100

+ o4

Extractos HST de higado de rata fueron fraccionados en
gradientes de sacarosa (3%4-20%) en HS (libres de
detergente), como se describid en la Secciébn 2.7.

En las fracciones indicadas, se determinaron las actividades
de AchE o ChE en ausencia de detergente (-) y en alicuotas
de cada fraccién preincubadas 10 minutos a temperatura
ambiente en presencia de Triton X-100 al 1% (+). Los valores
indican la actividad de las fracciones respecto a la
actividad en ausencia de detergente.
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Figura 32

Incorporacion por dialisis de AchE y ChE
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FIGURA 32

Incorporacion de AchE y ChE de extractos de higado de rata a
vesiculas fosfolipidicas mediante dialisis

EOG + FL : extracto obtenido por solubilizacién con
octilglucdsido Q.6% reconstituido en presencia de
fosfolipidos.

EOG - FL @ {idem anterior sometido a los mismos

procedimientos en ausencia de fosfolipidos.

La incorporacién se realizd como se describe en la Seccion
2.10.,a.

La separacion de proteoliposomas y proteinas no incorporadas
se llevé a cabo mediante centrifugacidn en gradientes
isopicnicos (ver Seccidon 2.10.c). Los gradientes fueron
fraccionados desde el fondo hacia la superficie.



Figura 33

Incorporacion por sonicacion de AchE y
ChE a vesiculas fosfolipidicas
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FIGURA 33

Incorporaciéon de AchE y ChE de extractos de higado de rata a
vesiculas fosfolipidicas obtenidas por_ sonicacibn

Fara la formacion de proteoliposomas se procedid como se
describe en la Secciéon 2.10.b.
Demas procedimientos como se detalla para la Figura 32.



TABLA VIII

DISTRIBUCION DE LAS ACTIVIDADES DE AchE y ChE: ACTIVIDADES
INCORPORADAS Y NO INCORPORADAS A PROTEOL IPOSOMAS

ChE AchE

Muestra No 1 1 No 1 I
EQGE + FL (D) 81 19 - -
EOG — PL (D) 100 ] 100 0
Extracto reconst.

(5) 88 12 a3 47
Enzimas puras

reconstituidas (5) 28 2 54 46
Los valores indican el porcentaje de actividad no
incorporada (No [) e incorporada (I) a protecliposomas

mediante dialisie (D) o sonicacion (S), determinado como se
describe en Resultados.



CAFPITULD 6

DISCUSION:

Distribucién en corteza cerebral durante el desarrollo:

La actividad de ChE en corteza cerebral de rata madura permanecio
durante mucho tiempo ignorada, ya que debido a baja actividad no
era detectada mediante técnicas histoquimicas. Fosteriormente se
corrobord su  presencia aunque durante mucho tiempo se la
considerd una actividad exclusiva de elementos no neuronales
(Giacobini E. 1939), en contraste con la AchE para 1la cual se
postulaba una asociacidn exclusiva con componentes neuronales.

En este trabajo se corrobora que tanto AchE como ChE se exxpresan
en neuronas como en astrocitos de corteza cerebral de rata,
auvngue existe una distribucidn preferencial de AchE en neuronas y
de ChE en 1las células gliales (Tabla I). Hemminki y cols. (1973)
encontraron niveles de ChE similares a los de AchE en pericarion
neuronales aislados, aunque una relaciédn de actividades de
AchE/CHhE mayor que 2 se informé para cuerpos celulares de
reuronas de conejo (Azcurra y cols. 1969) y rata adultos (Ochoa y
cols. 1982).

la aparicién de ambas enzimas en tipos celulares que presentan
diferentes especializaciones funcionales, seffala la necesidad de
partir de una poblacidn celular homogénea si se pretende el
estudio de metabolismo de estas enzimas.

La AchE tiene un rol funcional bien establecido en la transmisidn
colinérgica vy su asociaciétn a 1la membrana sinaptica en 1la
corteza ha sido aobjeto de numerosos estudios (Gomez vy cols.

1970).
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En este trabajo se corrobora que en la corteza cerebral madura la

AcChE manifiesta propiedades de solubilidad consistentes con esta
distribucidén. La proporciéon de actividad de AchE unida a
membranas en la corteza total aumenta durante 1la maduracion
(Figura 17);: lo que podria explicarse considerando que los
terminales sinapticos constituyen una fraccidn significativa
(J0%) de la masa de la corteza cerebral (Naftad y Blackstad 1966)
y 1la localizacidén preferentemente sinaptica de esta enzima (Lomo
1983).

Fara ChE, enzima cuya funciédn en este tejido hasta hoy no se ha
esclarecido, se encontrd una mayor proporcion de actividad
"unida a membranas" que de actividad "socluble" a lo largo de la
maduracion post—-natal (Figura 17).

Con el fin de estudiar estas enzimas durante el desarrollo en
fracciones derivadas de un tipo celular , las neuronas, se
seleccionaron técnicas que permiten la preparacion de pericarion
neuronales vy sinaptosomas aislados, sobre la base de la elevada
pureza vy preservacién metabdlica de las preparaciones obtenidas
(Sellinger vy Azcurra, 1973 ;3 Booth y Clark, 1978). Ambas técnicas
fueron combinadas para obtener ambas fracciones del mismo
material de partida.

Dadoc que la inervacién colinérgica de la corteza cerebral se
origina principalmente de estructuras subcorticales (Wenk y cols.
1780) , las variaciones observadas de parametros relacionados con
la transmisiédn colinérgica responden a la generacibdn Y

mantenimiento de estructuras post-sinapticas.
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l.a actividad de AchE durante el desarrollo postnatal en cuerpos

celulares de neuronas reveld un pico de actividad de
colinesterasa total durante el perifiodo de activa maduracién
sinaptica (entre los 15 y los 25 dias), como fuera observado por
Magata vy cols. (1974) en fracciones de cuerpos celulares de
neuwronas obtenidos por otra técnica. Un patrén similar fue
encontrado para la tirosina hidroxilasa -enzima presindptica-
durante 1la inervacion del cuerpo estriado por la sustancia nigra
(Haker vy cols. 1982). De esta forma, la sintesis preferencial de
componentes sinapticos especificos cuando el nivel de demanda es
elevado, se reflejaria como un incremento de su actividad en el
sitio de sintesis.

Los datos aqui presentados indican que este pico es atribuible a
un  inciemento significativo de 1la actividad de AchE en 1la
fraccidon  (Figura 16), que coincide con un aumento de la actividad
"soluble" a los 15-18 dias (Figura 17). Nosotros consideramos que
la diferencia de soclubilidad de AchE entre 1la corteza sin
fraccionar Yy Ccuerpos celulares de neuronas seffrala que 1la
variacion de solubilidad es especifica de los cuerpos celulares
de neuronas; no detectandose en la corteza sin fraccionar debido
a la menor a.e. y menor contribuciéon de los cuerpos celulares de
neuronas respecto a los terminales sindpticos en la masa total de
la corteza (Giacobini E. 1967; Naftad y Blackstad, 1966).

La coincidencia temporal de este incremento en actividad de AchE
soluble con el periodo de activa sinaptogénesis, en el cual se
detectéd la maxima actividad especifica de AchE en esta fraccibn
celular, sugiere que el incremento de actividad total se debe a

incremento de la sintesis de esta enzima en el pericarion
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neuronal como precursor no asociado a membranas, a partir del

cual se cubririan las demandas requeridas para la consolidacién
sinaptica.

En  los terminales sinapticos (fraccion de Sinaptosomas), se
encontro un  incremento significativo de AchE durante el
desarrollo (Figura 18), aln  después del periodo de la
consolidacion de las sinapsis en corteza, determinado por conteo
de densidades postsinapticas entre los 15 y 225 dias FN
(Aghajanian y EBloom 1967). Una posible explicacién a este
fenomeno seria el retiro de terminales no colinérgicos posterior
a la etapa de consolidacion (Cotman y Nieto—-Santopietro, 1984),
aunique se ha demostrado que la concentracion de AchE en las
membranas post-sinapticas es un evento relativamente tardio de la
maduracidn sinaptica (Lomo 1983). En la fracciéon de mielina, los
niveles de actividad de AchE reducidos y constantes indican la

baja contamimacidn con terminales (Figura 18).

Con respecto a 1la actividad de ChE, no se han detectado
variaciones en su actividad en pericarion de neuronas aisladas
durante el periodo del desarrollo estudiado (Figura 16).

En 1la fraccion de sinaptosomas, la actividad de ChE aumenta
significativamente entre los 8 y los 13 dias, y permanece elevada
en esta fraccibtn que a partir de los 18 dias contiene terminales
maduros (Gonatas y cols. 1972). Un incremento de la actividad de
ChE en la fraccion de mielina tambien es evidente con un maximo a
los 32 dias, aungue la actividad de ChE en mielina de corteza
cerebral madura decrece significativamente (Figura 19). El patron

temporal de ChE en fraccién enriquecida en mielina coincide con
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determinaciones histoquimicas que encuentran la maxima actividad

de ChE en oligodendrocitos durante la gliosis de mielinizacidon,
siendo practicamente indetectable en el adulte (Wender y Kozic,
1967).

lLa persistencia de la actividad de ChE en membranas de terminales
podria explicarse en funcion de la dinamica de estas estructuras,
donde estan demostrados fendmenos plasticos activos que incluyen
turnover sinaptico (Cotman y Nieto-Santopietro, 1984). En
contraste, las membranas de mielina tienen un turnover lento de
sus componentes y no son reemplazables en el cerebro adulto.

l.os niveles incrementados de la actividad de ChE en fracciones
conteniendo membranas en expansion o de elevada capacidad
plastica, plantea 1la cuestion de si esta enzima esté
cespecificamente relacionada con fenotmenos plasticos asociados a
la diferenciacién, tal como fue postulado para los eventos de la
morfogénesis por Layer (1983, 1985, 1987, 1988a,b) o simplemente
acompafa de manera no especifica las mayores demandas metabdlicas
asociadas a estos procesos. En vista de los niveles practicamente
constantes detectados en el sitio de sintesis, el pericarion
neuronal, nos inclinamos por 1la segunda posibilidad. El
enriquecimiento relativo de ChE en fracciones derivadas de
cerebro fetal (Tabla III) sugiere una asociacién con vesiculas
del RE m&s que con las membranas especificamente involucradas en
la expansién (conos de crecimiento). La elevada actividad de ChE
detectada en pericarion neuronales de cerebro de rata de 1-2 dias
postnatal (Ochoa y cols., 1982), cuando la expansion del RE es un
hecho caracteristico de 1a transicién de células indiferenciadas

a neuroblastos (Caly y Maxwell, 1971) sustenta esta posicion.
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Caracterizacitn y distribuci6on subcelular en higado de rata:
Wheeler vy cols (1972) propusieron la asociacién de AchE a las
membranas de la superficie celular de los hepatocitos.

Lus resultados presentados en este trabajo muestran que en higado
de rata la AchE se localiza preferencialmente en fracciones de
Aparato de Golgi vy de membrana plasmAtica. En contraste, la ChE
se encuentra enriguecida en el reticulo endoplasmico, y orientada
hacia el lumen de las vesiculas (Figura 24 y Tabla 1V).

La orientacidon luminal de AchE en aparato de Golgi también parece
probable, en vista de la necesidad de permeabilizaciédn de
vesiculas de esta organela por filipin para permitir la
s0lubilizacidon de AchE por FPI-PLC (Perelman y cols. 1989)

La baja actividad de AchE detectada en fracciones de RE (Figura
24) podria reflejar una situacidn similar a 1la encontrada en
células musculares en cultivo, en las que la poblaciodn
intracelular de AchE es de alto recambio y representa s6lo un 40%
del total celular, siendo su permanencia en RER mucho mas corta
que en GA, & juzgar paor el tiempo que media entre la adicion de
residuos de manosa, N-acetilglucosamina vy galactosa vy su

aparicidén en el medio de cultivo (Rotundo 1984, 198%).

For otra parte, 1la ausencia de actividades significativas de ChE
en FM, reflejaria el hecho de que, siendo el higado el sitio de
sintesis de la ChE del suero, una gran parte de la actividad de
ChE sea secretada.

Resulta llamativo que no se haya detectado actividad

significativa de ChE en GA, dado que para ChE de plasma, higado y
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cerebro fetal bhumano, se ha descripto las presencia de

cligosacaridos complejos cuyo procesamiento implica un transito
por el GA (Lockridge 1982, Prody y cols., 1987)

Si cse considera que los carbohidratos estan involucrados en
diferentes funciones biolégicas incluyendo la determinacién de
las rutas y destinos finales de las proteinas en las células
(Feizi, 1981) es factible que una misma proteina presente
diferencias en sus carbohidratos en distintos tipos celulares, e
inclusive en distintos sitios subcelulares dentro de la misma
célula.

De hecho, se ha descripto para AchE de eritrocitos y linfocitos
qQue una misma forma molecular presenta una composicidn
heterogénea de carbohidratos. Asimismo se han observado
diferencias en el patréon de glicosilacion de G4 y G2+G1l del mismo
tejido, no teniendo los dimeros y mondmeros activos sus azlcares
totalmente procesados (Meflah vy cols., 1984); aunque no se ha
establecido aun la relevancia bioclégica de tal heterocgeneidad.

En células musculares de aves y una linea celular neuronal de
ratén  en cultivo, se ha encontrado que el 80%Z de los monbmeros de
AchE sintetizados son degradados intracelularmente (Rotundo vy
Frambrough, 1982; Lazar vy cols. 1984; Brockman vy cols., 1986;
Rotundo vy cols., 1984, 1989) vy que no transitan por GA (Rotundo
17892).

Si1  bien no existen referencias a estudios de biosintesis vy
transporte intracelular de ChE, el considerable grado de
homologia vy el polimorfismo estructural paralelo con AchE plantea
la posibilidad de que estén sujetas a eventos regulatorios

similares. En tal sentido, nuestros datos podrian resultar del
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hecho de gque la actividad de ChE presente en el RE hepatico (G1 +

32), Sea en  su mayor parte degradada y que s6lo se secrete la
baja actividad detectada en GA. Alternativamente, la ChE de
hiigado de rata podria no tener azucares complejos, siendo

exportada por vesiculas exociticas desde el RE sin transitar GA.

Los datos presentados en esta Tesis sugieren también que el
higade no seria 1la fuente de la ChE G4 del suero. Las formas
moleculares de ChE detectadas en higado de rata, como se muestra
en las figuras 28 y 30, son dimeros y monédmeros, mientras que se
ha descripto que el sueroc de rata contiene exclusivamente ChE G4
(Massoulie vy Ron, 1982). Asimismo, 1la heterogeneidad de ChE
hepatica en cuanto a su caracter anfifilico, como se muestra en
el Capitulc S, en contraste con la ChE sérica, considerada una

proteina hidrofilica, es consistente con esta hipbtesis.

Estudios de asociacion de AchE y ChE a mesbranas basados en

propiedades de solubilizacidn

En este trabajo se muestra que la preservacion de integridad de
vesiculas membranosas es uno de 1los factores que afectan la
extractabilidad de AchE y ChE en higado de rata, siendo
determinado basicamente por 1la fuerza 1i6nica del medio de
homogenizacién y extraccion ipicial. La disrupcién de vesiculas
membranosas derivadas del RE es practicamente total cuando el
tejido es extraldo en HS, mientras que la extraccioéon inicial de
higado en medios de baja fuerza idnica preserva la integridad de
vesiculas derivadas del RE en un porcentaje elevado. La actividad

de AchE y ChE extralda de higado de rata en ambas condiciones fue
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significativamente diferente. Estas diferencias no se encontraron
cuando ze analizd corteza cerebral de rata, vya que ambos
procedimientos afectaron 1la integridad de estas vesiculas vy
solubilizaron actividades similares de AchE y ChE. FEon y cols.
(1988) han reportado una elevada actividad de colinesterasas
hidrofilicas en un extracto obtenido en presencia de detergente a
partir de o.e. de Torpedo homogeneizado inicialmente en baja
fuerza io0nica, que tentativamente atribuyeron a la preservacién
de vesiculas intactas.

Ern este trabajo se propone el ensayo de 1la latencia de las
vesiculas del RE como forma de valorar este factor; y se muestra
que la preservacion de la integridad de estas vesiculas afecta la
extractabilidad de las colinesterasas, dependiendo de la
naturaleza del tejido.

Estos resultados invalidan para el higado de rata el emplec de
una secuencia de extracciédon que se inicie con homogenizacidén en
scluciones de baja fuerza 1dnica vya que esta condiciona 1la
composicidén de los extractos que se obtengan a posteriori. Este
tipo de control de integridad es de suma importancia si se
pretende aplicar las propiedades de extracciédn como criterios

para definir el tipo de asociacitn de proteinas a las membranas.

L& interpretaciéon de los resultados de solubilizaci6bn de
membranas bioldgicas por detergentes resulta compleja, ya que si
bien la literatura es vasta, su uso ha sido en gran medida
empiricc. Existe un esxtenso cuerpo de conocimiento acerca de las
propiedades de los detergentes en soluciones acuosas y se ha

hecho uwso de modelos experimentales tales como bicapas lipidicas
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¥y liposomas para el estudioco de las interacciones detergente-—

lipidos, asi como estudios de interacciébn detergente—-proteinas
empleando proteinas purificadas (e.g. Helenius vy Simons, 19705).
Hesulta evidente que comparadas con estos sistemas simples de 2 o

componentes, las membranas biolégicas constituyen sistemas
ertremadamente complejos de 1ipidos, proteinas, iones, etc. Esto
determina que si bien los principios generales de los efectos de
los detergentes revelados por estudios sobre sistemas simples se
aplican & las membranas biolégicas; existen otros factores gque
pueden afectar la penetracion y efecto de los detergentes en las
membranas bioldgicas debido a su compleja arquitectura (e.g.
asimetria de lipidos, diferencias de composiciébn , cambios en las
propiedades de la bicapa lipidica por: complejamiento de cationes

divalentes, interacciones lipido-proteinas, presencia de

proteinas altamente cargadas o glicoproteinas, etc.)

Teniendo en cuenta estos factores, cabe la posibilidad de que las
diferencias en eficiencia de solubilizacidn de las colinesterasas
por Triton X—-100 detectadas en diferentes condiciones idonicas se
debieran a variaciones de alguna caracteristica del detergente
(e.g. n&meroc de agregacion y por ende tamafio de las micelas)
inducida por la fuerza i6Gnica del medio, tal como se ha reportado
para otros detergentes (Helenius y Simons, 1973).

Alternativamente, y considerando que la eficiencia de los
detergentes para la solubilizacion de proteinas de membrana
depende de la relacitdn en masa detergente/membranas, es factible
que dependa del pretratamiento al que han sido sometidas las

membranas. Asi.en una preparaciéon de tejido extraido con LS, (que



168

aun conserva proteinas periféricas asociadas a las membranas vy
como demostramos, vesiculas intactas) , esta relacién podria ser
riticamente baja y se requiriese una reextracciédn en presencia
de detergente, independientemente de la fuerza i6nica de esta
wiltima. Los resultados aqui presentados (Figura 27) indican que
ezte no es el caso para las colinesterasas de higado de rata, ya
gque se demostrd que existe un requerimiento de alta fuerza ibnica
para su extraccion en forma cuantitativa.

Mediante el analisis de las formas moleculares de AchE y ChE en
este tejido no fue posible detectar formas asimétricas (A)
(Figura 28), que son las Unicas para las cuales se ha descripto
una participacion relevante de las interacciones iénicas en la
uwnion & membranas (Toutant 1989). Por 1o tanto, consideramos
factible que el requerimiento de alta fuerza idnica para la
solubilizacion de las colinesterasas hepaticas (que sélo se
encuentran como formas G) se deba a la necesidad de desequilibrar
interacciones proteina-proteina. Este tipo de interacciones, son
de suma importancia en la arquitectura de las membranas
bioldgicas y de hecho varian entre membranas celulares de
diferente origen. En particular se ha demostrado que la

asociaciédn no covalente de proteinas integrales a proteinas

periféricas (e.g. proteinas del citoesqueleto, espectrina en
membranas de eritrocito) modifica el comportamiento de las
[ar imeras frente a determinadas condiciones de extraccion

{Helenius y Simons, 1975).
Los datos de extractabilidad de AchE de membranas de eritrocitos
corroboran que la desestabilizaci6n de interacciones ibnicas y/o

variaciones en las cargas de las proteinas de membranas influyen
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en su solubilizacidn posterior. Es de hacer notar que la AchE de
la membrarna del eritrocito es una variedad anclada a la porcidn
hidrofébica de la membrana. En este sentido, existen evidenciacs
de que las interacciones electrostaticas jugarian un papel en las
interacciones entre los componentes de las membranas méas
relevante que el considerado en el modelo de Singer y Nicholson

(Lee 1978).

Estudios de las propiedades de interaccion de AchE y ChE

Cuando membranas microsomales o fracciones subcelulares
purificadas de higado de rata fueron sometidas a un tratamiento
alcalino, se encontré que AchE y ChE se comportaban de manera
diferente: mientras que m&s del 90%Z de 1la actividad de ChE se
extrala en estas condiciones, la actividad de AchE permanecia
asociada a las membranas (Tabla IV). De esta forma, y seqgun este
criterioc, AchE podria considerarse una proteina integral de

membranas y ChE una proteina periférica o soluble.

La AchE de higado de rata manifiesta caracteristicas tipicas de
una proteina anfifilica, similares a las descriptas para AchE de
cerebro bovino (Rotundo 1984), a saber: forma agregados
polidispersos (>128) cuando se somete a centrifugacibn por
velocidad de sedimentacion en gradientes 1libres de detergente
(Figura 29), vy en estas condiciones se inhibe un alto porcentaje
de la actividad en los agregados, reversible por el agregado de
Triton X—-100 (Tabla VII). Hrandan y cols. (1989) mostraron que la
AchE GZ de aparato de Golgi hepatico es sensible a la

sclubilizaciédn  por PI-FLC, lo que indica que esta forma podria
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estar unida a membranas mediante un anclaje glicolipidico, que es

urnee  de las  formas por las cuales las proteinas anfitréficas

interactuan con las membranas celulares (Burn P. 1988).

lLa ChE hepatica presenta caracteristicas particulares, ya que si
bien fue extraible mediante un tratamiento alcalino, sélo una
fraccion se sclubiliza por alta fuerza i6nica (Tabla IV y Figura
23). No forma agregados ni por sedimentacién en gradientes de
sacarosa (Figura 30) ni por electroforesis no desnaturalizante en

FAA en ausencia de detergente (Figura 31) , pero se evidencié un

incremento pequefiloc pero significativo en el coeficiente de
sedimentacion (0,5 S) (Figura J0 R). Esta modificacién del S es

indicativa de interaccidtn con las moléculas del detergente. E1
patréon de sedimentacion se modificd por la aparicién de un
"hombro" vy se encontrd una sustancial activacidn de la actividad
de ChE en ausencia de detergente.

El caré&cter anfifilico de al menos una fraccién de la actividad
de ChE hepatica se puso en evidencia ya que un 63% particionb en
la fase de detergente cuando se sometid a separacion de fases de
soluciones diluidas de Triton X-114. Una fraccion de
aproximadamente el 20% de la actividad de Che hepatica interactia
con vesiculas fosfolipidicas.

La ChE manifiesta propiedades de solubilidad y de interaccibn con
detergentes no i6nicos similares a las encontrados para la GAF-43
(growth associated protein de los conos de crecimiento nervioso)
(FPerrone—BRizzizero vy cols. (1988) y PateSkene y cols. (1989)).
GAF-43 es acilada 1in vitro por lo que se propone que la fraccion

que manifiesta caracter anfifilico podria considerarse originada
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por interaccion post—traduccional con lipidos, lo que explicaria

su asgclacion a membranas.

El estudio de las denominadas propiedades de interaccion de las
proteinas constituyen una aproximacién desde otro &ngulo a la
elucidacion del tipo de interacciones de las proteinas con las
membranas, en particular permiten proponer las posibles formas de
asociacion en base a propiedades fisico—quimicas de las
proteinas.

Ern  particular se basan en establecer el caracter anfifilico o no
anfifilico de una proteina, analizando su capacidad de unir
moléculas anfifilicas (e.g. Triton X-100) 1o que se determina
usualmente por la variacion de las propiedades hidrodinamicas en
presencia y ausencia del mismo. Sin embargo, estas propiedades de
interaccidon con detergentes no i6bnicos también estan sujetas a

variaciones dependiendo de la presencia de otras proteinas en la

muestra (BRon vy cols. 1988), y se ha sugerido que las
interacciones proteina-proteina - en particular con proteinas
periféricas - afectan el comportamiento de algunas proteinas

frente a algunos procedimientos empleados para estudiar estas
propiedades (Pryde 1986). En el caso de 1las glicoproteinas
asociadas a membranas del granulo cromafin, se ha encontrado que
si bien regquieren detergente para su solubilizaciotn y forman
complejos proteina-detergente en soluci6tn, algunas son excluidas
de las micelas de detergente cuando son sometidas a particidén en
soluciones de Triton X—-114, en contraste con otras que forman

micelas mixtas, lo que se atribuye tentativamente a un elevado
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contenido de carbohidratos que les conferiria una porcién

lhidrofilica mayor (Fryde 1986).

La corteza cerebral en desarrollco y el higado de rata como

la corteza cerebral como modelo para el estudioc simultaneo de
AfchE y ChE presentaba a priori la ventaja que AchE tiene una
localizacidon preferentemente sinaptica y su  papel funcional se
encuentra bien establecido. Sin embarqgo, la baja actividad de ChE
delectada en el adulto constituye una desventaja gue hace gque la
corteza cerebral madura no pueda emplearse con estos fines.
Considerando que diversos estudios han recalcado las variaciones
de actividad de estas enzimas durante el desarrollo, habiendose
llegado a proponer inclusive un rol morfogenético para ellas
bas&ndose en su  elevada actividad en periodos criticos del
desarrollo en aves (Layer 1983, 1985, 1988) se decidid esxplorar
la posibilidad de emplear la corteza cerebral durante el
decarrcllo como modelo para este tipo de estudios.

La corteza cerebral presenta una considerable heterogeneidad
celular y una compleja arquitectura tisular, lo que dificulta la
obtencion de fracciones representativas de estructuras
subcelulares que preserven su integridad topoldégica y con niveles
de contaminacion aceptables. No se cuenta con técnicas que
permitan disponer de fracciones relativamente homogéneas de
organelas subcelulares, principalmente en lo referido al tipo
celular del gque provienen.

La obtenciédn de fracciones subcelulares requiere en este tejido

de un paso previo de aislamiento de una poblaci6n celular
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haomogénea. En nuestro laboratorio se har intentado

fraccionamientos subcelulares a partir de pericarion neurocnales
alslados de corteza cerebral de rota, no obteniéndose resultados
satisfactorios en cuanto al grado de pureza requerido de las
fracciones para estudios de distribucién subcelular; ni  de
integridad en el caso del RE (resultados no presentados).
Recientemente se ha informado de 1la obtencién de fracciones
enriquecidas en aparato de Golgi de neuronas de cerebro de rata
(Goenatas 1990 ASN). Es de esperar que en un  futuro préximo se
disponga de métodos de fraccionamiento subcelular que permitan
abordar este tipo de estudios.

embargo es posible obtener de corteza cerebral de rata
fracciones representativas de estructuras especializadas (e.g.
terminales sinapticos, mielina).
En este trabajo se diseffé6 una combinacion metodoldgica que
permite obtener a partir de la misma muestra de tejido, una
fraccién de cuerpos celulares de neuronas y una fraccidon de
sinaptosomas purificados. Los pericarion neuronales asi aislados
de corteza cerebral mostraron un incremento de actividad de AchE
en el periodo de sinaptogénesis activa, correlacionado con un
incremento de actividad "soluble". Se ha informado que las formas
dee AcChE asociadas a membranas en otros sistemas experimentales
celulas musculares y nerviosas en cultivo— son sintetizadas a
partir de un pool de precursores solubles cataliticamente activos
(Massoulie vy Toutant 1988) .En este sentido, los pericarion
neuronales se comportarian como "sitios de sintesis". Sin embargo

la dificultad actual ya sefralada para su posterior
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fraccionamiento subcelular representa uwna desventaja operativa

crucial para su empleo.

En este trabajo se encontré que las preparaciones de sinaptosomas
uobtenidas mediante las técnicas aqui empleadas mantienen un grado
e integridad compatible con estudios de topologia. Esta
preparacion constituiria un buen sistema representativo del
destino final de AchE, ya que pueden aislarse con elevado grado
de pureza vy conservando su integridad La AchE en estas
preparaciones manifiesta su orientacién ectocelular consistente
con  su papel fisiolbgico. Sin embargo, no es factible atribuir un
"destine" a la actividad de ChE detectada en la corteza cerebral

de rata durante el desarrollo.

El higasdo de rata contiene niveles de actividad de AchE y ChE
comparables, siendo el sitio de sintesis propuesto de 1l1la ChE
sérica. A pesar de que el rol funcional de la AchE hepatica aun
noe esté establecido, 1los resultados aqui presentados seffalan al
higado como un tejido ventajoso para el estudio de la asociacidn
de ambas proteinas a membranas y compartimientos subcelulares. La
homogeneidad celular de este tejido, asi como 1a existencia de
técnicas que permiten obtener fracciones subcelulares con alto
grado de pureza vy rendimiento constituyen ventajas sobre 1la
corteza cerebral en desarrollo. Debemos agregar que existen
numerosas técnicas adicionales factibles de aplicarse a este tipo
de estudios, que incluyen, entre otras, sistemas in vitro de
cortes de tejido, cultivos de células hepaticas normales, lineas
elulares transformadas de higado, preparaciones de organo

aislado, regeneraciébn in vivo de tejido hepatico normal, etc.
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For otra parte, los resultados aqui presentados indican que AchE

y ChE de higado de rata se asocian de formas diferentes a
membranas de distinto origen subcelular. Ambas enzimas
constituidas por poblaciones heterogéneas en cuanto a sus grados
de ensamblaje y/o propiedades de interaccién.

Estas caracteristicas muestran al higado de rata como un sistema
experimental atractivo para el estudio de 1los eventos que
conducen a tal heterogeneidad para ambas enzimas. Asimismo,
constituiria un modelo apto para el estudio de la funcibdn que los
distintos tipos de seffalizaciones moleculares -—-originadas en la
diversidad genética o en eventos post-traduccionales- tienen en

la distribucién subcelular y destino final de estas enzimas.

Finalmente, este estudio aporta elementos para considerar que la
aplicacién de los criterios operativos basados en las propiedades
de extraccion de las proteinas para inferir su tipo de asociacion
a las membranas, no resulta de aplicacién generalizada. Por una
parte, la solubilidad de los componentes estd determinada por una
compleja variedad de factores, debidos a la complejidad de las
interacciones intramoleculares en las membranas biolbgicas, que
aun no estan totalmente comprendidas. Por otro lado, 1las
proteinas anfitréficas presentan caracteristicas de solubilidad

que hacen necesaria una revision del modelo actualmente vigente.
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