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CAPITULO I

INTRODUCCION GENERAL Y OBJETIVOS



1.PROPIEDADES GENERALES DE LAS COLINESTERASAS.

i.1.Descubrimiento.

A principios de siglo, Abderhalden y Paffrath (1925)
demostraron la existencia de una enzima en el intestino
delgado del caballo y cerdeo que era capaz de hidrolizar una
sustancia neurohumoral llamada acetilcolina. Desde entonces,
esta enzima ha sido objeto de una investigacién muy amplia,
hasta el punto que se puede decir que ha sido una de las
enzimas mas estudiadas en los Gltimos 65 afios, desde puntos de
vista tales como los de su distribucién y localizaciédn en
diferentes tejidos, funcidén fisioldgica, mecanismo de accidn y
naturaleza del centro activo.

Dale (1914) comprobé el dréastico, aunque efimero, efecto
hipotensor de un extracto de cornezuelo de centeno cuando lo
inyectaba en gatos, por via intravenosa. Poco después, Dale
descubrié que la sustancia responsable de dicho efecto era la
acetilcolina.

La réapida inactivacién del neurotransmisor acetilcolina,
observada por Dale, asi como el descubrimiento de su accién
bioldgica, constituyen el inicio del conocimiento actual sobre
su modo de acclén y funcidén fisioldgica.

En 1915, Dale pudo comprobar cémo una pequefia dosis de
fisostigmina mimetizaba los efectos de la acetilcolina en su

accidén a nivel cardiovascular. Posteriormente, Fiinher (1918)

explicd este hecho sugiriendo gue la fisostigmina prolongaba

2




la bradicardia vagal inactivando una enzima responsable de la
hidrélisis de una sustancié neurohumoral.

Después del descubrimiento de la enzima, logradoc por
Abderhalden y Paffrath en 1925 en intestino delgado de caballo
y cerdo, Loewi y Navratil (1926) demostraron la propiedades
inhibitorias de la fisostigmina sobre la colinesterasa de
musculo cardiaco. De esta manera, se aportaron numerosos datos
experimentales que demostraban la existenclia de una enzima

capaz de hidrolizar la acetilcolina.

1.2.Definicién y Especificidad.

La constatacién de la distinta capacidad de las
colinesterasas de sangre completa o del suero para hidrolizar
diferentes sustratos (Galehr y Plattner, 1927) dié origen a la
clasificacién de 1las colinesterasas en dos variedades:
colinesterasa verdadera (AChE) y colinesterasa plasmatica,
también 1llamada colinesterasa sérica, pseudocolinesterasa o
butirilcolinesterasa (BuChE). El grupo de Stedman (1932)
encontré que una preparacién enzimética de suero de caballo,
especifica para hidrolizar ésteres de colina, era capaz de
hidrolizar a la butirilcolina mas réapidamente que a la
acetilcolina.

Vahlquist (1935) demostré que los colinésteres no eran
los Unicos ésteres hidrolizados por el plasma humano, si bien
los ésteres no colinicos se hidrolizaban més lentamente que
los colinicos. Entre 1938 y 1941 Glick, estudiandec la enzima

de suero humano y su especificidad hacia el sustrato, comprobd



que la actividad aumentaba a medida gue lo hacia la longitud
de la cadena acilo en la direcién C2-C4 y disminuia al superar
la cadena acilo la longitud de cuatro carbonos.

Fué en 1940 cuando Alles vy Hawes, investigando el
comportamiento enzimatico de la colinesterasa de eritrocito y
suero humano, observaron claras diferencias entre una y otra,
ya que la colinesterasa de eritrocito presentaba inhibicidn
por exceso de sustrato, cuando éste era acetilcolina, y ademas
era capaz de catalizar la hidrélisis de la acetil-f-
metilcolina. Por el contrario, la colinesterasa de suero no se
inhibia por exceso de acetilcolina, ni catalizaba Ila
hidrélisis del sustrato sintético acetil~B-metlilcolina.

Mendel y Rudney (1943) analizaron con mas detalle las
diferencias entre las colinesterasas al estudiar su
comportamiento cinético en presencia de inhibidores. En virtud
de todes estos hechos, las colinesterasas se desglosaron en
dos tipos a los que se les did nombre propio. Por una parte,
colinesterasa real a la presente en eritrocito y por otra,
pseudocolinesterasa para la enzima sérica.

La clasificacién de las colinesterasas, atendiendo a la
especificidad del sustrato, se mantiene hasta nuestros dias ya
que hablamos de acetilcolinesterasa y butirilcolinesterasa
para referirnos a la enzima de eritrocito y de suero,
respectivamente. Esta clasificacién es bastante limitada, ya
que la butirilcolina es sustrato preferente de la
colinesterasa sérica en algunas especies como el caballo,

perro, hombre, etc, mientras gue en la rana, conejo y pollo lo

es la propionilcolina.




El criterio de la especificidad del sustrato como base de
la clasificacién de coliﬁesterasas se hace mas inconsistente
al estudiar las propledades de la enzima de suero de
elasmobranquios y teledsteos, en donde el sustrato preferente
es la acetilcolina y ademas no sufre inhibicién por exceso de
sustrato.

La observacién de todos estos datos experimentales llevd
a Augustinsson (1963) a definir las colinesterasas como'"un
grupo de esterasas que hidrolizan los ésteres de colina a
mayor velocidad que a otros ésteres, cuando las velocidades de
hidrélisis se comparan en condiciones éptimas de concentracidn
de sustrato, pH y fuerza idnica, usando preparaciones gue no
contengan otro tipo de esterasas. Todas las esterasas que
presentan esta especificidad se inhiben por eserina 107°M" .

Si nos basamos en la definicién anterior, en el hombre
existen dos tipos de enzimas que cumplen los preceptos de
dicha definlicién. Estas dos esterasas son Acetilcolinesterasa
(AChE) y Butirilcolinesterasa (BuChE).

Segin las recomendaciones de la Comisién de Enzimas de la
Unién Internacional de Bioquimica (1964} deben llamarse
colinesterasa (acilcolina-acilhidrolasa E.C:3.1.1.8) a las
enzimas del suero y otros tejidos gue hidrolizan méas
rédpidamente la butirilcolina o propionilcolina o sus
tioanalogos, y acetilcolinesterasa (acetilcolina—-acetil-
hidrolasa E.C: 3.1.1.7) a la enzima capaz de desdoblar a mayor
velocidad la acetilcolina y sus tioandlogos.

Las propiedades generales de ambos tipos de

colinesterasas quedan resumidas en la Tabla I-1.



PROPIEDADES

TABLA I-1

Y NOMENCLATURA DE L

AS COLINESTERASAS

Nombre sistematico

Numero de la E.C.

Sustrato éptimo

Exceso de sustrato

Butiril o benzoil-
colina

Acetil-f-metil-
colina

pH éptimo

Inhibicién por BW-
62c47 o BW 284c51

Inhibicién por
Etopropazina

Te jidos con alta
actividad

Acetilcolinesterasa

Butirilcolinesterasa

Acetilcolina-
acetilhidrolasa

3.1.1.7.

Acetilcolina

Inhibicidén

No sustrato

Sustrato

Inhibicién fuerte

Inhibicidén débil

Hematies,
nervioso,

tejido
timo.
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Acilcolina-
acilhidrolasa

3.1.1.8.

Butiril o

propionilcolina

No inhibicién

Sustrato

No sustrato

Inhibicién débil

Inhibicidén fuerte

Suero sanguineo,
higado.

pancreas,




Debido a la capacidad para hidrolizar al neurotransmisor
acetilcolina, resulta evidente que la funcidn principal de la
AChE en el organismo es la terminacién de la transmisién del
impulso eléctrico, a nivel sindptico, en las neuronas donde se
libere y haya receptores para dicho neurotransmisor (Katz,
1966; Nachmansohn y Newman, 1975).

El proceso completo de la transmisién en las sinapsis
colinérgicas (liberacién de la acetilcolina desde la célula
presindptica, difusién a través del espacio sinaptico,
interaccidén reversible con el receptor e hidrélisis por la
AChE) transcurre en un milisegundo {Katz, 1966).

La AChE presenta una gran actividad para esta funcién ya
gue muestra un tlempo de recambio de unos 100 microsegundos
(Silman y Karlin, 1967; Hasinoff, 1982) y su velocidad es
préoxima a la del control de difusién.

Por su parte, la BuChE se encuentra junto a la AChE en
las sinapsis donde esta presente el neurotransmisor
acetilcolina -sinapsis colinérgicas- {(Barnard, 1974; Davis vy
Koelle, 1978), aunque la razén de este hecho aun es
desconocida.

La AChE y BuChE son abundantes en numerosos tejidos en
los que todavia no se ha podido clarificar su funcién. Asi,
por ejemplo, la BuChE es muy abundante en suero (Augustinsson,
1963}, en musculo cardiaco (Karnovsky, 1963; Lyles y col,
1982) y en tejido glial del cerebro {(Razon y col, 1984). La
AChE por su parte se puede encontrar fuera de las uniones
neuromusculares (Hall, 1971), en la superficie de la membrana

del eritrocito (0Ott, 1985) vy en neuronas cerebrales no



colinérgicas carentes de receptores para la acetilcolina
(Greenfield, 1984). Incluso se ha sugerido que algunas formas
de AChE pueden actuar como proteasas regulando los procesos de

crecimiento y desarrollo celular (Small, 1990).

i.3.Catalisis.

1.3.1.HMecanismo catalitico de hidrélisis de la acetil-

colina.

La AChE es una enzima que cataliza la hidrélisis de

acetilcolina y otros ésteres de colina segtn la ecuacién:

CH3 CH3
{+ |+
CH3-N ~-CH2-CH2-0-CO-CH3 + H20 —— 5 CHz~N ~CH2-CHz-0H
| € |
CHsz CHz
+
CH3-CO0 + H©

La AChE pertenece al grupo de las serin-hidrolasas,
compartiendo, ademéds, con el resto de esterasas y peptidasas,
la caracteristica de ser inhibida  por fosforilacién
irreversible de su centro active (Cohen y Oosterbaan, 1963;
Rosenberry, 1975).

Dada la especificidad de la AChE hacia la acetilcolina
parece légico pensar que el sustrato y el centro active de la
enzima sean complementarios. En efecto, la estructura de la
acetilcolina consta de un nitrégenc cuaternario {(por tanto

cargado positivamente} y un grupo éster, mientras gue el

centro activo tiene wun “sitio aniénico” y un “sitio




esterasico” responsables de la fijacién de la cabeza de amonio
cuaternario y del grupo éster del sustrato, respectivamente.
S5e ha comprobado que el "sitio esterasico" es el que esté
implicado directamente en el proceso hidrolitico (Wilson vy
Bergmann, 1950; Krupka, 1964).

La hidrélisis del sustrato tiene lugar en dos etapas. En-
primer lugar se produce la unidén enzima-sustrato formando'un
complejo Michaelis-Menten y, posteriormente, se produce la
hidrélisis.

El mecanismo de la reaccidén fué explicado por Froede vy

Wilson (1970) y tiene lugar de la siguiente manera

E+S

o]

.S E’P1 E’ +P1 E’ P2 E+P2

Donde
S = Sustrato.
E.S = Complejo de Michaelis.
E’P1 = Complejo de Michaelis acetilenzima-colina.
P1 = Colina.
E’= Acetilenzima.
E’P2 = Complejo de Michaelis &cido acético-enzima.
P2 = Acido acético.
Cuando las concentraciones de P1 y P2 son suficientemente
bajas, la disociacién de los complejos es muy rapida.
La BuChE posee un mecanismo catalitico muy parecido, si
no idéntico, al descrito para AChE.
El mecanismo catalitico podria representar un sistema
"relé de carga" (Blow y col, 1969) constituido por los enlaces

de hidrégeno que comprende el hidroxilo de 1la serina del



centro activo, el grupc carboxilo del aspartatoe gque se
encuentra en la estructura del centro activo y el resto
imidazol de la histidina. Ademéds, el grupo imidazol retira
protones del hidroxilec de la serina mientras el sustrato acils
la enzima. Por tanto, la acilacién y desacilacidén de la enzima
por el sustrato representa un ejemplo de catalisis basica por

el imidazol (Bender vy col, 1964).

1.3.2.Inhibicidn.

1.3.2.1.Inhibidores del sitio anionico.

Wilson vy Bergmann (1950} comprobaron gue la
fisostigmina y la prostigmina inhibian de forma competitiva a
la AChE, aun cuande ambos inhibidores tenian estructuras
guimicas distintas vya que la prostigmina posee un amonio
cuaternario y la fisostigmina un amonic terciario. Por tanto,
la prostigmina se encuentra cargada a cualquler pH mientras
gque la fisostigmina es un catidén hasta pH 10, a partir del
cual pasa a ser una molécula neutra.

Wilson y Bergmann observaron que mientras la inhibicién
competitiva de 1la prostigmina no variaba con el pH, la
efectividad de la inhibicién para la fisostigmina 1iba
disminuyendo al aumentar el pH y por tanto al disminuir su
carga positiva y su capacidad para ligarse a la molécula de
AChE.

De este modo pudieron demostrar la existencia de un sitio

anidénico en la enzima, relacionado con el centro activo.




1.3.2.2.Inhibidores del centro del éster.

En el curso del mecanismo hidrolitico de 1la
acetilcolina se produce una forma acetilada de la enzima por
la unidén covalente del oxigeno de la serina del centro
esterasico con el grupo carbonilo de la acetilcolina. _La
enzima acetilada pierde rapidamente el resto acetilo por
hidrélisis.

La inhibicidén por organofosforados se debe a que el atomo
de fésforo electrofilico, que tienen estos inhibidores, forma
una unién covalente con el hidroxilo de la serina del centro
esterdasico de la AChE (Wilson y Bergmann, 1950), pero a
diferencia de la enzima acetilada, la hidrélisis de la enzima
fosforilada es muy lenta (Aldridge y Reiner, 1972).

Usando diferentes inhibidores organofosforades se ha
podido aumentar el conocimiento del sitio esteréasico, y con
ello, el desarrollo de gases nerviosos e insecticidas asi como
sus antidotos.

Otros compuestos tales como sulfonatos y carbamatos son
capaces de unirse al centro esterasico de la AChE y por tanto
de actuar como potentes inhibidores aunque, tal y como
demostrdé Pavlic (1970), la vida media de la enzima sulfonilada
o carbamilada es inferior a la fosforilada y por tanto, es
menor la potencia inhibidora de estos agentes, en comparaciodn
con la de los organofosforados.

Recientemente, 1la cristalizacién de la AChE del dérganc

eléctrico de Torpedo ha permitido establecer la estructura de
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las subunidades de la enzima, mediante la aplicacién de
técnicas de difraccién de rayos X (Sussman y col, 1991). La
estructura de la AChE es similar a 1la de otras serin-
hidrolasas. Se ha comprobado que la subunidad es del tipo «a/B,
conteniendo 12 segmentos en hoja B rodeados por 14 hélices «.
El centro activo contiene la triada Glu- Ser- His, en lugar de
la propuesta hasta este momento Asp- Ser- His. Se ha
descubierto que el centro activo reside en el fondo de'una
cavidad estrecha y profunda que penetra hasta casi la mitad
éel volumen de la proteina (Fig I-1). Ha sido sorprendente el
comprobar que la cabeza de amonioc cuaternario de la colina no
interacciona con el centro cargado negativamente, el centro
“aniénico”, sino que tal sitio aniénico estid constituido por

catorce restos aromaticos de los amincacidos que tapizan el

hueco donde reside el centro activo (Sussman y col, 1991).




Fig. I-1. Vista estereoscépica de 1la subunidad de AChE. En
A, la nube azul delimita el hueco estrecho y profundo, en el
fondo del cual se aloja la triada Glu327—Ser200—His440 que
constituye el centro catalitico. En B se muestra un modelo de
la estructura terciaria de la subunidad. Los aminoacidos
aromdticos se han dibujado en verde, 1los demds en gris. La

200, se ve al fondo del hueco del

estructura en rojo, Ser
centro activo y en azul quedan restos de Glu implicados en el
mecanismo catalitico. En C se muestra una vista estereoscépica
en la que los anillos aromdticos se han dibujado en amarillo y

los demads restos en azul. La triada catalitica esta dibujada

en rosa (segin Sussman y col, 1991).
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2.POLIMORFISMO DE LAS COLINESTERASAS.
2.1.Componentes Moleculares Maltiples e Isoenzimas.

Segan la IUPAC-IUB (1971) la denominacién “forma
molecular miltiple" se aplica a proteinas que poseen la misma
actividad enzimatica y que existen de modo natﬁfal €n una
especie determinada. |

El término "isoenzima" se refiere a aquellas formas de
las enzimas que derivan de diferencias determinadas
genéticamente en su estructura primaria y no se refiere a
aquéllas otras derivadas de modificaciones postransduccionales
de la misma secuencia primaria.

En relacién con las distintas moléculas de AChE, es
preferible el término "forma molecular" al de "isoenzima", ya
que las moléculas de AChE proceden de diferentes estadios del
procesamiento de una estructura original compleja.

Inicialmente, la AChE se 1localizé en membranas tales
como las del eritrocito, tejide muscular y nervioso, siendo
dificil su solubilizacién, mientras que la BuChE se descubrié
en suero sanguineo. Por ello, se consideré que ambas enzimas
existian en dos formas distintas, una soluble (BuChE) y otra
ligada a membranas (AChE).

En la actualidad estad establecido que tanto la AChE como
la BuChE son enzimas polimorfas encontrandose ambas en forma
soluble y ligada a las membranas de distintos tejidos.

Para Massoulié y Bon (1982) el término "forma molecular

miltiple” se refiere a moléculas estables, no intercon-
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vertibles espontédneamente, que difieren en su tamafic molecular
o en su disposicidén espacial, punto corroborado por sus
distintas propiedades hidrodinamicas. El estado molecular de
la enzima, esto es, su estructura cuaternaria, constituye el
factor determinante de su localizacidén celular.

lLas formas moleculares de las colinesterasas pueden ser
separadas y anallzadas por cromatografia de filtracién en gel,
en gradientes de densidad de sacarosa y por electroforesis en
geles de poliacrilamida.

La existencia de diversos componentes moleculares en las
colinesterasas permite diversificar de modo extracrdinario la
forma de asoclacién de 1la enzima con las membranas de
distintos tejidos. De esta manera, hay formas moleculares que
se encuentran asocladas a la cara externa de la membrana
plasmédtica de las células, a través de interacciones
hidrofébicas. Otras se ligan a la lamina basal extracelular
por asociaciones electrostaticas. Finalmente, existen otras
moléculas enzimdticas gue se comportan como proteinas solubles
que se vierten al medio extracelular.

El estudio del polimorfismo  estructural de las
colinesterasas es muy importante para establecer la
composicién de las subunidades que componen los oligdbmeros de
cada forma, asi como para analizar el modo de anclaje a la
membrana y las fuerzas responsables de la interaccién de las
subunidades proteicas con componentes de las membranas o con
elementos de la lamina basal.

La heterogeneidad estructural de AChE y BuChE es similar,

ya gue para cada forma molecular de AChE existe su
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correspondiente de BuChE, que difiere de aquélla en un valor
ligeramente superior del coeficlente de sedimentacidn (Vigny

y col, 1978; Silman y col, 1979; Chatonnet y Lockridge, 1982).

2.2.Formas Asimétricas y Globulares.

Las moléculas de AChE se presentan en seis
diferentes tipos de asociaciones cuaternarias, como se
muestra en la Tabla I-2.

Las formas globulares se representan por G y las
asimétricas por A. En todos los casos el subindice sefiala el
numero de subunidades cataliticas que constituyen cada forma
molecular.

Las formas G son monémeros, dimeros o tetrameros de la
subunidad catalitica, y son por tanto Gi, Gz y Ga. Por -su
parte, las formas asimétricas (A) presentan uno, dos o tres
tetrameros (A4, As, Aiz2) unidos a un tallo, de unos 500 nm, de
naturaleza similar a la del colageno (Bon y col, 1982; Toutant
y Massoulié, 1987).

En aquellas formas con mas de una subunidad catalitica
(formas poliméricas), la unidén entre las subunidades para
formar dimeros, asi como la unién al tallo, es covalente,
quedando las subunidades trabadas por enlace disulfuro. Los
dimeros formados se asocian por interacciones no covalentes
con las subunidades ligadas al tallo, formando asi las cabezas
tetraméricas de las formas asimétricas (Fig. I-2).

Las propiedades hidrodinamicas de las diferentes formas,

en distintos tejidos de cada especie, son practicamente
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Tabla I-2. Caracteristicas hidrodinamicas de las formas
encontradas en el d6rgano eléctrico de Electrophorus electricus

(EE) y en el ganglio cervical superior bovinc (GCS). Datos

tomados de Bon vy col. (1976, 1979).

Coeficientes de Radio de Pesos

Sedimentacién (S) Stokes (nm)| Moleculares (kD)

EE GCS EE GCS EE GCS
G 5.3 4.8 3.6 3.7 70 71
Ga 7.7 7.8 5.9 6.1 165 191
Ga 11.8 10.5 8.7 8.1 331 341
Aa 9.1 8.7 12.4 13.0 410 453
As 14.2 13.0 14.4 14.4 796 747
Aiz 18.4 17.1 15.6 15.5 1150 1062
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constantes, hecho gue resulta mas evidente cuando se comparan
log coeficientes de sedimentacién de las formas homdlogas de
AChE en distintas especies de vertebrados (Tabla I-2).

Las formas asimétricas de Torpedo contienen subunidades
no cataliticas de 100 kD sustituyendo o afiadidas a las
subunidades cafaliticas de 68 kD (Lee y col, 1982; lee vy
Taylor, 1982).

La forma G4 del ntcleo caudal bovino posee una subunidad
de 20 kD que es de caracter hidrofébico. Este polipéptido
tiene una funcién de anclaje de la enzima a la membrana
plasmdtica (Inestrosa y col, 1987; Fuentes y col, 1988).
Conviene destacar que hay formas moleculares gue no encajan en
el modelo general de AChE. Asi, en fracciones solubles del
6rgano eléctrico de Torpedo existen dimeros anfifilicos que
estan unidos a proteinas no cataliticas medlante enlaces no
covalentes. Por otra parte Muller y col (1985) observaron como
en extractos de cerebro humano inmaduro y en cerebro de
embriones de rata habia formas 15 S no asimétricas, ya gue no
eran sensibles a la colagenasa y no se podian disociar por
detergentes o por tratamiento con agentes reductores. 5Se cree
que pueden ser formas andlogas a los agregados estables que se
forman al eliminar el Triton ¥-100 de los extractos
enzimdticos de cerebro humano solubilizado con este detergente
(Landauer y col, 1984). También conviene apuntar que el modelo
general de estructuras cuaternarias de AChE expuesto no tiene
en cuenta las diferencias que puedan existir entre subunidades

cataliticas. Dichas diferencias son consecuencia de

modificaciones postransduccionales como la glicosilacion,




adicién de un segmento hidrofébico o de un glicolipido. Otra
diferencia importante es el nUmero de aminoacidos de las
subunidades A y G de Torpedo, lo que induce a pensar gue sus
estructuras primarias derivan de distintos ARNm ya que se han
llegado a 1identificar diferentes ARNm 1implicados en la
sintesis de los precursores de las subunidades (Sikorav y col,
1984).

Aunque, segin lo expuesto, el modelo general de
estructuras cuaternarias de AChE presenta mialtiples
excepciones, se puede considerar como un modelo aceptable,
dada la sencillez con que permite describir la estructura de
las colinesterasas, ajustidndose a situaciones reales, asi como
un medio Util para identificar formas moleculares similares
encontradas bajo diferentes situaciones.

El polimorfismo de las colinesterasas parece tener un fin
estructural, cual es el de anclar de forma muy eficiente la
enzima en su sitio funcional. No parece que la organizacién
estructural represente una ventaja cinética, ya que el numero
y organizacién de las subunidades cataliticas no inducen
cambios importantes en la actividad catalitica de los centros
activos. También se ha comprobado que 1las subunidades
oligoméricas no muestran fendmenos de cooperatividad {Vigny y
col, 1978; Viratelle y Bernhard, 1980).

La distribucién de formas moleculares de AChE difieren
mucho de un tejido a otro, para un mismo animal, y ello
refleja requerimientos funcionales para cada tejido.

En mUsculo de contraccién rapida de pollo, la AChE se

encuentra principalmente como forma Ai12, mientras que en el de
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contraccién lenta el componente mas abundante es Gz (Silman y
col, 1978). De forma similar, en musculo de mamifero, parece
existir una correlacidn entre las formas moleculares de AChE v
el tipo de mascule {(Barnard y col, 1984). En todo caso, el
masculo esquelético de todos los vertebrados es rico en formas
asimétricas {(Bon v col, 1979; Younkin y col, 1982; Rotundo,
1987). No existe, sin embargo, esta correlacidén de formas
entre el érgano eléctrico de Electrophorus y Torpedo, ya que
el primero contiene casi exclusivamente formas A y el segundo
mezcla de formas A y G (Massoulié y Bon, 1982).

Las formas asimétricas de musculo esquelético se
localizan sobre todo en la placa motora. Ello supone una
pequefia fraccidén de la AChE total del musculo, ya que la
mayoria de la enzima del tejido se encuentra como formas
globulares {(Bacou y col, 1982; Lai y col, 1986}.

En eritrocitos y en suero de mamiferos las uUnicas formas
existentes son las globulares. En el caso del eritrocito
bovino y humano la forma més abundante es Gz (Ott, 1985). La
BuChE de suero humano, rata y caballo es Gz, mientras que la
de ratdédn es Gi1 (Skau, 1985).

Las formas asimétricas no sdlo se encuentran en el
misculc esquelético, sino también en otros tejidos. Skau y
Brimijoin (1980) detectaron dichas formas en musculo cardiaco
y en el nervio vago de rata; Gisiger y col (1978) en ganglio
periférico cervical superior de mamifero y Di Giamberardino y
Couraud {1978) y Fernandez y col (1979 y b) detectaron su
presencia en los nervios motores de mamiferos y aves.

Los niveles de las formas moleculares asimétricas en




nervios no superan el 1% de la actividad total de la enzima, y
lo mismo ocurre en el cérebro de mamiferos y aves. Esta
proporcién aumenta ligeramente en el encéfalo de peces,
reptiles y anfibios.

Las formas asimétricas de misculo de mamifero y de oérgano
eléctrico de peces se solubilizan casi en su totalidad en
medios de alta fuerza idénica, ya que su interaccién con'la
superficie celular es a través de interacciones
electrostaticas (Dudai y Silman, 1974; Silman y Futerman,
1987). Se sabe que el ca®* participa en el establecimiento de
la conexiones entre los elementos del tallo de las formas
asimétricas y las estructuras de las membranas, ya que el EDTA
facilita notablemente la extraccién de dichas formas

enzimaticas (Ramirez y col, 1984; Brandan e Inestrosa, 1987).
2.3.Interacciones Hidrofébicas de las Formas Globulares.

Una de las caracteristicas mas significativas de la
formas globulares es su capacidad parcial de solubilizarse en
medios de baja fuerza idénica con detergentes. AGn en ausencia
de tensioactivos se puede extraer una parte significativa del
total de la actividad.

Las formas moleculares globulares suelen dividirse en dos
grupos segln su comportamiento al interaccionar con
detergentes no desnaturalizantes (como Triton X-100) y con
liposomas. Las moléculas anfipaticas o] anfifilicas
interaccionan con Triton X-100 v se asocian a liposomas

(Romer-Lithi vy col, 1980), mientras que las formas



hidrofilicas no se asocian ni a detergentes ni a liposomas.
Las propiedades hidrodinamicas vy electroforéticas de las
formas hidrofébicas se modifican si  los experimentos se
realizan sin y con detergente e incluso el coeficiente de
sedimentacién y la movilidad electroforética dependen de la
naturaleza del detergente que se emplee en los experimentos
(Futerman y col, 1985a; Toutant, 1986).

Se ha llevado a cabo la purificacién de las formas
hidrofébicas de AChE de cerebro de distintas especies de
vertebrados superiores tales como boévido (Ruess y col, 19761},
rata (Rakonczay y col, 1981; Vidal y col, 1981b), hombre
(Sorensen y col, 1982) y pollo (Rotundo, 1984a). En todos los
casos la enzima purificada es una forma Gs4.

El modelo de interaccién de la AChE cerebral con la
membrana supone el anclaje de las formas hidrofébicas Gs4 por
un fragmento peptidico hidrofébico de 20 kD. Dicho fragmento
se une a dos de las subunidades cataliticas por puentes
disulfurc (Inestrosa y col, 1987), siendo un subfragmento de
13 kD el que estd directamente implicado en la asociacidén de
la enzima con la membrana (Fuentes y col, 1988). Al fragmento
polipeptidico de 20 kD se le atribuye un papel similar al que
desempefia el tallo en las formas asimétricas {(Heider v
Brodbeck, 1992}.

Por otra parte, la AChE de eritrocito de mamifero—- formas
Gz- queda anclada a la membrana via fosfatidilinositol. Dicho
fosfolipido se une al extremo carboxilo terminal de la
subunidad catalitica de la AChE. Al final del polipéptido hay

His—Gly-etanolamina—oligoglucano-glucosamina~inosito1fosfato~
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1,2-diacilglicerol {(Roberts y Rosenberry, 1985; low y col,
1986; Bron y Fasel, 1991). La forma Gz de Torpedo contiene un
mol de inositol por mondmero (Futerman y col, 1985b; Low Yy
col, 1989). Estos resultados estéan de acuerdo con la accidén
solubilizante que ejerce la fosfolipasa C, especifica para los
fofolipidos;del inositol, sobre la AChE de diferentes tejidos
(Majumdar y Balasubramanian, 1982; Taguchi y col, 1984;
Biitikofer y col, 1990; Espinoza y col, 1991).

Las formas hidrofébicas se convierten en hidrofilicas por
tratamientos con proteasas. De esta manera, la enzima de
eritrocito humano y de otras fuentes pierde su caracter
hidrofébico por proteolisis y separacién de un fragmento de
peso molecular 3.000 (Weitz y col, 1984; Dutta-Choudhury vy

Rosenberry, 1984; Ott y Brodbeck, 1984; Campoy y col, 1989).
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3.LA ACETILCOLINESTERASA EN EL SISTEMA NERVIOSO.

3.1.Localizacién a Nivel Neuromuscular.

Ya en los inicios del estudio de la AChE se observé
una actividad seis veces mayor de la enzima en la regidn
inervada del misculo sartorio de sapo que en la zona del mismo
masculo no inervada (Marnay y Nachmansohn, 1938). También se
pudo observar que el éarea superficial entre el nervio y el
masculo era mucho mayor que la esperada, debido a qhe la
hendidura sinaptica poseia muchas invaginaciones, 1lo que
propocionaba una gran concentracién de AChE en la sinapsis
neuromuscular.

Karnovsky y Hug (1963) comprobaron la presencia de AChE
en la superficie sarcoplasmica de las fibras del masculo de
rata, demostrando que la enzima se localizaba en la membransa
postsinaptica, llegando incluso a sugerir que se sintetizaba
localmente. Por métodos histogquimicos Bloom y Barrnett (1966)
cbservaron cémo la enzima se asociaba con la mayoria de
membranas inervadas. La idea de que la AChE se localizaba sélo
en la placa terminal de la unién neuromuscular fué rebatida
por Salpeter (1967; al demostrar que la enzima se distribuia a
lo largo de toda la fibra muscular.

En 1971, Hall v Kelly demostraron la desaparicidén de la
actividad AChE, cuando las wuniones neuromusculares eran
tratadas con colagenasa. Estos investigadores propusieron que
la enzima no formaba parte de la fibra muscular, sino que se

originaba en el nervio y de ahi se trasladaba hacia la
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sinapsis nervio-musculo. El tratamiento con colagenasa
supondria la liberacidén de las moléculas asimétricas, ligadas
a las membranas a través de un tallo de naturaleza parecida a
la del coléageno.

La pregunta clave y de gran transcendencia fisioldgica es
sCudl es el verdadero origen de la AChE de 1la unidn
neuromuscular?, ;Procede del nervio o del mﬁsculo?; En un.
excelente trabajo llevado a cabo por De la Porte y col (1986)
en cultivos de motoneuronas y miotubos de pollo y de rata
quedé demostrado que son los miotubos los responsables de la
biogénesis de las formas asimétricas de AChE que se localizan
en el lado postsinaptico de 1la wunidén neuromuscular. Sin
embargo, la motoneurona tal vez contribuya al ensamblado de
los diferentes componentes de la matriz extracelular. También
es posible que algunos componentes sintetizados en el nervio
se asocien con las moléculas de AChE, localizada en el lado
postsinaptico, y ellco induzca un proceso de concentracidén en
regiones sinapticas especializadas.

Vallette y col (1990) cultivando miotubos de rata vy
neuronas de la médula espinal observaron la formacién de
agrupamientos de AChE en las zonas de contacto
neuromusculares. De esta manera, se plensa que las neuronas,
factores tréficos liberades por ellas, o ambos agentes estan
implicades en la localizacidén de la AChE en la superficie de
los miotubos (Sanes y col, 1984). Se ha encontrade una
situacién parecida para los receptores de acetilcolina
(Kalcheim y col, 1982), pero mientras que las agrupaciones de

estos receptores no se corresponden inequivocamente con los
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contactos nervio-musculo, 1las de AChE aparecen en estas
regiones exclusivamente. Por lo tante, las zonas ricas en AChE
se consideran como los verdaderos marcadores de @ esos
contactos.

En relacidén con la sintesis, transporte y metabolismo de
la AChE en el musculo esquelético, se sabe que un tercio de la
enzima, en células de embridén de pollo, se localiza en .la
membrana plasmdtica, siendo el resto interna, esto es,
asociada a orgadnulos intracelulares (Rotundo, 1987; Fambrough,
1980). En diafragma de rata, el 74% de la enzima reside fuera
de las placas terminales y el resto es propia de las uniones
neuromusculares. En lags regiones alejadas de las placas
terminales predominan las formas globulares, pero en las
placas terminales las formas enncontradas son casi
exclusivamente asimétricas (Younkin y col, 1982). Aproxi-
madamente, el 73% de las formas Gi, 34% de las Gz y 38% de las
asimétricas son intracelulares en las regiones del musculo
pobres en uniones neuromusculares {(Younkin y col, 1982). Ello
supone que en todo momento existe enzima intracelular-asociada
a las membranas del reticulo endoplasmico, Golgi y reticulo
sarcoplasmico~y extracelular- asociada al sarcolema vy a la
ldmina basal del misculo. La AChE se localiza en fracciones
microsomales ricas en reticulo sarcoplasmico y tabulos T
(Vidal y col, 1987b; Cénovas-Muficz y col, 1990a, 1991) antes
de ser degradada por un mecanismo no lisosomal (Rotundo y col,
1989). La funcién fisioldgica de la enzima intracelular se

desconoce.




3.2.Localizacién en el Sistema Nervioso Autdénomo.

Debido a que el nivel de AChE en estos tejidos es
muy bajo respecto a otras esterasas (Koelle, 1969) no ha sido
posible establecer su exacta localizacién. Se piensa que la
enzima se localiza, preferentemente, en las terminales
presinapticas, teniendo en cuenta que por denervac;én
preganglidénica los niveles de AChE en el ganglio superior de
gato descienden de modo brusco (Kcelle y Koelle, 1959).

Fué también Koelle (1963) quien propuso que la AChE que
se libera por las terminaciones preganglidénicas podia actuar
comc un mecanismo de retroalimentacién positiva amplificando
la liberacién de AChE. El mismo investigador sugirié
posteriormente que la AChE podria facilitar la liberacién de
otros neurotransmisores en terminales axdnicas no colinérgicas
{Koelle, 1969). Por aplicacidén de procedimientos citoquimicos
se ha podido visualizar la AChE en el ganglio cervical
superior de gato. Se ha demostrado que la AChE se ubica en las
membranas presindpticas y en las postsinapticas (Koelle,
1975). La desaparicién de AChE por denervacién preganglionar
afecta a 1los niveles de la enzima pre y postganglionar,
pudiendo explicarse esto Ultimo por la pérdida de factores
tréficos que contribuyen positivamente al mantenimiento de la
AChE a nivel postsinaptico.

Mediante el emﬁleo de inhibidores reversibles e
irreversibles de la AChE que presentan diferente solubilidad
en lipidos, y por tanto distintas capacidades de atravesar

membranas, se puede estudiar la inhibicién enzimatica de la

28



AChE localizada en estructuras fisioldgicas. Goudou y col
{1985}, utilizando este método, establecieron que la enzima de
las neuronas de ganglio cervical superior de rata se encuentra
distribuida por igual entre la parte interna y externa de la
membrana.

La AChE se ha encontradoe en la médula adrenal formando
parte de las células del tejido cromafin. En este tejido, la
enzima presenta una actividad distinta segin el procedimiento
empleado para su extraccién. Cuando se utilizan condiciones
isoténicas, la AChE se encuentra casi en su totalidad en forma
latente, siendo necesaric el empleo de detergente para 1la
expresién de su actividad (Burgun y col, 1985). Al disminuir
la osmolaridad del medio de medida, se produce un incremento
de actividad AChE de hasta un 75% si se compara con la
actividad que presenta en el medio con detergente. Estos datos
inducen a pensar en que la enzima se encuentra en los granulos
del tejido cromafin en dos formas diferentes. Por una parte
estaria soluble, destinada a la secrecidn, y por otra asociada
a las membranas intracelulares para incorporarse a la membrana
plasmatica durante el proceso de exocitosis (Gratz y col,
1981). Por otro lado Mizobe e Iwamoto (1983), wutilizando
cultivos de células cromafines, encontraron que el 65% de la
AChE se asociaba a las membranas plasmaticas, y el 35%
restante era intracelular, ligada a reticulo endoplasmico y a
granulos cromafines, donde la enzima se encuentra con otros
productos celulares. Las formas que se encuentran en el tejido
cromafin son 6.1 S, moléculas asociadas a las membranas, Yy

10.5 S que es la forma segregada (Livett y col, 19831}.
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El tejido cromafin representa la ultima etapa de
diferenciacién de una neurona simpatico-periférica
especializada en la sintesis, aimacenamiento y secrecidédn de
catecolaminas (Kirshner y Viveros, 1972; Phillips y Apps,
1979). Un tumor de las células cromafines que produce
hipersecrecién de catecolaminas. es el feocromocitoma, el cual, .
a diferencia del tejido cromafin, contiene AChE en el reticglo
endoplédsmico, pero no en la membrana plasmdtica (Lucas y col,
1980).

Se ha demostrado que la estimulacién nicotinica produce
la liberacién de AChE por un mecanismo dependiente de calcio
en las células cromafines (Mizobe y Livett, 1983). Estos
autores sugirieren que 1la hidrdélisis de la acetilcolina
prodria producirse no sélo por la AChE ligada a la membrana
plasmatica sino también por 1la enzima scoluble liberada por
estimulacidén nicotinica.

Es probable que este mecanismo pueda impedir o retardar
la fatiga o deplecidén de 1las células cromafines durante
prolongados periodos de estrés. Livett y col (1983) sugieren
que este fendmeno representa un claro mecanismo homeostatico
por el cual la acetilcolina podria ser hidrolizada no sdélo por
la AChE de las membranas plasmaticas sino por una forma
soluble de 1la enzima secretada al espacio sindptico en
respuesta al agonista acetilcolina.

El mecanismo de secrecidén de la AChE se ha estudiado con
detalle en paraneuronas adrenales, las células cromafines. En
los medios de perfusién de glandula adrenal se libera AChE

{(Chubb y Smith, 1975), asi como en los medios de cultivo de
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las células cromafines (Livett y col, 1983). La secrecidén se
estimula por agonistas nicotinicos, o por altas
concentraciones de K v la liberacidn es dependiente de la
concentracién de Caz+ extracelular (Mizobe vy Livett, 1983).
Las células cromafines de la médula adrenal segregan
catecolaminas (noradrenalina y adrenalina)}, nucleétidos, AChE,
dopamina—-f-hidroxilasa y cromogranina A, todo ello en
respuesta a la estimulacidén colinérgica. Del andlisis de la
secrecién inducida al estimular las células cromafines con
veratridina y un ionéforo de Ca2+, Mizobe y col (1984)
concluyeron que la AChE y las catecolaminas se liberaban desde
distintos compartimentos celulares. La veratridina inducia la
secrecién del doble de la AChE que se liberaba por el
ionéforo, para una secrecidén fija de catecolaminas.

En las células cromafines, la AChE estd asociada a la
membrana plasmdtica, Golgi y reticulo endoplésmico (Somogyi y
col, 1975). Un 35% de la enzima total es intracelular (Mizobe
e Iwamoto, 1983). En experimentos de fraccionamiento
subcelular se encontré que la AChE no sélo se localizaba en la
membrana plasmética, sino también en la fraccién de 1los
gréanulos cromafines, donde la enzima estaba, en parte soluble
v el resto particulada (Burgun y col, 1985).

En las células cromafines hay tres formas anfifilicas de
AChE (GI, G2 y Gi ) y una forma no anfifilica (G4 ) (Bon vy
col, 1990). Todas las formas son equivalentes, en cuanto a
propiedades hidrodinamicas e interaccidén con lectinas, cuando
se comparan las isoformas extraidas de diferentes fracciones

subcelulares. Todas estan glicosiladas con restos




oligosacaridos ligados a Asn y Ser-Thr (Bon y col, 1990). Las
formas G2 se transforman en hidrofilicas por tratamiento con
fosfolipasa C especifica para los fosfolipidos del inositol,
pero ello no ocurre con las otras formas. La forma Gi® se
concentra en la fraccién rica en granulos cromafines vy ésta
podria ser 1la enzima que se libera en respuesta a la

estimulacién de las células cromafines (Bon y col, 19%90).

3.3.Localizacién en el Sistema Nervioso Central.

La posibilidad de que en el funcionamiento del
sistema nervioso central estuviesen implicados mecanismos
colinérgicos fué planteada por Sjostrand (1938) al comprobar
como la perfusién del coértex de cerebro de rata con
acetilcolina provocaba un cambio notable en los
encéfalogramas.

Mas tarde, se estudié la distribucién y niveles de
colinesterasa en el SNC de perro (Burgen y Chipman, 1952),
observando regiones de alta actividad frente a regiones de
baja actividad. La relacién nlUcleo caudal/sustancia blanca
subcortical era de 400/1 para AChE, mientras que la
colinacetilasa- enzima Tresponsable de la sintesis de
acetilcolina a partir de acetil-CoA y colina- presentaba una
relacién de 540/1, situaciones que se correlacionaban bien.
Pero no todas las partes del sistema nerviosce central
presentan esa clara correlacidén entre los niveles
AChE/colinacetilasa. El cerebelo presenta niveles de AChE

relativamente altos, pero manifiesta baja actividad colin-



acetilasa y bajo contenido de acetilcolina (Silver, 1967).

lLLos estudios sobre las vias colinérgicas en cerebro han
revelado que existe una inervacidén colinérgica intensa en el
cerebro anterior (lLewis y Shute, 1966; Lewis y col, 1967;
Shute y Lewis, 1963; 1966). Los resultados de estos estudios
mostraron que numerosas fibras colinérgicas constituyen una
red ascendente desde 1as células del cerebro medio, gque son
idénticas a las del sistema reticular activador, hasta las
células colinoceptivas en el striatum y cértex cerebral, de
tal forma que en esta Ultima regién se localizan més de la
mitad de las terminales colinérgicas de cerebro anterior
(Silver, 1967).

Por aplicacién de procedimientos histoquimicos se ha
comprobado que la AChE se asocia a membranas excitables
conductoras y postsinapticas (Nachmansohn, 1971). También se
ha demostrado gue la enzima se localiza en la membrana axonal
de las fibras desmielinizadas (Schlaepfer y Torack, 19667.
Brzin (1966) comprobé la presencia de AChE en axones de fibras
mielinizadas del nervio cléatico, tras incubarlas con Triton
¥-100. Se ha puesto de manifiesto gue la enzima se distribuye
en los axones en forma discontinua, no uniforme, resultado que
coincide con el gue se habia comprobado en el axén gigante de
calamar (Brzin y col, 1965).

Se ha demostradoe la presencia de AChE en cultivos de
células neurales de mamiferos y aves (Kim, 1970; Tischner vy
Thomas, 1973), y en cultivos de células del sistema nervioso

central de humanos (Hdsly 1974).

El estudioc de la distribucién de AChE en cinco regiones




cerebrales de cerdo (cértex cerebral, cértex cerebelar, nucleo
caudado, talamo y coliculo éuperior) lo 1levé a cabo Knutsen y
col (1975). Encontraron que la actividad especifica de la
enzima disminuia en el sentido nlcleo caudado, coliculo
superior, t&lamo, cdrtex cerebelar y cértex cerebral. En
analisis realizados en trece regiones cerebrales de gato se
encontré que el tubérculo olfatorio y el nucleo caudal son iéé
dreas mas ricas en AChE, mientras que el cerebelo, cértex
cerebral frontal y posterior muestran un 3-4% de la enzima
medida en las regiones de alto contenido en enzima (Kerkut,
1984). En cerebro humano, el nucleo caudado y el de Meynert
figuran entre las &areas ricas en AChE y el cértex temporal, el
parietal y fornix se cuentan entre las regiones de baja
actividad (Atack y col, 1986). Los niveles de BuChE en el
cerebro humanc son mucho mas bajos que los de actividad AChE,
entre un 40 y 2%, dependiendo de la zona que se considere
(Atack y col, 1986). El estudio de la distribucién de AChE en
tres areas de la médula espinal (cervical, toracica y lumbar)
reveld que la enzima se distribuye por igual en las tres
regiones consideradas (Nistri y col, 1975).

La forma molecular predominante en cerebro de mamifero es
G4 (80-90%) mientras que el resto es Gi. Sin embargo, el
cerebelo de rata contiene cantidades parecida de las formas Gi
y Ga (Clark y Lenz, 1983). En cerebro humano, aungue siempre
predomina la especie G4, las proporciones relativas de Gi1 y Gs
varian segin el &area cerebral que se investigue (Atack y col,
1986).

A nivel celular, la AChE se encuentra asociada a la
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membrana pre y postsinaptica, pero esté ausente en las

¥

vesiculas sinadpticas y mitocondrias (Lewis y Shute, 1966}). En

neuronas de la médula espinal de rata, la enzima se localiza,
preferentemente, en las cisternas del reticulo endopléasmico.
En las células colinérgicas de cerebro de rata, se aprecila
tefiido histoquimico intenso en el reticulo endopléasmico
{(Lewis, 1965). La membrana plasmdtica no muestra tefiido
citoguimico uniforme, encontrandose la enzima concentrada en
la membrana axonal {(Navaratnam y Lewis, 1970).

Se considera que en el sistema nerviosc central, la AChE
se sintetiza en ribosomas asociados al reticulo endoplasmico,
encontrandose asi en el lGmen del organulo y de ahi se
transporta al axén, donde se fija a la membrana axonal
{(Whittaker, 1969). Aproximadamente un 15% de la AChE de los
axones se encuentra libre, esto es. no asociada a las
membranas. De esta enzima libre, dos tercios se transporta
hacia la terminal por el flujo axcnal anterédgrado, y el resto
hacia el soma celular, por el retrégrado (Lubinska y Nimierko,
1971). La mayor parte de la enzima que se transporta es Gs (Di
Giamberardino y Couraud, 1978; Brimijoin, 1979).

En la ultima década, el estudio de la localizacidén de
AChE y colinacetilasa en las distintas regiones cerebrales se
lleva a cabo por técnicas bioguimicas e inmunolégicas utili-
zando anticuerpos monoclonales o marcadores fluorescentes.
Estos procedimientos de andlisis han permitido elaborar mapas
topogquimicos muy precisos de rutas colinérgicas de cerebro de
rata (Armstrong y col, 1983; Bigl vy col, 1982; Houser y col,

1983; Levey y col, 1983), ratéon (Gordon y Finch, 1984}, mono
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(Mesulam y col, 1983) y cerebro humano (Nagai y col, 1983).

La AChE se puede enéontrar distribuida en tejidos no
colinérgicos. En neuronas de la sustancia nigra, abunda junto
a dopamina, (Butcher y Wolf, 1982) y en el locus coeruleus,
junto a noradrenalina (Albanese y Butcher, 1979). La AChE no
sélo se ha encontrade en tejidos junto a noradrenalina, sino
asociada a diversos neurotransmisores como la sustancia P en
médula espinal (Chubb y col, 1980), somatostatina y GABA
(Bolam y col, 1984) v en neuronas de la retina (Salipan y col,
1983).

Esta asociacién a diversos neurotransmisores ha inducido
a pensar que la AChE puede actuar en el sistema nervioso con
otras funciones, ademas de la ya conocida hidrolitica sobre la
acetilcolina.

Se ha comprobado que esta enzima es capaz de tener
actividad aminopeptidasa e hidrolizar diferentes péptidos,
sustancia P y metionin- y leucin-encefalinas. Por tanto, la
enzima podria provocar la activacién de los opidceos a partir
de sus precursores péptidiceos, o bien, su inactivacién por
hidrélisis. Quizéds, una vez que se consigan clarificar estas
otras funciones fisioldégicas de la enzima, se pueda dar una
explicacién a la presencia de AChE en tejidos no neurales como

las membranas de eritrocitos y plaguetas.
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3.4.Colinesterasas en el Sistema HNervioso Central en

Relacidén con Estados Patoldgicos.

3.4.1.Demencias y desdérdenes relacionados.

La demencia senil tiene un tremendo impa;tgﬁen la calidad
de vida de los ancianos. Los fendmenos clinicos asociados con
la enfermedad se conocian desde hace tiempo, pero sdélo
recientemente ha sido reconocida la enfermedad como tal y no
como un efecto inespecifico que acompafia al envejecimiento.
Mas alla de los 80 afios, la prevalencia de todas las formas de
demencia, pero principalmente las causadas por la enfermedad
de Alzheimer, es aproximadamente del 207%. Otros datos indican
que la enfermedad puede afectar al 5% de las personacs mayores
de 65 afios.

Los individuos con trisomia 21 también muestran los
sintomas de 1la demencia tipo Alzheimer. Desarrollan una
patologia cerebral idéntica a la enfermedad de Alzheimer, pero
a la edad de 40 afios. Esta observacién es de gran interés
puesto que son los mismos polipéptidos los que se depositan en
los cerebros de los pacientes con trisomia 21 y los que se
presentan en la enfermedad de Alzheimer (XKang y col, 1987;
Goldgaber vy col, 1987).

La enfermedad de Alzheimer se asoclila con la pérdida
progresiva de la memoria vy de lz funcidén cognoscitiva a lo

largo de un periodo de meses o ahos. Este desorden representa

el porcentaje mayor de la actuales demencias incurables.
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Desgraciadamente, no se ha encontrado aun un método sufi-
cientemente sensible para.'la. deteccién de la demencia tipo
Alzheimer en estado prematuro. Tampoco existen pruebas que
diferencien a esta enfermedad de otros tipos de demencias. Un
diagnéstico definitivo requiere confirmacién histopatolédgica
en autdépsias o bidpsias del tejido cerebral. Incluso una
biépsia cerebral no permite distinguir entre pacientes con
enfermedad de Alzheimer o con demencia multiinfarto.

Histolégicamente, el <cerebro de 1los pacientes con
Alzheimer se caracteriza por 1la aparicién de los “nudos
neurofibrilares" (compuestos por Thileras de filamentos
helicoidales fuertemente unidas) y placas seniles (placas
neuriticas formadas por terminales anormales de los axones
asociadas a un nucleo de amiloide extracelular). La frecuencia
de las placas neuriticas en el cértex cerebral se correlacionza
linealmente con la severidad de la demencia. Sin embargo, las
personas ancianas que no padecen la enfermedad también pueden
tener un nuUmero limitado de placas, particularmente, en
neuronas del hipocampo.

Se desconoce qué relacién existe entre la inervacidn
colinérgica cortical y la patogénesis de las placas. Lo que si
se ha comprobado es que en monos de 4 a 31 afios, tanto las
placas neuriticas en fase de crecimiento, como las placas
maduras son muy ricas en AChE. Conforme las placas maduran, la
cantidad de sustancia amiloide aumenta, mientras que el numero
de neuritas y la actividad AChE disminuyen. Las placas en el
estadio final estan desprovistas de AChE (Struble y col,

1982).
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Debe tenerse en cuenta gue casl todas las anomalias
morfoldégicas y Dbiloguimicas observadas en la enfermedad de
Alzheimer también se pueden apreciar, aunque en menor medida,
en cerebro de personas ancianas gue no manifiestan tipo alguno
de demencia.

Aunque por la enfermedad quedan afectados los niveles de
distintos neurotransmisores y neurcpéptidos, el neuro-
transmisor que parece estar mas directamente implicado eﬁ la
demencia tipo Alzheimer es la acetilcolina (hipdtesis
colinérgica de la demencia). Parece que la degeneraciédn de las
proyecclones colinérgicas que asclienden al cértex cerebral e
hipocampo estd directamente implicada en la etiologia de la
enfermedad. En el coértex cerebral humano, muchas de las
terminales nerviosas colinérgicas son proyecclones de grandes
neuronas colinérgicas situadas en el cerebro anterior (Ceyle y
col, 1983). El componente mas importante de este sistema es el
nticleo basal de Meynert, cuyoc numerc de neuronas colinérgicas
estd sensiblemente disminuido en la enfermedad de Alzheimer
(Arendt y col, 1985). Lesiones de los cuerpos celulares de las
neuronas de esta regidédn conduce a un déficit colinérgico
importante en el cdértex e hipocampo de los enfermos qgue
fallecen por Alzheimer. Estos cambios se reflejan en una cailda
del 30-70% en el nivel normal de colinacetilasa (enzima de la
sintesis de acetilcolina) y del 10-60% en el contenido de
AChE. Este hecho se ha demostrado en 10 regiones cerebrales
de autdpsias de pacientes que fallecieron con Alzheimer (Perry
vy col, 1977). Ademds, existe una correlacidédn entre la pérdida

de la actividad colinacetilasa del cértex frontal y temporal,




la aparicién de placas seniles y el deterioro de la funcidn
cognoscitiva medida por test mental en paclentes, 6 meses
antes de su fallecimiento (Perry y col, 1978). Estos mismos
investigadores encontraron que, aungue la actividad AChE
cerebral habia disminuido en los cerebros, en analisis
practicados postmorten, la BuChE habia aumentado
significativamente (40-80%) en los pacientes con Alzheimer.

En 1983, Atack descubrié la pérdida selectiva de formas
Ga de AChE en el coértex parietal (area de Brodman, 40), Jjunto
a la caida de actividad en el material de autopsia. Los
resultados anteriores se han confirmado y extendido a otras
areas cerebrales (Fishman y col, 1986). Estos investigadores
hallaron una disminucién de la relacién G4/Gi1 en la areas de
Brodman numeros 9, 10, 11, 21, 22 y 4C, y en la amigdala, no
apreciando cambios en las areas 17 y 20, hipocampo o cerebelo.
Consecuentemente, propusieron la pérdida de las formas G4 como
el origen de la degeneracidéon de elementos presinapticos,
manteniéndose la forma Gi que se supone asociada con
estructuras postsinapticas que no quedan afectadas por la
enfermedad.

Por procedimientos de inmunoensayo, diversos grupos de
investigacién han intentado determinar si en las demencias
tipo Alzheimer o Huntington se producia un actmulo de enzima
cataliticamente inactiva (Hammond y Brimijoin, 1988). En este
sentido, se ha comprobado que el cerebro de pacientes con
Huntington tenia un contenido normal de AChE, pero en el de
pacientes con Alzheimer habia una disminucién significativa,

tanto de actividad enzimatica como de inmunorreactividad, en
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siete regiones corticales y en dos de las ocho subcorticales
analizadas.

El diagnéstico antemorten de la enfermedad de Alzheimer
se veria enormemente facilitado por el hallazgo de un marcador
bioclégico de la enfermedad y hacia esa meta se dirigen los
esfuerzos de numerosos investigadores.

El origen primario de la enfermedad de AlzheimerA se
desconoce, pero probablemente han de considerarse factores
genéticos y ambientales como causas de la enfermedad. Parece
muy probable que un defecto genético en el cromosoma 21 esté
relacionado con la enfermedad (St George-Hyslp y col, 1987).
Ello explica la aparicién de una patologia similar a la de
Alzheimer en los individuos con trisomia 21.

No existe, de momento, una terapia eficaz para detener el
progreso de la enfermedad. Aunque se han hecho numerosos
intentos para abordar el problema de la degeneracién
colinérgica con inhibidores generales de colinesterasas, los
resultados has sido poco alentadores. En los ultimos afios, sin
embargo, se han venido utilizando 1,2,3,4-tetrahidro-9-amino-
acridina (Tacrina, THA) (Summer vy col, 1981, 1986: Dolezal y
Tucek, 1991) y fisostigmina (Becker y Giacobini, 1988; Ashford
y col, 1989), potentes inhibidores de las colinesterasas, \%
los resultados iniciales permiten abrigar esperanzas de un
detenimiento del deterioro del sujeto, e incluso mejoria del
estado general de los pacientes de Alzheimer. Estos datos
confirman la hipétesis colinérgica de la demencia y suponen
una llamada a los investigadores para encontrar agentes que

sean mas efectivos para el tratamiento de la enfermedad.
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3.4.2.Sindrome de Doun.

Se menciondé anteriormente la relacién existente en 1la
histopatologia de los pacientes con trisomia 21 y Alzheimer.
Por otra parte, Heyman y col (1983) encontraron que en las
familias de pacientes con Alzheimer hay una incidencia de
mongolismo 3 veces superior a lo normal. La proteina amiloide
cerebrovascular del encéfalo de mongdélicos es homdloga al
nucleo de la proteina correspondiente en pacientes de
Alzheimer. Las secuencias aminoacidicas de ambas proteinas son
casi idénticas (Masters y col, 1985). Los datos neuroguimicos
confirman la relacién entre ambas enfermedades. Se ha
encontrado que la actividad colinacetilasa queda reducida en
siete regiones cerebrales de pacientes con trisomia 21 y en
siete de las ocho areas analizadas, en los de Alzheimer. Algo
parecido ocurre cuande se valora la actividad AChE (Yates vy

col, 1980).

3.4.3.Parkinson.

Después de la enfermedad de Alzheimer, la de Parkinson es
el trastorno neurodegenerativo méds importante del sistema
nervioso central. La bradiquinesia y rigidez del Parkinson se
asoclan con lesiones del tronco cerebral, en particular del
sistema dopaminérgico del nigrostriatum. La incidencia de
demencia en los pacientes de Parkinson es de alrededor del 30%

(Lieberman y col, 1979). Sin embargo, se desconoce si el
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estado demente es intrinseco a la patologia de la enfermedad.

La demencia en los pacientes con Parkinson se acompafia de
datos bioquimicos similares a los gue aparecen en Alzheimer.
En los aguejados con Parkinson, disminuye la actividad
colinacetilasa, incluso en los pacientes no dementes, pero tal
disminucién es mucho mas acusada en los que manifiestan
deterioro intelectual.

La actividad AChE de cértex frontal y parietal es
notablemente inferior tanto en los parkinsonianos dementes
como en los no dementes. También se aprecia una disminucién
importante del contenido relativo de la forma G4 cerebral
(Ruberg v col, 1986).

Tanto en los pacientes con Alzheimer, como con Parkinson,
la anormalidad colinérgica cortical mas importante es la
pérdida de neuronas de ndcleo subcortical de Meynert (Perry vy
col, 1985). Debe tenerse en cuenta, sin embargo, que el hecho
citopatoldgico mads importante en el Parkinson es la aparicién
de los cuerpos de Lewy (inclusiones neurofilamentosas
intracitoplasmédticas en neuronas pigmentadas del tronco
cerebral) (Goldman y col, 1983). Tales anomalias son
radicalmente distintas de las observadas en los paclentes de
Alzheimer. Ademas, la demencia de los enfermos con Parkinson
€s menos severa que la de los de Alzheimer y carecen de la

agnosia, apraxia y afasia tipicas de esta Ultima enfermedad.

3.4.4.Manias, depresiones y esquizofrenia.

Se han hecho numerosos intentos para identificar
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marcadores bioldgicos que soportaran la hipdtesis del
deterioro de la transmisién colinérgica como base molecular de
los transtornos afectivos que se manifiestan en las manias y
depresiones (Deutsch y Campbell, 1984; Dilsaver, 1986). En
1972, Janowsky y colaboradores fueron los primeros en proponer
que las depresiones y manias se corresponden con estados hiper
e hipocolinérgicos, respectivamente. Se ha valorado la
actividad AChE en fluidos bioldgicos como sangre y plasma de
pacientes con depresiones reactivas, depresiones enddgenas y
con anomalias neurosiquiadtricas (Perry y col, 1982).

La actividad BuChE fué similar en todos los grupos, pero
la AChE de eritrocito fué notablemente inferior en los
enfermos con Alzheimer y con depresién enddgena que la que se
mide en los pacientes con depresidén neurdtica (Perry y col,
1982). También es mas baja la actividad AChE eritrocitaria en
los pacientes con depresién que en los sujetos normales
(Mathew y col, 1982). Sin embargo, la considerable variacién
de la actividad AChE en eritrocitos de pacientes controles vy
enfermos limita mucho la utilidad de 1la valoracidén de esta
enzima como medio diagnéstico, o como elemento diferenciador
de diversos tipos de neurosis.

En relacién con la esquizofrenia, Domino y Krause (1972)
midieron la actividad BuChE plasmatica en 27 pacientes
enfermos y otros 27 controles. El valor de la BuChE de los
pacientes fué un 20% inferior a los controles, pero la
actividad AChE de los eritrocitos fué normal. Otros
investigadores no han encontrado diferencias en la actividad

BuChE plasmatica de los individuos enfermos y controles (Lucas
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y col, 19717. Estos resultados no son indicativos de
alteraciones colinérgicas en la esquizofrenia, pero con todo,
la hipétesis de un desequilibrio dopaminérgico-colinérgico
como agente causal de la esquizofrenia todavia no se ha

abandonado (Dilsaver, 1986).




4.AISLAMIENTO Y EXPRESION DE LOS GENES CODIFICANTES DE

LAS COLINESTERASAS.

El establecimiento de la expresién de los genes que
codifican las colinesterasas es wun paso esencial para
comprender la regulacién de la biogénesis de estas enzimas.

Los responsables de las variantes fenotipicas para la
AChE de eritrocito humano son dos alelos codominantes en un
unico locus (Coates y Simpson, 1972). Las alteraciones de la
BuChE que tienen lugar en suero humano, sin embargo, estéan
producidas por los loci E1 y E2, que son genéticamente
independientes. La localizacién de E1 es el brazo largo del
cromosoma 3 (Arias y «col, 1985). Las formas atipicas vy
silentes estdn producidas por mutaciones de este gen. La
localizacién de E2 es el cromosoma 16 (Simmers y col, 1986)
siendo su expresién la responsable de la variante C5 de la
BuChE (Pérez-Guillermo, 1988, 1990). Dicha variante se expresa
en un 8% de la poblacidén del Caucaso.

Utilizando la degradacién de Edman (Lockridge y col,
1987a y b) y analizando ADNc (Mac Tiernan y col, 1987; Prody y
col, 1987) se ha logrado establecer la secuencia completa de
la subunidad de BuChE de suero. Esta subunidad tiene un peso
molecular de 85.534, siendo de 65.092 la contribucién de los
aminodcidos y 20.442 la de los carbohidratos. El mondémero esta
constituido por 574 aminoicidos y 9 restos de oligosacaridos.

De los aminoacidos que constituyen el centro activo o que
estan implicados en el mecanismo catalitico sélo se conoce con

absoluta certeza la Ser 198 (Lockridge, 1988).
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Por andlisis de ADNc también se ha establecido la
secuencia de aminoadcidos de la AChE del érganoc eléctrico de
Torpedo (Schumacher y col, 1986; Sikorav y col, 1987). A
diferencia de 1la BuChE de sueroc humano (que tiene 574
aminoacidos) la AChE de érgano eléctrico de Torpedo tiene 575
aminoacidos, presentando las dos 309 restos aminoacidicos
idénticos y con la misma localizacién. Existe una identidad de
secuencias del 53.8% entre las subunidades de las formas
asimétricas de la AChE y las de las formas G& de la BuChE.

La Ser del centro activo de la AChE del érgano eléctrico
de Torpedo queda en la posicién 200 y en la BuChE de plasma
humano en la 198. Ademas, la enzima de Torpedo tiene cuatro
restos de oligosaciridos ligados a asparragina, mientras que
la enzima de suero tiene nueve. Existen anticuerpos que se
unen especificamente a la AChE de érgano eléctrico de Torpedo
Yy no & la BuChE de plasma humano.

La subunidad de la AChE de Torpedo presenta tres enlaces
disulfuro intracatenarios (Taylor y col, 1987). Al comparar
las secuencias carboxilo terminales de las formas 5.6 S (forma
Gz ligada a través de fosfatidilinositol) y 11 S (derivada de
las formas asimétricas) aparece una diferencia en un sitioc
anterior a la glicosilacién (Gibney y col, 1988) que es el
resto 535.

Para la unién de la forma Gz al glicofosfolipido que se
ancla en la membrana plasmitica se necesita la eliminacidén de
un segmento de 40 aminodcidos.

La AChE de Drosophila y Torpedo se encuentran codificadas

por un gen unico (Hall y Spierer, 1986; Sikorav y col, 1987).




La identidad de AChE de Drosophila y ChE plasmética humana es
del 38% (Hall y Spierer, 19é6).

Se piensa que el procesamiento (splicing) del ARN nuclear
transcrito produce formas que se diferencian entre si en los
restos carboxilo terminal y que permite la localizacién
preferente en un determinado tejido ademas del polimorfismo de
AChE (Gibney y col, 1988; Sikorav y col, 1988). Todavia se
desconoce cual es el factor que determina que el ARN se
procese en el sentido de la produccién de formas asimétricas
(hidrofilicas) o globulares (hidrofébicas o hidrofilicas).

Recientemente se han secuenciado el gen codificante de la
BuChE de conejo, encontrando que los exones codificadores de
dicho gen presentan una estructura idéntica a los de la BuChE
humana y AChE de Torpedo. En todos los casos, la serina del
centro activo se sitla en una regién muy conservada y lo mismo
Asp-91 y Asp-170 que, probablemente, forman parte de la triada
implicada en el mecanismo catalitico. El Asp 70, que participa
en el centro aniénico, también se conserva en las BuChEs
analizadas (Chatonnet y col, 1991). Es precisamente la
mutacién Asp-70 por Gly la que da origen a la variante
dibucain-resistente de la BuChE (La Du y col, 1990). Las
variantes fluoruro-resistentes resultan de mutaciones 243 Thr
por Met y 390 Gly por Val. El tipo K procede de la mutacién de
Ala 539 por Thr y la variante silente se produce por un
desplazamiento del marco de lectura que comienza en Gly 117,
porque el codén 117 cambia GGT por GGAG (La Du y col, 1990).

Se conocen ya las secuencias completas o parciales de la

BuChE humana, mono, perro, cerdo, conejo, cabra y ratén, y
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estudiando la homologia secuencial de aminoédcidos Y
nucledtidos se ha podido trazar un esquema evolutivo (Arpagaus
v col, 1991).

También se ha comprobadc que existen proteinas con
secuencias homdlogas a las colinesterasas. Algunas de ellas
son esterasas (carboxilesterasa, lisofosfolipasa, esterasas de
Drosophilal), pero otras son proteinas de adhesién a la
membrana basal (glutactina), precursoras de hormonas tirocideas

(tiroglobulina) o proteinas integrales de membrana

(neurotactina) (Taylor, 1991).




5. GENESIS, COMPOSICION Y REABSORCION DEL LIQUIDO

CEFALORRAQUIDEC.

5.1. Anatomia.

El 1liquido cefalorraquideo (LCR) circula por los
ventriculos y espacio subaracnoideo, dos estructuras que
circundan el cerebro y médula espinal.

Los cuatro ventriculos se comunican entre si de tal
manera que el LCR fluye desde los ventriculos laterales al
tercer ventriculo por la foramina de Monro y de aqui al cuarto
ventriculo por el acueducto de Silvio. De éste ventriculo
llega a la cisterna basal y al espacio subaracnoideo de la
médula espinal. La proporcién y direccién del flujo del LCR ha
sido estudiada por isotopoventriculografia vy cisternografia
(Di Chiro, 1964).

Desde las cisternas basales, el LCR fluye hacia los senos
cerebrales. El plexo coroideo deriva embrioldgicamente de las
capas primarias del epitelio neural y constituye las paredes
del ventriculo lateral y los techos del tercer y cuarto
ventriculo, entre el férnix y el talamo, y la fimbria y el
tallo caudal.

En un adulto normal los plexos coroideos de los ventriculos
laterales pesan unos 1.8 g (Millen y Woollah, 1962). Estan
formados por dos capas: la piamadre y el epéndimo.

El epéndimo es wuna capa epitelial que ‘tapiza al
ventriculo y que muestra proyecciones vellosas y cilios en su

superficie. Voetman (1949) calculé una superficie de 200 e’
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para dichas proyecciones.

El epitelio coroidal se pliega en microvellosidades
formando una superficie similar a la de un borde de cepillo no
muy distinta de las que se observa en las microvellosidades
intestinales.

Los plexos coroideos estan constituidos por el epitelio
coroidal, los wvasos sanguineos y el tejido conectivo
intersticial. El suministro sanguineo que reciben los plexos
coroideos de los ventriculos depende de las arterias
coroidales: en el tercer ventriculo de la arteria cerebral

posterior y en el cuarto ventriculo de la arteria cerebelar

posteroinferior.
5.2.Formacién y Composicién.

Los plexos coroideos son el lugar mas Iimportante de
formacién de LCR por encima del espacio subaracnoideoc, como
fué comprobado en cerebro de perro (Bering y Sato, 1963) v en
humanos (Carpenter, 1978; Fishman, 1980; Rowland , 1981; Wood,
1983: Davson, 1987).

Globalmente, el 85% del LCR esta producido por los plexos
coroideos de los ventriculos laterales, tercero y cuarto. EIl
resto se forma por difusién a través de las meninges (Fishman,
1980).

El mecanismo propuesto para la secrecidén del LCR por los
plexos coroideos se basa en la entrada de agua y solutos, de
forma regulada, por la membrana basal de la ceélula, seguido

del desplazamiento de solutos al extremo apical de la misma.
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El LCR fluye en el espacio subaracnoideo perivascular en
el mismo sentido que los vasos sanguineos. Su concentracién
iénica depende de las fuerzas hidrostaticas, fuerzas osméticas
y mecanismos de transporte. Numerosos Iinvestigadores han
determinado que tanto la secrecidén como la absorcidén idnica se
produce en los plexos coroideos (Cutler y col, 1968; Tripathi,
1974; Butler, 1977; Lindvall y col, 1978}. Los iones Na+, cl,
HCO3 y Ca2+ son secretados, mientras que algunos aminoacidos,
bases organicas y otros compuestos son absorbidos. El Na® es
el catidén que mas contribuye a la osmolaridad. El1 transporte
activo y la fuerza osmdética son los mecanismos que operan en
su distribucién en el LCR. La concentracién de Na' es
seme jante a la del suero. En cambio, la concentracién de K es
aproximadamente 2/3 de la del suero. La homeostasis del Ca2+
estd estrechamente controlada, siendo su concentracién la
mitad de la sérica, y es independiente de la concentracién de
proteinas plasmadticas. Ademds, los niveles de Ca2+no se
afectan por la administracién de Ca2+ intravenoso, EDTA,
hormona paratiroidea o paratiroidectomia total. El mecanismo
de entrada parece que estid mediado por un transportador, ya
que resulta fuertemente inhibido por la ouabaina, pero no por
la acetazolamina. Es posible, por tanto, que el transporte de
ca®” pueda estar ligado a la Na'- K ATPasa.

La concentracién de Mg2+ es mas alta en el LCR que en el
suero, fluctuando minimamente con la variacién de éste. El
mecanismo propuesto para explicar el movimiento de Mg2+
consiste en un transporte activo a través de los plexos

coroideos y células gliales.
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La concentracién de Cl es también mas alta en el LCR que
en el suero, siendo en el liquide cisternal mayor que en el
coroidal.

La pequefia cantidad de proteinas que hay en el LCR (260
veces menos que en el suero) y el efecto Donnan son en parte
responsables de la mayor concentracioén de Cl en el LCR que en
el suero. En efecto, la carga negativa de las proteinas en. el
suero favorece el transporte de aniones difusibles (como el
Cl ) al LCR. Dicho transporte estd ligado al del HCO3™ y Na'
por un mecanismo activo.

La glucosa es transportada al LCR por difusién
facilitada, por un transportador proteolipidico presente en
los plexos coroideos, capllares, sinaptosomas y células
gliales. lLa concentracién de glucosa en el LCR es 60% la del
suero y su valor fluctda con la concentracién sérica.

lgunos autores han investigado la cinética de transporte
de glucosa sérica al LCR al administrar por via endovenosa una
disolucién de glucosa y seguir el tiempo necesarioc para la
aparicion de un méximo de concentracién en suero. En el LCR se
observa también dicho maximo pero con un retraso de 90 a 120
minutos, respecto al tiempo medido en suero . La vuelta a la
normalidad se produce después de 4-6 horas (Fishman, 1980).

Como las concentraciones de Na+, Cly Mg2+son mayores en
el LCR que en el suero y las de K+, ca®’ y glucosa son
inferiores, se supone que el LCR es un producto secretado en
donde intervienen fendmenos de transporte activo a través del
plexo. Sin embarge, la difusién simple también Jjuega un

papel importante en el transporte de HCOBM, lactato, H Yy NHz.
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En diversos estudios se han observado diferencias
regionales en las concentraciones de solutos especificos. Se
ha visto que los iones tienden a entrar en el LCR ventricular
antes que en el cisternal o lumbar, mientras que el agua
tiende a entrar en el cisternal, quizas por la mayor
superficie de las regiones cerebelar y cortical (Fishman,
1980; Davson y col, 1987).

La més alta concentracién de albimina en la zona lumbar
sugiere que para grandes moléculas, la barrera endotelial
puede ser menos efectiva en los vasos lumbares que en los del
cerebro.

Se ha estimado de forma variable 1la cantidad de LCR
formado en el hombre, segun el método utilizado para valorar
dicha produccién. Asi, Masserman (1934) calculd una produccidn
de 100-250 ml/dia. Para ello, utilizdé un método consistente en
guitar un volumen determinade de LCR a la vez que media la
presién. Cronometrando el tiempo que tardaba en alcanzar la
presién original pudo calcular la velocidad de produccién del
LCR.También se ha valorado perfundiendo LCR artificial con una
sustancia exdégena de concentracién conocida y midiendo,
después, la concentracién de dicha sustancia a un tiempo
determinado y calculando asi el volumen de LCR eliminado en un
tiempo determinado, que es proporcional al LCR formado.

Diferentes autores obtuvieron valores muy similares de
formacién de LCR, siendo éste de 0.35 ml/min adn utilizando
distintas sustancias exdégenas marcadoras, como en el caso de

la inulina (Pappenheimer y col, 1962) o agentes  qguimio-

terapicos (Cutler y col, 1968; Rubin y col, 1966).
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5.3.Reabsorcién.

Se considera una funcidén primaria de las vellosidades
aracnoideas y granulaciones gue se proyectan en 1los senos
durales.

Las wvellosidades aracnoideas son herniaciones de la
membrana aracnoidea en el lumen de los senos y se localizan,
por tanto, en la interfase LCR y sangre. Estas vellesidades
han sido también identificadas a 1lo largo de las raices
nerviosas espinales, en donde puede haber absorcién.

Las granulaciones son grandes agrupaciones de
vellosidades.

En todas las membranas se observan intercambios rapidos
de agua entre la sangre y LCR, sin embargo, no se alcanza la
salida neta de agua del LCR hasta que éste alcanza las
vellosidades aracnoideas.

Se ha observado parecida absorcién de liquido en las
paredes ependimales en experimentos realizados con perros con
hidrocefalia (Bering y Sato, 1963).

Las vellosidades aracnoideas son una red de estructuras
tubulares de unos 4 a 12 pum de didmetro que se abren en los
canales venosos de tal manera que pueden escapar del LCR
grandes moléculas e incluso c¢élulas sanguineas (Welch vy
Friedman, 1960; Pollay vy Welch, 1962) lLos tubos actdan como
valvulas de una direccidén gque se colapsan cuando la presion
venosa aumenta por encima de la del LCR. Otros autores no
estan de acuerdo con que haya continuidad anatdédmica entre la

sangre y el LCR por las vellosidades, sino que sugieren que ha



de existir algin tipo de membrana celular interpuesta (Alksne
y White, 1965; Turner, 19615. La cantidad de LCR gque puede ser
absorbido es considerablemente mayor que la que se produce. En
el hombre, se ha perfundido 0.75 ml/min en el espacio
subaracnoideo a una presién de 400 mm de agua (Foldes y

Arrowood, 1984).

5.4.Barrera Hematoencefalica.

En 1885, Erlich demostré que la anilina inyectada por via
endovenosa no tefiia al tejido cerebral y si a otros tejidos
corporales. Stern y Gautier propusieron el término "barrera
hematoencefalica" (BHE) para describir esta entidad
fisiolégica. Morfoldgicamente, el epitelio coroidal, la
membrana aracnoidea y las células del endotelio capilar tienen
uniones estrechas (tight Jjunctions). Este tipo de unién esta
ausente en ciertas areas especializadas del cerebro como el
hipotalamo, area postrema y subfornical y érganos
subconmisurales. Por el contrario, las células ependimales
{(excepto los tanicitos de 1la eminencia media) no tienen
uniones estrechas pero si regiones con discontinuidades (gap
junctions).

Existen diversos factores anatdmicos que afectan a la
capacidad de ciertos solutos para pasar la BHE.

Las células endoteliales de los capilares cerebrales son
diferentes de las de la circulacién sistémica. En las primeras
no existen poros fenestrados, uniones en hendidura y vesiculas

pinociticas. Ademads, el numero de mitocondrias y uniones
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fuertes es mayor en las células endoteliales de los capilares
cerebrales. Estas células disponen de un sistema de transporte
especifico bidireccional para la glucosa, iones y aminoacidos.
Estos hechos sugieren que en estos capilares se produce mas un
transporte especifico de solutos que un efecto inespecifico de
filtrado.

Los plexos coroideos tienen mecanismos de transporte
especifico y son los responsables primarios de la "accion
sumiderc" del LCR. Los solutos polares pasan de los capilares
al cerebro y mediante un proceso lento alcanzan el estado de
equilibrio. Después pasan libremente del cerebro al LCR para
ser eliminados de forma mas rapida por el flujo-reabsorcidn en
masa, un término que se refiere al movimiento del LCR y sus
constituyentes. De esta manera, el sistema para eliminar
solutos del cerebre por transporte en el LCR constituye una
rapida transferencia al flujo venoso. Las caracteristicas
bioquimicas de los solutos estan también implicadas en la
permeabllidad.

La entrada de un soluto en el cerebro es inversamente
proporcional a su peso molecular. Ademads, los compuestos que
se ligan a proteinas también tienen mayor dificultad para su
entrada en el SNC. A mayor liposolubilidad del compuesto, mas
facilidad para entrar en el SNC.

Los compuestos ©polares como el HCO3  penetran mas
lentamente, e igual sucede con los solutos hidrosolubles.

La concentracién de un compuesto en el LCR no siempre es
una indicacién exacta de su concentracién en el cerebro. Por

e jemplo, la fenitoina, un compuesto muy liposoluble, estd en

u
~J




mayor concentracidén en el cerebro que en el plasma, pero su
concentracién en el LCR se aproxima a la fraccién no proteica

del plasma.

Las diferencias osmdéticas en el plasma, cerebro y LCR son
sélo transitorias porque la osmolaridad varia directamente con
los cambios en la osmolaridad del plasma.

El pH del LCR es generalmente mas bajo que el de la sangre.
La relacién de concentracién de un soluto en el LCR respec£o
del plasma depende de su pKa, asi como del pH del plasma
{Rapoport, 1976).

En determinadas situaciones se produce la rotura de la BHE
y ello supone, naturalmente, cambios en el paso de solutos y
se refleja en alteraciones de la composicién del LCR respecto
a la que se observa en la situacidén normal.

Se cree que existen cuatro grandes mecanismos implicados en
el aumento de la permeabilidad vascular en estados
patolégicos, como son el paso interendotelial a través de las
uniones estrechas, flujo transendotelial, transporte vesicular
y neovascularizacion.

Rapoport describié 1las ‘"aperturas osméticas" como un
fenémeno que se presentaba cuando inyectaba pequefios volumenes
de disoluciones hiperosméticas en la arteria cardtida vy
encontraba la peroxidasa utilizada como marcador, entre las
celulas endoteliales y no dentro de ellas. Explicdé este
fendémeno sugiriendo que las uniones estrechas {(tight
junctions) podian haberse dilatado debido a un encogimiento de
las células. La penicilina es un ejemplo de este proceso. Un

dcido organico, con pobre liposolubilidad y parcialmente unido
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a albimina, la penicilina, es transportada del cerebro al LCR
a través de los plexos coroideos. En pacientes con meningitis,
la BHE es menos efectiva y el antibidético penetra més

facilmente en el LCR (Fishman, 1980).
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6.0BJETIVOS.

El trabajo experimental recogido en la presente Memoria
intenta una aproximacidén al conocimiento de los niveles de
acetilcolinesterasa y butirilcolinesterasa en el Iliquido
cefalorraquideo de sujetos normales y de pacientes afectados

por enfermedades neurolédgicas.

Aunque se han recogido muestras de liquidos lumbares de
sujetos controles y de pacientes con meningitis, hidrocefalia,
demencia senil, tumores cerebrales, trombosis y alcoholismo,
en este primer estudio, se analizan los liquidos de 1los
sujetos normales y de enfermos con meningitis e hidrocefallia.
Al interés de la evolucidén de las actividades enzimaticas del
liquido 1lumbar de estos individuos se unia la cuestién del

numero de muestras disponibles.

Se abordard pués este trabajo intentando establecer si los
valores de las actividades AChE y BuChk de 1los sujetos
normales evolucionan con la edad. Soélo asi serd posible
conocer si, como consecuencia de una enfermedad, se alteran

los niveles de las enzimas.

Se estudiard cémo se afectan los valores de la actividad
AChE y BuChE del liquido lumbar de los sujetos con meningitis
e hidrocefalia. También analizaremos los niveles de las
enzimas de los liquidos ventriculares, tomados del shunt

ventriculoperitoneal, de los sujetos con hidrocefalia y de los
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gue ademéds presentan ventriculitis.

Se investigara si, como consecuencia de una enfermedad, se
modifica en alguna medida 1a naturaleza de la AChE, via

alteracién de los procesos de sintesis o de degradacién.

Se estudiarad si hay reaccién inmunclégica entre la AChE del
liquido cefalorraquideo y anticuerpos monoclonales generados
contra la enzima del eritrocito humano. Dependiendo de la
capacidad de interaccién de la enzima con los anticuerpos se
podrian wutilizar procedimientos de Inmunoensayo para la

valoracién de AChE del liquido lumbar.

Se separaran los componentes moleculares de la AChE y BuChE
del liguido lumbar y ventricular, en casos de hidrocefalia. Se
investigard si las proporciocnes de las formas moleculares de
estas enzimas se modifica como resultado de una enfermedad

neurolégica. Se estudiara también la interaccién de las formas

enzimadticas individuales con anticuerpos monoclonales.

Se investigara el comportamiento hidrodinamico de las
formas moleculares de la AChE y BuChE del cdrtex cerebral
humano. Se procederd a comparar las propiedades de las enzimas
del LCR y del cerebro para intentar establecer si hay alguna

relacidén entre las enzimas de las dos fuentes.

Aprovechando el caracter glicoproteico de la AChE y BuChE,

se analizara la interaccién de cada una de estas enzimas con




diferentes lectinas, cada una con determinada especificidad
frente a los restos de oligosacaridos. Después se procederd a
estudiar si las enzimas de los ligquidos 1lumbares de los

enfermos interaccionan con las lectinas de manera diferente.

También se analizara la interaccién de la AChE y BuChE del
cértex cerebral con lectinas, asi como la BuChE del plasma.
Con la informacién recogida sobre la reaccién de las enzimas
del LCR, plasma y cértex cerebral con lectinas, se intentara
proponer una teoria que explique el origen de la AChE y BuChE

del LCR.

Todos estos estudios representan la primera etapa de un
proyecto que pretende conocer los cambios de las actlvidades
AChE yv BuChE del LCR y cértex cerebral que se puedan producir
bajo determinadas situaciones patoldgicas. Es nuestro
propdsito proseguir este trabajo analizando las enzimas del
ICR y encéfalo de sujetos aquejados de distintos tipos de
demencias, con enfermedades neurodegenerativas o cerebro-
vasculares. y en particular en tejidos y LCR de individuos con
tumores cerebrales con vistas a la posible consecucidén de un

diagnéstico precoz de estas enfermedades.
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CAPITULO II

LAS COLINESTERASAS EN EL LIQUIDO CEFALCRRAQUIDEC
EN RELACION CON LA EDAD DEL SUJETO. CAMBIOGS

DE ACTIVIDAD EN PACIENTES CON MENINGITIS

BACTERIANA E HIDROCEFALIA.




1. INTRODUCCION.

Tanto la AChE como la BuChE son componentes del plasma
sanguineo y del 1liguido cefalorraquideo (LCR). Diversos
investigadores han intentado utilizar los niveles enzimaticos
en dichos medios biolégicos como un procedimiento de
diagndéstico para la detecciédn y posterior seguimiento de la
progresioén de un desorden neuroldgico dado. En este sentido,
se ha puesto de manifiesto que la actividad AChE en el plasma
es superior (Atack y col, 1985} o igual a 1la normal, en
pacientes con la enfermedad de Alzheimer (St. Clair y col,
1986}, elevada en la esclerosis lateral amiotréfica (Festoff y
Fernandez, 1981) y normal en sujetos con distrofia muscular
(Sketelj y col, 1983). En el LCR se ha encontrado que los
niveles de actividad AChE son normales en los pacientes con
Alzheimer o con denmencia senil (Johnson y Domino, 1971;
Davies, 1979; Lal, 1984; Direnfield y col, 1984; Manyam y col,
1990) o mas bajos que los procedentes de sujetos normales
(Soininen y col, 1981; Appleyard y col, 1983; Arendt y col,
1984; Tune y col, 1985; Atack y col, 1987a). También se han
encontrado valores normales de actividad AChE en la enfermedad
de Huntington, en los estados depresivos, en sujetos con
esquizofrenia (Davis y col, 1979), en pacientes con sindrome
de Gilles de la Tourette (Singer y col, 1984), enfermedad de
Parkinson (Direnfield y col, 1984) y sicosis de Korsakoff (Lal
y col, 1984).

Por lo que se refiere a la BuChE, se ha analizado con mas

frecuencia su actividad en plasma que en LCR. Diversas



publicaciones sugieren gque 1la actividad BuChE plasmatica
aumenta en sujetos con la enfermedad de Alzheimer (Smith v
col, 1982), pero otros investigadores indican que los niveles
enzimaticos en este tipe de pacientes no se diferencian
significativamente de 1los hallados en individuos controles
{(Atack, 1985). También se ha puesto de manifiesto que la
actividad BuChE plasmética aumenta en las depresiones {(Mathew
y col, 1982) y en los estados de ansiedad (Mathew y col, 1980)
pero no en los sujetos con crisis maniaco-depresivas (Milstoc
y col, 1875). Se han descrito modificaciones de la actividad
BuChE plasmatica en casos de esquizofrenia y epilepsia (Domino
y Krause, 1972; Davis y Goodnick, 1983).

Existen pocos estudios sobre la actividad BuChE en LCR.
Cabe destacar el aumento de esta actividad enzimatica en
sujetos con la enfermedad de Alzheimer (Arendt y col, 1984) vy
en casos de meningitis y de sindrome de Guillain-Barre
(Johnson y Domino, 1971). La actividad no aumenta en los
sujetos con el sindrome de Gilles de la Tourette (Singer vy
col, 1984).

Los resultados sobre los cambios de las actividades de
AChE vy BuChE en 1liguido cefalorragquideo de sujetos con
meningitis son  discrepantes. Por una parte, algunos
investigadores han aportado pruebas que indican que los
valores promedio de actividad AChE en el liquido
cefalorraquideo vy suero de los sujetos meningiticos era
significativamente inferior que en los individuos normales
(Dickmann vy col, 1989). Estos resultados se contraponen con

los proporcionados por Johnson vy Domino {(1971) que sefizlaban



aumentos de la actividad BuChE en el LCR lumbar de pacientes
con meningitis o con el sindrome de Guillain-Barré. A la vista
de estos resultados decidimos reinvestigar cémo se modificaban
las actividades AChE y BuChE del LCR en diferentes desérdenes
neurolégicos, pero antes consideramos 1la posibilidad del
estudio de la evolucidén de los niveles de actividad AChE vy
BuChE del 1liquido cefalorraquideo segin la edad de los
sujetos. Sélo asi seria posible demostrar hasta qué punto los
aumentos o disminucién de las actividades enzimdticas podian
ser relacionadas con el desorden neurolégico estudiado.

Los resultados que se presentan a continuacién indican
que las actividades AChE y BuChE de liquido cefalorraquideo de
los individucs normales aumentan con la edad del sujeto en el
intervalo entre 8 y 78 afios. Para estudiar los LCR procedentes
de sujetos con meningitis o hidrocefalia, las mnuestras se
distribuyeron en tres grupos segin la edad de los pacientes:
menores de 1 aflo, entre 1 y 8 afios y de 8 a 60 afios. Se
observa un aumento considerable de las actividades AChE vy
BuChE promedio en los dos primeros grupos, en relacién con la
actividad de los sujetos controles, pero cuando se considera
el tercer grupo de pacientes, los valores de ambas actividades
quedan solapados con los de los individuos normales. En este
caso, por tanto, no se puede afirmar que los niveles de
actividad AChE y BuChE queden fuertemente afectados por la
meningitis.

Cuando se analizan los liquidos lumbares de sujetos con
hidrocefalia y se comparan con los procedentes de sujetos de

la misma edad se comprueba que los valores de AChE y BuChE vy
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el contenido de proteina no difieren de forma notable. Se
aprecian, diferencias importantes, en los datos de actividades
enzimédticas y niveles proteicos procedentes de los liguidos
ventriculares de sujetos con hidrocefalia congénitas vy 1los
recogidos de estos individuos si padecen, ademés,
ventriculitis.

Las determinaciones de las actividades AChE vy BuChE se
han realizado haciendo wuso de sustratos e inhibidores
selectivos de cada una de las enzimas y, €n el caso de la
AChE, por inmunoensayo con diferentes anticuerpos
monoclonales, todos ellos generados contra la enzima del

eritrocito humano.
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2.MATERIALES Y METODOS.

2.1.Toma de Muestras.

La recogida del LCR lumbar fué mediante puncién lumbar.
La colocacién de los enfermos fué decUbito lateral (postura
genupectoral), desinfectandose la zona con yodo. Se introdujo
una aguja del calibre 21 con trocar en la linea media, a nivel
del espacio L III-L IV, entre las apéfisis espinosas hasta el
saco dural, retirandose a continuacién el trocar para recoger
el LCR en tres alicuotas de igual volumen, las cuales se
almacenaron a —7OOC hasta su analisis.

Las muestras de liquido ventricular se recogieron del
final del shunt de 1la derivacién ventriculo-peritoneal o
directamente del reservorio.

Las muestras utilizadas fueron aquéllas que no estaban
contaminadas con sangre, desechdndose las que tuviesen mas de

diez hematies por mm3 de LCR.

2.2.Valoracién de Actividad Acetilcolinesterasa y

Butirilcolinesterasa en Liquido Cefalorraquideo Humano.
2.2.1.Método espectrofotométrico.
La medida de actividad colinesterasa se realizé aplicando
el método de Ellman y col (1961). Por este método, el &cido

5,5 -ditio-bis-2~nitrobenzoico (DTNB) se desdobla en presencia

de restos tioles libres para dar un derivado del acido
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2-nitrobenzoico, intensamente coloreado, que absorbe a 412 nm.
Los sustratos wutilizados fueron la acetiltiocolina y 1a
butiriltiocolina. Estos ésteres son hidrolizados por la AChE vy
BuChE para rendir tiocolina, que reacciona rapidamente con el
DTNB produciendo el anidén 5-tio-Z-nitrobenzoato que presenta

un intenso color amarillo.

(CHz2)3N" —CHz-CH2-S-CO-CH3 ~£E£1——e (CH3)3N —CH2-CH2-S~

CH3-CO0™ + 2H'

(CH3)3N" -CHz-CH2-S~

+

. coo-
Coo
— s g NO2
S NO2
Cromdéforo
A= 412 nm
S NO2
oo (CH3)aN'-CHz-CH2-5-5—~ () NO2
coo~

En los ensayos enzimdticos se empled DINB 0.30 mM vy
joduro de acetiltiocolina o de butiriltiocolina 1 mM en tampdm
fosfato 0.1 M, pH 8.0. Para la medida de las actividades
enzimaticas en LCR se afiadieron 100 pl de muestra a una cubeta
de 1.5 ml que contenia tampén fosfato y DINB, incubandose la
mezcla 5 minutos a 37°C, antes de adicionar el sustrato. Como
el LCR contiene AChE y BuChE, la valoracién de la AChE se
llevé a cabo afadiendo al tampén fosfato Iso-OMPA, un
inhibidor selective de la BuChE, de modo que la concentracién
final fuera 50 pM, utilizando como sustrato acetiltiocolina 1

mM. Cuando lo gue se pretendia medir era la actividad BuChE,

al medio de incubacidén se afadia BW 284c51, 10 pHM, inhibidor
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selectivo de 1la AChE {Austin y Berry, 1953; Vigny y col,
1978), empleando butiriltiocolina, 1 mM, como sustrato. EI1
cambio de absorbancia se seguia a 412 nm. Una unidad de
actividad representa 1la cantidad de enzima que hidroliza 1

nmol de sustrato por minuto, en las condiciones de medida.

2.2.2.Valoracién en microplacas.

La medida de actividad AChE y BuChE también se llevd a
efecto por aplicacidén del método de Ellman comentado
anteriormente, pero adaptado para su aplicacién en microplacas
(Cabezas-Herreras y col, 1992). En este caso, la mezcla de
reaccion contenia 390 uM de DINB en tampén fosfato 0.1 M, pH
7.5.

Se depositan 25 pl de LCR, o de tampén fosfato para
valorar la hidrélisis espontédnea, en el pocillo de la
microplaca. A continuacidén, se afiaden 200 ul de la mezcla de
reaccidén preparada sin inhibidores y 25 ul de 0.6 mM Iso-OMPA
(concentracién final 50 pM) para medida de actividad AChE, o
25 pl de 0.12 mM BW 284c51 (concentracién final 10 uM) para
determinar la actividad BuChE. Las muestras se incuban 10 min,
a temperatura ambiente, hasta que la absorbancia a 405 nm se
mantiene constante. De esta manera, los grupos tioles libres
de las proteinas que hayan en el medio reaccionan con el DTNB
antes de poner el sustrato. La reaccién enzimdtica comienza al
afiadir 50 pl de acetiltiocolina o butiriltiocolina 6 mM, segun
se deseara valorar la actividad AChE o BuChE. La concentracién

de sustrato en el ensayo fué siempre 1 mM. A continuacién, se

70



leen las placas en un EIA 400 FW SILT Reader, empleando el
sistema dual del lector que permite leer absorbancia a 405 nm
restando la correspondiente a 620 nm, a intervalos de tiempo
10, 20 y 30 min. La absorbancia a tiempo 0 se descuenta de las
lecturas tomadas a los intervalos de tilempo sefialados. E1
incremento de absorbancia es lineal, normalmente hasta mas
allda de los 120 min. La absorbancia debida a la hidrélisis
espontéanea del susirato se descuenta de la lectura procedenté
de 1la muestra para obtener el dato de la hidrélisis
enzimatica. La actividad AChE y BuChE se puede expresar en
unidades arbitrarias que representan el incremento de 0.001
unidad de absorbacia por minuto. El1 factor de conversion de
unidades arbitrarias en unidades enzimaticas en nmoles de
sustrato hidrolizado por min es 1.60 y 2.14 para AChE y BuChE,
respectivamente.

Para el tratamiento estadistico de los datos procedentes
de las actividades enzimdticas de LCR se realizd el cdlculo de
las diferiencias de medias mediante la prueba t (Davies y

Goldsmith, 1972).

2.2.3. Valoracién de la actividad AChE por inmuncensayo.

Los anticuerpos monoclonales AEl, AEZ Yy AE3 fueron
enviados generosamente por Douglas Fambrough (Universidad
Johns Hopkins, Baltimore, MD, USA). Posteriormente, los
hibridomas ATTC HB72 y HB73, secretores de los anticuerpos AE1
y AE2 fueron obtenidos de la American Type Culture Collectlon

v cultivados en el Servicio General de Cultivos Celulares de
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la Universidad de Murcia. Para estudiar la interaccidn de los
anticuerpos con la AChE se utilizaron 1los anticuerpos
convenientemente purificados. El anticuerpo 4F19 fué
suministrade por Novo Biolabs (Bagsvaerd, Dinamarca). Las
inmunoglobulinas de cabra anti-raton procedian de Tago Inc.
(Burlingame, CA, USA).

Para la medida de la actividad AChE se depositaron 100 ul
de la disolucién de IgG de cabra anti-ratdén en PBS (10 ug/mi)
en los pocillos activados de fondo plano de Nunc, Intermed
(Dinamarca). La mezcla se incubd toda la noche a 4OC y después
de ello, los pocillos se lavaron cuatro veces con Tween 20
(0.1% v/v) en PBS. El tampén de lavado se retiré por succion.
A continuacidn, se afiadieron a los pocillos 170 pl de albumina
de suero bovino (BSA, 2%) en PBS, incubandcse el conjunto 3 h
a temperatura ambiente. Después de lavar tres veces como
antes, se afiadieron a los pocillos 50 pul de BSA al 1%, 0.05%
Tween 20 y cantidades variables de anticuerpo (0.3-3000 ng) de
AE1l, AE3 y 4F19 en PBS. Después de incubar toda la noche a
4OC, los pocillos se lavaron con PBS-Tween 20. Finalmente, se
depositaron sobre los mismos 50 pl de liquido cefalorraquideo
o de la disolucién de enzima de eritrocito (la actividad
enzimdtica de la muestra a depositar debia tener alrededor de
0.8 U/ml), y el conjuntoc se incubd toda la noche a 2°c.
Después de lavar con PBS-Tween 20, se afiadieron a los pocillos
100 pl de una disolucién que contenia 300 uM DINB y 1 mM
acetiltiocolina en tampdén fosfato 0.1 M, pH 7.5. A
continuacién, se midié el cambio de absorbancia en el lector

de placas como se indicé en el epigrafe anterior. En
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ocasiones, se incluyd en la mezcla de reaccidon 50 uM Iso-OMPA

para saber sl éste, a esa concentracién, inhibia a la AChE.

2.3.Medida de Proteinas.

Z2.3.1.Hétodo de biuret.

Cuando las muestras contenian una concentracioén elevada
de proteina, 5-20 mg/ml, se utilizdé el método de biuret
modificado por Plummer (1977). Para preparar la recta patron
se utilizé una disolucién de albumina de suero bovino (10
mg/ml) y en sendos tubos se pusieron O, 0.1, 0.2, 0.3y 0.4 ml
de la disolucién estéandar de albimina completando el volumen a
1 ml con agua. En otra serie de tubos se afiadieron 0.2 ml de
muestra v 0.8 ml de agua. A todos los tubos se afiadieron 2 ml
del reactivo de biuret. Este reactivo se prepard disolviendo
150 mg de sulfato de cobre - CuSOz 5H20 - y 600 mg de tartrato
sédico en 10 mi de agua. A continuacidén, se aftadieron 30 ml de
NaOH 2.5 M, llevando el volumen hasta los 90 ml con agua.
Finalmente, se disolvieron en el medio 100 mg de KI y 1.5 g de
desoxicolato sdédico completando el volumen hasta 100 ml con
agua. Una vez afiadido el reactivo de biuret a los tubos que
contenian la muestra, la mezcla se incubd a temperatura
ambiente durante 20 min para gue la reaccién se completara y
después se leyd la absorbancia de las disoluciones a 540 nm.

Dado que el contenido de proteina del LCR es inferior al

limite de deteccidén del método de biuret, este procedimiento

se empleé para la medida de proteinas de las preparaciones




enzimaticas procedentes de cerebro humano o de plasma,
mientras que para la valoracién de proteinas del LCR se

recurrié a un método més sensible.

2.3.2.Método de Lowry.

Se utilizé si  la concentracién de proteina de las
muestras era del orden de microgramos. El procedimieﬁto
empleado fué el descrito por Bensadoun y Weinstein (1976)}. Se
preparé una recta patréon con 0, 10, 20, 30, 40 y 50 ug de
albumina de suero bovino, llevando el volumen a 0.2 ml con
agua. La muestra a analizar fué convenientemente diluilda para
que contuviera entre 40-50 pg de proteina en 0.2 ml de
disolucién. A todos los tubos se afiadié 1.5 ml de reactivo de
biuret (2% de Na2003 en 0.1 N de Na OH, 0.005% CuSOa 5H20 vy
0.01% tartrato de sodio y potasio), agitando la mezcla
vigorosamente. A continuacion, se adicionéd a los tubos 0.15 ml
del reactivo de Folin-Ciocalteau (disolucién de tungstato de
sodio y molibdato de sodio en 4&cido fosférico vy acido
clorhidrico) diluido 1:1 en agua antes de usarse. Después de
agitar bien los tubos, se dejaron reposar 45 min a temperatura
ambiente y se midié la absorbancia a 620 nm.

El detergente Triton X-100 interfiere con este
procedimiento porque forma complejos insolubles con el
reactivo. Para evitar esto se afladié SDS al 0.5% al reactivo
alcalino del biuret. Se puede afiadir SDS hasta el 3% si la
concentracién de Triton X-100 en el medio fuese muy elevada

(Dulley vy Grieve, 1975).



3.RESULTADOS.

3.1.Actividades AChE v BuChE en Ligquido Cefalorraquideo

de Individuos Normales, en Relacidén con la Edad.

Se determinaron las actividades AChE y BuChE en el LCR de
126 sujetos normales, con edades comprendidas entre pocos dias
y 78 aflos. De las muestras analizadas, 28 procedian de niﬁos
menores de un afio, 30 de nifios entre 1 y 8 afics y 68 de
individuos entre 8 y 78 afios. Los valores promedio de
actividad AChE en los dos primeros grupos de edad no diferian
significativamente, pero si que aumentaban de forma notable en
el tercer grupo (Fig. II-1). Cuando se analizaron los datos
procedentes de la medida de actividad BuChE se comprobé que el
promedio de actividad disminuia ligeramente en el segundo
grupo, en relacién con los promedios conseguldos en el
primero, para aumentar de nuevo en el tercer grupo de sujetos
(Fig. 1I1-2).

Los datos individuales de actividad AChE y BuChE de los
sujetos incluidos en el tercer grupc se representaron en
funcioéon de la edad obteniéndose las rectas de regresidn que se
muestran en las Figs. I1I-3 y II-4. Se comprueba que la
actividad AChE en el liquido cefalorraguideo aumenta con la
edad en el intervalo considerado (8~78 afios) segun la
expresién y = 0.127 x + 9.1, con un coeficiente de regresion
0.68. Si se considera la evolucién de la actividad BuChE, se
aprecia que también aumenta con la edad del sujeto, pero de

forma menos acusada que la actividad AChE. Para 1la BuChE la
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Fig. II-1.Valores de actividad AChE en liquido

cefalorraquideo de sujetos normales con edad inferior a 1 afo

(1), entre 1-8 afios (2) y 8-60 afios (3). Los datos de
actividad se expresan en nmoles de acetiltiocolina hidrolizada

por min y ml de LCR, en ensayos realizados en presencia de

acetiltiocolina, 1 mM, e Iso-OMPA, 50 uM.
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Fig. II-2. Actividad BuChE en liquido cefalorraquideo de
individuos normales con edades menores de 1 afio (1), entre 1-8
afios (2) y de 8 a 60 afios (3). Los valores de actividad se
refieren a nmoles de butiriltiocolina hidrolizada por min y ml

de LCR, en determinaciones realizadas en presencia de 1 mM

butiriltiocolina v 10 uM BW 284c51.
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Fig. II-3. Cambiecs de actividad AChE con la edad en
liquido cefalorraquideo. Se midié la actividad AChE de 64
muestras de liquido cefalorraquideo de sujetos normales (rango
de edad, 8 a 78 afios). La actividad enzimatica se expresa en
nmol de acetiltiocolina hidrolizada/min/ml. La recta que se

ajusta mejor a los datos experimentales es yv = 0.127 x + 9.1

{(r = 0.68).
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Fig. II-4. Actividad BuChE en liguide cefalorraquideo en
funcién de la edad. Se midi6é la actividad BuChE de liquido
cefalorraquideoc de 64 sujetos normales (rango de edad, 8 a 78
afios). La actividad enzimdtica se expresa en nmol de
butiriltiocolina hidrolizada/min/ml de LCR. La ecuacidn que

mejor se ajusta a los datos experimentales es y = 0.054 x +

5.01 (r = 0.505).



ecuacion que mas se ajusta a los datos experimentales es y =
0.054 x + 5.01 (r=0.50}.

Otros investigadores también han puesto de manifiesto el
aumento de la actividad AChE en el LCR con la edad. Asi, Tune
y col (1985) encuentran que la actividad AChE progresa con la
edad segun la ecuacidén y = 0.192 x + 3.65, cuando se analiza
el liquido de sujetos entre 20 y 85 afios. Por otra parte,
Manyam y col (1990) al estudiar sujetos entre 25 y 85 aﬁoé
obtuvieron una recta que se ajusta a la ecuacién y = 0.097 x +
10.57. La ecuacién deducida por nosotros, y = 0.127 x + 9.1,
es muy parecida a la que se ajusta a 1osbdatos experimentales
aportados por los otros investigadores. En todos los casos, X
representa la edad del sujeto, e y la actividad AChE expresada
en nmoles de sustrato hidrolizado por minuto y ml de liquido
cefalorraquideo. Los datos suministrados por Manyam han sido
transformados en las unidades de actividad gque se han
mencionado antes para permitir su comparacién con las otras
expresiones.

Los datos de 1la Tabla II-1 reflejan los valores de
actividad AChE si se aplican las tres ecuaciones a sujetos de
30 y 60 afios. Se observa que la ecuacién de Tune, y los datos
experimentales aportados por éste, coinciden con los obtenidos
por Manyam y por nosotros, si los individuos tienen alrededor
de 60 afios o superiores, pero en sujetos jovenes, los valores
suministrados por Tune son significativamente inferiores a los
proporcionados por Manyam y por nosotros. Por tanto, la
afirmacion de Tune del aumento de mas del doblg de 1la

actividad AChE en el LCR de sujetos de 84 afios, en comparacién
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con la de los de 20 afos, parece exagerada. En todo caso,
queda patente, a través de esta serie de experimentos, un
aumento del contenido de AChE en el LCR a medida que el
jndividuo envejece. Ello va a ser importante cuando se
consideren los datos de actividad AChE en casos de demencia
senil y enfermedad de Alzheimer.

Los datos de actividad BuChE de los diferentes individuos
sugieren que el contenido de la enzima en el liquidoA
cefalorraquideo va aumentando también a lo largo de la edad.
Sin embargo, dado que la ecuacioén que gobierna la evolucién de
la actividad BuChE tiene menor pendiente que la
correspondiente a la actividad AChE cabe pensar que la
actividad BuChE se mantenga casi constante a lo largo de la

edad del individuo, al menos en el intervalo considerado.

3.2. Interaccién de la AChE del Liquido Cefalorraquideo

con Anticuerpos Monoclonales.

Los anticuerpos AElL, AE3 y 4F19, producidos por
inmunizacién de ratones con AChE purificada de eritrocito
humano, reconocieron a la enzima del liquido cefalorraquideo
(Fig. II-5). Los datos de la Fig. 1I-5 se expresan de modo que
la absorbancia de la muestra de LCR depositada en 1los
pocillos, sin anticuerpo f1ijado, representa el 100% de la
actividad. Los porcentajes de enzima ligada se calculan
midiendo la absorbancia de los pocillos con enzima ¥y
anticuerpo, refiriendo dicha absorbancia al total de la

actividad depositada en los pocillos. Las graficas de la Fig.
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Fig II-5. Interaccién de AChE de LCR con anticuerpos
monoclonales. Se fijaron cantidades crecientes de anticuerpos
AEL (o), AE3 (e) y 4F19 (A) a los pocillos de poliestireno
activados. A continuacién se adicioné a los pocillos, para la
inmuncabsorcién, 30 gl de LCR con una actividad AChE de 0.8
U/ml  aproximadamente. Después se afiadié un volumen de la
mezcla del ensayo de Ellman, que contenia DINB vy
acetiltiocolina. El valor de la absorbancia debido a la
actividad AChE de la muestra de LCR se tomd como el 100%, vy la
cantidad de enzima unida al anticuerpo se refiere a este

valor.
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1I-5 muestran que la AChE contenida en 50 ul (6.8 U/ml) se
fija completamente a los pocillos cuando se afiaden a éstos 50-
100 ng de AEl o AE3. Para fijar completamente a la enzima se
requiere una cantidad mayor de 4F19 (Fig. 1I1-5). Los
experimentos control realizados con enzima soluble de
eritrocito humano, obtenida por extraccién de las membranas
con Triton X-100, mostraron gque para filjar una cantidad
similar de actividad AChE de eritrocito y LCR se necesitabé
afiadir a los pocillos la misma cantidad de AE1l, AE3 o 4F19. La
adicién de Iso~OMPA al inmunoensayo no modificé el cambio de
absorbancia de las medidas y ello quiere decir que el
Iso-OMPA, inhibidor de la BuChE, no afecta a las determina-
ciones de la actividad AChE en el liquido cefalorraquideo.

Los datos de los inmunoensayos practicados con AE2 son de
diffcil interpretacién, dado gque este anticuerpo inhibe,
légicamente de manera reversible, a la AChE de diversas
fuentes (Sorensen y col, 1987; Wolfe, 1989). Con todo, las
medidas de la actividad AChE no retenida sobre los pocillos
que contenian cantidades crecientes de AE2, indican -que la
AChE del LCR interacciona de forma efectiva con dicho
anticuerpo.

La inmunorreaccién de la AChE del LCR con AEl, AE3 y 4F19
fué la misma tanto si los liquidos procedian de sujetos
normales, nifios o adultos, o de individuos aquejados de
meningitis o hidrocefalia. La Tabla 11-2 muestra los datos de
cambio de absorbancia/min en los pocillos cubiertos con 60 ng
de AE3 y 25 pl de LCR de sujetos normales o con meningitis,

comparando las lecturas con las que se obtienen al aplicar el
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Tabla II-2. Inmunoensayo de AChE en LCR de sujetos
normales (LCR-N) y con meningitis (LCR-M). Medidas practicadas
sin anticuerpos (-AE3), esto es por el método convencional con

acetiltiocolina e Iso~-OMPA, y con 60 ng de AE3 en los pocillos

(+AE3).
Namero AA X 1000/min % Asociacidén de la AChE
muestra ~AE3 +AE3 al anticuerpo
LCR-N 187 9.30 9.36 100.0 _
261 9.07 9.58 100.0 X = 95.30
266 4.83 3.87 80.1 o = 6.21
307 10.30 10.80 100.0
417 4.24 4.00 84,3
438 8.08 7.87 97.4
465 5.78 5.41 93.6
486 4.65 4.51 97.0
LCR~-M 188 15.49 17.80 100.0 _
205 23.11 21.92 94.8 X = 91.16
368 24,42 21.50 88.0 o = 7.02
455 22.34 22.42 100.0
461 9.73 7.77 79.8
467 9.65 8.23 85.2
490 13.15 11.88 90.3




método convencional en microplacas con acetiltiocolina e
Iso-OMPA. Los resultados i‘ndican que entre el 90-95% de la
enzima medida por el método colorimétrico se fija al
anticuerpo. Dado que el anticuerpo fija completamente a su
antigeno, la enzima del eritrocito, de todo ello se desprende
que las medidas de actividad AChE con inhibidor selectivoﬁdAe
la BuChE, Iso-OMPA, son correctas. Lo mismo se puede decir de
las determinaciones de actividad BuChE con butiriltiocolinal A
BW 284c51, un inhibidor especifico de la AChE. Todo ello

permite asegurar que las determinaciones de actividad AChE vy
BuChE que se presentan en este Capitule han sido efectuadas

adecuadamente.

3.3. Actividades AChE y BuChE en el Liquido

Cefalorraquideo de Pacientes con Meningitis e Hidrocefalia.

Se valoraron las actividades AChE y BuChE en el LCR
lumbar de 75 enfermos con meningitis bacteriana y de 68 con
hidrocefalia congénita y los datos se compararon con los
procedentes de sujetos normales. Los pacientes tenian edades
comprendidas entre meses Yy 60 afios, aunque, no fué posible
recoger muestras de liquidos lumbares de sujetos con
hidrocefalia de edad superior a los 10 afios. Las muestras se
distribuyeron en tres grupos, las que pertenecian a sujetos
menores de 1 afio, las procedentes de enfermos entre 1 y 8 afios
y las de pacientes entre 8y 60 ahos.

En la Fig. I1I-6 se comparan los datos de actividad AChE y

BuChE de los liquidos lumbares de sujetos normales,
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Tabla II-3. Actividades acetilcolinesterasa y butiril-
colinesterasa y contenido proteico del liquido cefalorraquideo
lumbar de sujetos con meningitis bacteriana (MB), hidrocefalia

(H) y controles (C).

Grupo AChE BuChE Proteina
Individuos (U/ml) (U/ml) {(mg/ml) (n)
* * ¥

1 12.83 £ 5.12, 14.53 = 5.47, 1.17 £ 0.73, (19)
MB 2 11.08 £ 3.63 8.12 + 3.53 0.73 = 0.29, (30)

3 13.35 = 3.80 8.64 + 4.17 1.33 £ 0.71 (26)

1 8.04 £ 1.86 6.75 + 1.86 0.46 + 0.14 (12)
H 2 8.57 + 3.98 5.96 * 2.59 0.36 * 0.05 (9)

3

1 8.51 £ 1.95 6.15 + 2.94 0.49 = 0.08 (28)
C 2 7.93 £ 2.53 4.59 + 2.01 0.25 * 0.10 (23)

3 14.51 = 3.13 7.34 + 2.50 0.37 + 0.07 (68)

Los grupes 1, 2 y 3 se refieren a los liquidos
procedentes de sujetos con edad menor de 1 afio, entre 1 y 8
afios y entre 8 y 60 afios, respectivamente. Los datos de AChE y
BuChE se expresan en nmoles de sustrato transformado, acetil-
tiocolina o butiriltiocolina, por min y ml de liquido. Entre
paréntesis (n) se indica el numero de muestras analizadas en
cada caso y el asterisco marca los valores con p < 0.001. Los
datos muestran las medias y desviaciones estandares de los
liquidos analizados, tomando para cada muestra el valor

promedio de tres determinaciones diferentes.



meningiticos e hidrocefalicos incluidos en el primer grupo. Se
comprueba que el promedio de las actividades AChE v BuChE de
los liguidos de sujetos meningiticos son notablemente
superiores al obtenido de liguidos procedentes de sujetos
normales. En cambic, los sujetos hidrocefédlicos muestran
valores promedioc de actividades AChE y BuChE proximas a las de
los sujetos normales. El contenido de proteinas del LCR de los
sujetos con meningitis era significativamente mayor que en lbs
individuos normales (Tabla II-3).

En la Fig. 1I-7 se presentan los datos procedentes de los
sujetos pertenecientes al segundo grupo. De nuevo, en los
individuos aquejados con meningitis hay aumento de los valores
medios de actividad AChE y BuChE y del contenido de proteina
en el liguido lumbar (Tabla II-3) en comparacién con los
controles. Los liquidos de individuos <con hidrocefalia
muestran actividades enzimadticas y niveles de proteinas
seme jantes a los de los liguidos de individuos normales.

Finalmente, cuando se comparan los datos de los sujetos
pertenecientes al tercer grupo, se concluye que los valores de
actividad AChE y BuChE de los pacientes con meningitis no son
diferentes de los obtenidos de sujetos normales (Fig. II-8),
aun cuando el contenido proteico del liquido de los paclentes
con meningitis es notablemente superior al que se obtiene en
los sujetos controles de la misma edad (Tabla 11-3).

La disponibilidad de muestras de liquidos ventriculares
de sujetos con hidrocefalia aquejados de ventriculitis nos

permitié estudiar en qué medida se afectaba la actividad AChE

y BuChE por la infeccién. Para este estudio distribuimos las




muestras en dos grupos, las de sujetos menores y las de los
mayores de un afio. La comparacién de los datos de los sujetos
hidrocefalicos y de 1los aquejados de ventriculitis, de
cualguier grupo de edad, supuso la comprobacién del
extraordinario aumento de las actividades AChE y BuChE en los
pacientes con ventriculitis (Figs. 1II-9 y [II-10). Dicho
aumento fué particularmente patente para el caso de la BuChE,
y corrié paralelo al del contenido promedio de proteina en.el

liquido ventricular de estos pacientes (Tabla 1I-4).
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Fig. I1-7. Actividades AChE vy BuChE en liquido
cefalorraquideo de nifios entre 1 y 8 ahos. Se mididé la
actividad AChE y BuChE y proteinas a muestras de LCR lumbares
de nifios, de 1 a 8 afios, sanos y enfermos. La concentracidn
media de proteina en LCR de sujetos con MB, Hy controles fué
de 0.73 + 0.29, 0.36 * 0.05 y 0.25 % 0.10 mg/ml,
respectivamente. Se midieron 30 muestras de MB, 9 de H y 23 de

C. Las lineas marcan la media * la desviacidén estandar de los

datos control. Las abreviaturas como en la Fig. II-2.




BuChE C :X=7.34%25
MB : X=8.64%4.17
20 +
185+
8 8
4 <
~ 107 6
£
~ Lo
= g
S’ 5 £ &
kS S
~5
E o0
g AChE C :X=1451%£3.13
1_.‘; o MB:X= 13.35£3.80
) 20 T O
= o
°
< 151 §
:
6
)
541
0

C MB

Fig. II-8. Actividad AChE y BuChE de LCR lumbar de
adultos. Se midieron 68 muestras de sujetos normales de edades
entre 8 y 60 afios y 26 de enfermos con MB de igual grupo de
edad. No pudimos comparar los datos con los procedentes de
adultos con hidrocefalia congénita por no disponer de un
numero suficiente de muestras. El contenide de proteinas de
las muestras de MB y C fueron de 1.33 + 0.71 vy 0.37 £ 0.07

mg/ml, respectivamente. Las abreviaturas como en la Fig. II-2.

92



BuCht Z VH :X= 3.23f 2.68
125 VVH: X=51.88£47.17
100+
<&
754
501
'é &
S 257 2
3 of—8
~©
E
5 AChE O VH %= 3.35£2.47
VVH: X=22.55£3.30
T 25+ g
°
= o
§ 20+ 2
<&
15+
10+
O
558
O Nt
Vo H VvV H

Fig. II-9. Actividad AChE y BuChE en LCR ventricular de
nifios menores de 1 afio con hidrocefalia y ventriculitis. Se
recogieron 9 liquidos ventriculares de nifies menores de un afio
con hidrocefalia (VH) y 11 con ventriculitis (VVH). Se
determinaron actividades AChE y BuChE y contenido de
proteinas. La concentracién de proteinas en las muestras VH vy

VVH fué 0.27 * 0.15 v 4.90 = 3.37 mg/ml, respectivamente.

Abreviaturas como en la Fig. II-2.
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Fig. 1I-10. Actividades colinesterasas en adultos con
hidrocefalia. Se valoraron las actividades AChE y BuChE y el
contenido proteico de LCR ventricular de 15 pacientes adultos
con hidrocefalia (VH) y 12 con ventriculitis (VVH). Los
niveles de proteinas fueron de 0.28 £ 0.16 yv 2.94 * 2.11 mg/ml

en las muestras VH y VVH respectivamente.
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4 .DISCUSION.

Las actividades AChE y BuChE, asi como el contenido de
proteina, del liquido cefalorragquideo de los nifiocs con
meningitis son superiores a las de las muestras de individuos
control. En adultos, sin embargo, el rango en que oscilan los
actividades enzimdticas no es muy diferente del que se obtiene
del andalisis de las muestras de sujetos sanos. El contenido de
proteina del liquido de los adultos con meningitis es superior
al de los individuos normales. Ello sugiere gque todos los
sujetos con meningitis muestran mayor actividad AChE, BuChE vy
proteina que los individuos normales, con independencia de la
edad del sujeto. Sin embargo, como las actividades AChE vy
BuChE aumentan con la edad del individuo (Figs. I1I-3, II-4)
llega un momento en que las oscilaciones de los datos de los
sujetos adultos normales y meningiticos, gquedan solapados. En
cambio, en los liquidos lumbares de los pacientes
hidrocefédlicos no hay aumento claro de la actividad AChE,
BuChE o de la concentracién de proteina.

Las determinaciones de 1la actividad AChE del LCR por
inmunoensayo con AEl y AE3 revelan que la proteina es
reconocida por estos anticuerpos generados contra la enzima
del eritrocito humano. La serie de anticuerpos AE1-AES fué
obtenida por el grupo de Fambrough (1982), todos ellos
utilizando la AChE eritrocitaria como antigeno. Posteriormente
se han coseguido anticuerpos monoclonales contra la enzima de
érgano eléctrico de Torpedo (Doctor y col, 1983), cerebro de

conejo (Mintz y Brimijoin, 1985), cerebro de rata (Rakonczay y
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Brimijoin, 1986), cerebro de pollo (Rotundo, 1984 a vy bl.

Se ha comprobado gque ninguno de los anticuerpos
monoclonales obtenidos contra AChE de ave reacciona con la
enzima de mamifero, o del oérgano eléctrico de Torpedo. For
otra parte, los anticuerpos obtenidos contra la AChE de
eritrocito humano (Fambrough y col, 1982; Brimijoin y col,
1983a), de cerebro de conejo (Mintz y Brimljoin, 1985) o de
cerebro de rata (Rakonczay y Brimijoin, 1986) tampdco
reconocieron a la enzima de ave. Todo ello supone que la
enzima de ave y de mamifero difieren en la secuencila y/o
estructura.

Los anticuerpos de la serie AE1-AES se ligaron en mayor o
menor medida con la enzima de la unién neurcmuscular de mono,
conejo y humanos, mostrando la existencia de epitopos comunes
en la enzima de eritrocito, musculo y, posteriormente, cerebro
(Rasmussen, 1987).

Nuestros datoc indican que la enzima de cerebro humano -y
del liquido  cefalorraquideo contiene epitopos dende se ligan
AE1 y AE3, pero ello no quiere decir que la enzima de las dos
fuentes sean idénticas porque podrian diferir en alguna otra
caracteristica (glicosilacidn, caracter hidrofilico o}
hidrofébico, o distribucién de formas moleculares).

Es importante sefialar que el plasma de los pacientes con
esclerosis lateral amiotréfica contiene anticuerpos capaces de
reaccionar con la AChE de los eritrocitos e inducir hemolisis
al inyectarlos en sujetos normales (Sindhuphak y col, 1988).

Yolviendo a los resultados de los anédlisis del contenido

de actividad AChE vy BuChE en el LCR de sujetos con-



ventriculitis y meningitis hemos comprobado que en ambas
situaciones se produce un aumento de la concentracién de
proteina en relacién con jos valores obtenidos en sujetos
normales. Ello indica que, como consecuencia de la infeccidn
se produce una modificacién de la permeabilidad de la barrera
hematoencefalica, se favorece el transito de material desde el
encéfalo al liquido cefalorraquideo o de la sangre al ligquido
cefalorraguideo. Este cambio de permeabilidad puede conducir a’
un aumento de transferencia de proteinas desde el plasma al
medio ventricular.

No es conocido el origen de la BuChE del LCR, pero hay
quien sugiere que procede del plasma ¥y de las células gliales
(Giacobini y col, 1986; Rao ¥y col, 1990). El1 aumento
simultaneo de la actividad BuChE y de la proteina en el LCR de
pacientes que han sufrido una trombosis aguda supone que la
lesién cerebral favorece la permeabilidad y el transito de
proteinas desde el plasma al liquido cefalorraquidec. Este
flujo de proteinas plasmaticas puede ser responsable también
del aumento de la actividad BuChE vy de la concentracién de
proteina de los pacientes con meningitis y ventriculitis.

Se desconoce cual es la fuente de la AChE del LCR. Se ha
demostrado que el tejido nervioso es capaz de secretar AChE
tras someterlo a diferentes estimulos (Chubb y col, 1976;
Greenfield y Smith, 1979). El aumento de la actividad AChE en
el LCR de los sujetos con meningitis o ventriculitis podria
indicar que los mecanismos de secrecién de la enzima desde el
tejido neural se afectarian por la infeccién. Podria ocurrir

que el aumento de la actividad AChE fuera un efecto secundario
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de la infeccién, pero es posible que la liberacion de AChE en
esta situacién no sea accidental, sino que constituya una
forma de paliar los efectos indeseables de la invasidén viral o
bacteriana sobre el sistema nervioso. La AChE parece
desempefiar papeles diferentes del de la hidrélisis de 1la
acetilcolina. Ello se obverva al aplicar AChE a neuronas de la
substancia negra donde la enzima Induce hiperpolarizaciones.
Estos efectos se producen tanto con la AChE activa, coﬁo
inhibida por Soman, y las acciones son mediadas por la AChE,
por la proteina enzimatica y no por el fransmisor
acetilcolina, ni por la BuChE (Greenfield y col, 1989).

Parece que la secrecién de AChE, por las dendritas de las
células del nigrostriatum no representa solamente un proceso
de liberacién de un producto soluble, sino que tal liberacidn
responde a un propésito concreto. Es probable que la enzima
sirva para reforzar la respuesta de la célula a la informacidn
recibida, que a su vez fortalece e incrementa la
disponibilidad de dopamina en el estriato (Greenfield, 1991).
Seguramente, la AChE liberada de la mencionada regidn cerebral
pase a formar parte del LCR, pero también la liberada en el
hipotédlamo, cerebelo y locus coeruleus. Los niveles de AChE
secretados desde el cerebro al liguido cefalorraquideo se
reducen casi por completo tras la lesién electrolitica de la
sustancias negra (Greenfield y Smith, 1979).

Los proximos aflos seran decisivos para aclarar las
funciones no colinérgicas de la AChE, las razones de la
liberacién de la AChE al liguido ventricular y las posibles

acciones de la enzima soluble en ese medio.
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CAPITULO III

FORMAS MOLECULARES DE ACETILCOLINESTERASA

Y BUTIRILCOLINESTERASA EN LIQUIDO CEFALCRRAQUIDED,

PLASMA Y CEREBRO HUMANO.
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Dado que tanto la AChE como la BuChE forman parte del
LCR, surge el problema del origen de estas enzimas en dicho
fluido. Hay quien piensa que la BuChE procede como tal del
plasma (Rao y col, 1989). Estos autores se basan en la
movilidad electroforética de ambas enzimas, y en la capacidad
que poseen los anticuerpos generados contra la BuChE
plasmatica, para inmunoprecipitar a la enzima del liquido
Jumbar. Sin embargo, dado que los anticuerpos generados son
policlonales es posible que diferentes anticuerpoes
inmunoprecipiten a la enzima de las dos fuentes. Incluso, el
hecho de un epitopo comin no garantiza en modo alguno que las
dos formas de BuChE, en plasma y en LCR sean idénticas.

Sobre el origen de la AChE recaen muchas dudas. E1
contenido de esta enzima en el plasma humano es muy bajc,
alrededor del 1-2%, o incluso menor dependiendo de los
individuos (Mader y col, 1990). En el LCR, en cambio, la
actividad AChE es superior a la BuChE, en términos generales.
Es dificil imaginar que la AChE de LCR proceda del plasma,
transporténdose selectivamente para que no penetre de modo
simultaneo la BuChE, mucho més abundante que la AChE, en el
espacio ventricular.

El tejido cerebral de mamifero contiene elevadas
proporciones de AChE pero la mayor parte de la enzima esta
ligada a estructuras celulares y es, por consiguiente, muy

hidrofébica (Vidal y col, 198ia vy b; Chai y col, 1981; Fuentes

7
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y col, 1988; Inestrosa y Perelman, 1989). La enzima del LCR
es, sin embargo, eminentemente hidrofilica y soluble en el
liguido lumbar.

En este capitulo se procedi¢ a la separacidén de los
componentes moleculares de la AChE y BuChE del ligquido lumbar
de sujetos normales, haciendo uso de la centrifugacidn en
gradientes continuos de densidad de sacarosa. También se
analizaron muestras de sujetos, afectados con meningitis,
hidrocefalia o wventriculitis, para examinar si en estas
patologias se modificaba el modelo de sedimentacién de formas.

Se investigaron también las formas moleculares de AChE y
BuChE en el plasma y en el cerebro humano de sujetos normales.

En el capitulo posterior, las formas moleculares aisladas
se incuban con lectinas de distinta naturaleza. Mediante el
andlisis de la interaccién de la AChE y BuChE del LCR, plasma
y cerebro, con lectinas se intentarad una aproximacién al

origen de las enzimas del liquido lumbar.




2.HMATERIALES Y METODOS:

5 1 . Extraccién de Acetilcolinesterasa ¥ Buririlcolin-

esterasa de Cerebro Humano.

Las muestras se tomaron de autopsias de sujetos que
habian fallecido por accidente con politraumatismo o por
infarto cardiovascular y siempre antes de las 24 horas del
fallecimiento. Se separaron fragmentos de cértex temporal o
frontal de unos 30-40 g, e inmediatamente se introdujeron en
nitrégeno liquido hasta el momento de su homogeneizacién. Una
vez descongeladas, las muestras se pesaron y homogeneizaron al
10% p/v en tampén Tris, 10 mM, pH 7.0 que contenfa IM NaCl, S0
mM MgClz y las antiproteasas: inhibidor de tripsina, 0.1
mg/ml; 1mM EGTA; benzamidina, 2 mM; bacitracina, 1 mg/ml;
pepstatina, 1C pg/ml; leupeptina, 20 pg/ml; aprotinina, 20
U/mi, afadiendo todos los reactivos a2l tampdén inmediatamente
antes de la homogeneizacién del tejido. Dicha homogeneizacidn
se realizé en un Potter manual de vidrio con el émbolo de
teflén y en frio hasta consegulr una suspensioéon homogénea. Se
retiré una alicuota para la medida de actividad y proteina en
el homogenado de partida y el resto se centrifugé a 100.000 x
g, durante 1 h, a 4°C, para separar las actividades AChE ¥y
BuChE solubles, esto es, no ligadas a las membranas. Las
centrifugaciones se realizaron utilizando un rotor TFT 65.38

Kontron vy centrifuga Centrikon T1055. Alternativamente, las

muestras se homogeneizaron en el tampon anterior al gue se€




afiadié Triton X-100 para que guedara a la concentracidén final
de 1% p/v. Después de centrifugar como antes,se obtuvieron
juntas tanto la fraccién de enzima soluble de forma natural
como la que estaba asociada a las membranas, por el efecto
emulsionante del detergente Triton X-100. En todos los casos,
después de separar la fraccién soluble, el precipitado se
resuspendié en el tampén de la primera homogeneizacidén para
valorar 1la actividad enzimatica y la proteina que habia
quedado unida a las membranas tras los tratamiento anteriores.

Para separar las fracciones de la enzima soluble y ligada
a las membranas se procedié como antes, homogeneizando el
tejido en tampén sin Triton X-100 y, una vez separada la
fraccién soluble, resuspendiendo el precipitado en el tampdn
que contenia Triton X-100 al 1% p/v. Tras esta segunda
homogeneizacién, se recogié la fraccién de la enzima

solubilizada con detergente por centrifugacién a 100.000 x g.

2.2.Medida de Actividad AChE y BuChE.

La medida de las actividades enzimaticas se reallzdé
haciendo uso del método de Ellman y col (1961) tal y como se
describe en el Capitulo II, epigrafe 2.2.1. Asi se midieron
las muestras de LCR, plasma, homogeneizados de cerebro vy
fracciones solubles del mismo. En todos 1los casos, los
analisis se practicaron a 37°C y en presencia de
acetiltiocolina e Iso—-OMPA si se deseaba valorar la AChE o con

butiriltiocolina y BW 284c51 si interesaba medir la actividad

BuChE.
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Para la determinacién de las actividades AChE y BuChE en
las diferentes fracciones recogidas de los gradientes de
densidad de sacarosa se utilizé el procedimiento en microplaca
que se describié en el Capitulo 11, epigrafe 2.2.2.

La concentracién de proteina de las muestras se determiné
aplicando el métodec de biuret modificado que se explicd

anteriormente.

2.3.Centrifugacién en Gradiente de Densidad y Calculoc de
los Coeficientes de Sedimentacidén de las Formas HMoleculares

Separadas.

2.3.1.Preparacién de los gradientes.

La determinacién de los coeficientes de sedimentacidén se
llevé a cabo aplicando el procedimento de Martin y Ames
(1961), por comparacién de la distancia recorrida por la
proteina, cuyo coeficiente de sedimentacién se  desea
establecer cuando se somete a ultracentrifugacién, con la de
una proteina estéandar de coeficiente de sedimentacion
conocido.

Las disoluciones de sacarosa empleadas en la confeccidn
de los gradientes se preparararon en tampén Tris 10 mM, NaCl
1M, MgClz, 50 mM, pH 7.0 (tampon Tris-salino) con Triton X-100
(0.5% p/v), Brij 96 (0.5% p/v) o sin detergente. El gradiente
continuo, 5-20% p/v, se preparé haciendo uso de un formador de

gradiente Kika~ Werk de Janke & Kunkel, poniendo en uno de los

depésitos la disolucidn de sacarosa al 20% p/v y en el otro al




5% p/v. La salida del gradiente del depdsito se reguld
mediante una bomba peristaltica Gilson Minipuls 2 para que el
flujo fuera de 0.78 ml/min. Los tubos de centrifuga eran de
polialémero, de 12.5 ml de capacidad y, una vez preparados,
los gradientes se enfriaron, manteniéndolos a 4OC, antes de
depositar sobre ellos las muestras que se iban a analizar.

Como marcadores de coeficiente de sedimentacién fueron
utilizados pB-galactosidasa de E. coli (16.0 Szo,x) (G),
catalasa de higado bovino (11.4 S2o0,w) (C) y fosfatasa
alcalina de intestino bovino (6.1 Szo,w) (F).

Las enzimas marcadoras se afiadieron a la muestra antes de
poner ésta en el gradiente. Se depositaron 0.3-0.5 ml de
muestras de LCR o extractos de cerebro sobre el gradiente, ¥y
los tubos se colgaron de un rotor SW 41Ti de Beckman Yy se
centrifugaron en centrifuga Centrikon T1055 de Kontron durante
18 h a 150.000 x g, ¥y a 4OC. Terminada la centrifugacién, los
tubos se perforaron con un sistema Fraction Recovery System de
Beckman y se recogieron fracciones de unos 260 ul, regulando
el flujo de salida con una bomba peristéaltica Gilson Minipuls
2. Se utilizé también un colector de fracciones Frac-100 de
Pharmacia. Se obtenian entre 35 y 40 fracciones y en cada una
de ellas se determinaron las actividades AChE, BuChE vy las de
las enzimas marcadoras. La comprobacién de la continuidad del
gradiente se realizd, ocasionalmente, midiendo el indice de
refraccién de cada una de las fracclones recogidas. Los
resultados mostraron que habia una relacién lineal enire la
densidad de sacarosa y el numero de la fraccién en la gque ésta

se media.
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2.3.2.Medida de actividades de los marcadores estandares.

La actividad p-galactosidasa se valord por medida del
incremento de absorbancia a 405 nm de una mezcla gue contenia
1.5 ml de o-nitrofenil-p-D-galactopiranésido, 2 mM, en Tris-
acetato, G.01 M, pH 7.5 y 20 pl de muestra (Craven y col,
1965).

La "actividad catalasa se determiné por medida de la
disminucién de la absorbancia a 240 nm de una mezcla que
contenia 3 ml de tampdén fosfato 10 mM, pH 7.5, 20 ul de H202,
0.9 My 10 pl de muestra (Chance y Herbert, 1950).

La actividad fosfatasa alcalina fué determinada siguiendo
el incremento de absorbancia a 405 nm de una mezcla de
reaccién preparada con 1.5 ml de p-nitrofenilfosfato, 0.75 mM,
en tampén dietanolamina, 0.1 M, pH 9.8 y 10-15 pl de muestra

{Garen v Levinthal, 1960).

2.3.3.Calculo del coeficiente de sedimentacidén de las

formas moleculares de las ChE.

Se determiné experimentalmente la relacidn (R} de
movilidades entre la proteina de coeficiente de sedimentacién

desconocido (¥X) y la estandar, de coeficiente conocido (E)

dX

R= dE

Siendo d¥ la distancia recorrida desde el menisco por la




proteina X y dE la distancia recorrida desde el menisco por la
proteina E.
Dado que las moléculas se mueven a una velocidad casi

constante se puede establecer que:

0.725 .
proteina X
. 20,w
0.725 .
S proteina E
20,w

donde Szo es la constante de sedimentacidn extrapolada al
W
estado estandar del agua y suponiendo un volumen especifico
parcial de 0.725 cm® g-1 para la proteina. La mayoria de las
proteinas presentan un volumen especifico parcial de 0.70-0.75
3 -1
cm o og .

Para las moléculas que muestren el mismo volumen

especifico parcial se cumple que

R = Sz20,w proteina X - Nt — Nx
S20,w proteina E Nt — Ne
de donde Sz20,w proteina X = -—%%%;;%FL— . Sz0,w proteina E
- e

siendo Nt= numero total de fracciones recogidas del gradiente,
Nx la fraccién que contiene el méximo de la proteina
desconocida y Ne la fraccién en la que la actividad de la
proteina estandar es maxima.

Por aplicacién del procedimiento descrito se han
analizado las formas moleculares de AChE y BuChE que hay en
los liquidos cefalorraquideos lumbares de sujetos normales,

con meningitis y con hidrocefalia, asi como en leos liquidos
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ventriculares de sujetos con hidrocefalia y con ventriculitis.
La separacidon de las formas wmoleculares se ha hecho en
gradientes desprovistos de detergentes, con Triton X-100 (0.5%
p/v) y con Brij 96 (0.5% p/v].

También se han separado las formas moleculares de BuChE
del plasma humano.

Las moléculas de AChE y BuChE en cerebro humanc se han

analizado en gradientes sin detergente o conteniendo Triton

¥-100 y Brij 96.




3.RESULTADOS.

3.1.Formas Moleculares de Acetilcolinesterasa y

Butirilcolinesterasa en el Liquido Cefalorraquideo.

La distribucidén de las formas moleculares de AChE y BuChE
en el liquido lumbar de sujetos normales se muestra en las
Figs. III-1 y III-2.

La actividad total medida en el conjunto de las
fracciones recogidas del gradiente fué siempre del 80-90% de
la depositada en los tubos, tanto si se valoraba la actividad
AChE como si se media BuChE. Cuando se analizdé la distribucidn
de formas moleculares de AChE sdélo aparecia claramente una
forma con coeficiente de sedimentacidén de 10.5-11.0 S,
representando ésta alrededor del 70-80% del total de la
actividad recogida en las fracciones del gradiente.
Ocasionalmente, aparecian formas minoritarias de alrededor de
6.5 Sy 4.5 S, aunque la determinacidén exacta del coeficiente
de sedimentacidén de estas formas es casi imposible, dada su
minima contribucién al total de la actividad AChE (Fig.
I11-1). Seguramente la forma de 10.5-11 S corresponde a un
tetramero hidrofilico (G4) mientras que las formas mas ligeras
deben ser formas G2 y Gi, dimeros y mondmeros globulares,
respectivamente.

Se encontrd wuna situacién parecida al valorar la
actividad BuChE, sbélo que ahora el coeficiente de
sedimentacién de la forma molecular mas abundante era de

11.5-12.0 S (Fig. II1-2). Esta f{forma representaba un 80-90%
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del total de la actividad BuChE medida en las fracclones del
gradiente. Tamblén en este caso, a veces aparecian formas
ligeras, poco abundantes, con coeficientes de sedimentacion de
6.5y 5.0 S. La forma principal de BuChE en el LCR es también
un tetramero globular hidrofilico (G4} que, como es sabido,
presenta un coeficiente de sedimentacién ligeramente superior
al de su homéloga de AChE (Vigny y col, 1978).

No se apreciaron diferencias entre 1los perfiles de
sedimentacién de la AChE y BuChE del liquido cefalorraquideo
de sujetos normales con edades inferiores a un afio, entre uno
y ocho afios y adultos. Incluso, los ligquidos cefalorraquideos
de sujetos con edades superiores a los setenta afios
presentaban un modelo de formas moleculares de AChE vy BuChE
idéntico al gue mostraban los liquidos de ninos o jovenes. En
las Figs. 1III-1 a 1I1I-6 se presentan los analisis de
sedimentacién de las formas de AChE y BuChE de liquidcs
lumbares de sujetos normales y aquejados de distintas
patologias.

El caracter tipicamente hidrofilico de la AChE ¥y BuChE
del 1liquido cefalorraquideo queda de manifiesto en la Fig.
11I-3. En ella se comprueba gue cuando el liguido se
centrifuga en gradientes que no contlenen detergentes o que
estan preparados con Triton X-100 o Brij 96, la migracién de
las formas enzimaticas es la misma, con independencia de la
naturaleza del medio. Ello supone que las moléculas
enzimaticas, AChE y BuChE, son hidrofilicas e incapaces de

interaccionar con tensioactivos.
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Fig. III-3. Analisis de sedimentacidn de las

colinesterasas del liquido cefalorraquideo en gradientes de
sacarosa preparado sin y con detergentes. Los 1liquidos
lumbares se centrifugaron en gradientes desprovistos de
detergentes (o) o conteniendo Triton X-100, 0.5% p/v (&) o
Brij 96, 0.5% (o). Se valord la actividad AChE (1) y BuChE
(2). Los marcadores utilizados fueron f-galactosidasa (G),

catalasa (C) y fosfatasa alcalina (F).



3.2.Formas Moleculares de Acetilicolinesterasa Y

Butirilcolinesterasa en Liguido Cefalorragquidec de Pacientes

con Meningitis e Hidrocefalia.

Cuando las muestras de liquido cefalorraguideo sometidas
al anélisis por centrifugacién para separar los componentes
moleculares de AChE y BuChE procedién de sujetos con
meningitis Dbacteriana se comprobd que los perfiles de
sedimentacién eran idénticos a los obtenidos con las muestras
de leos individuos controles, tante en lo referente a la
actividad total recuperada del gradiente, <como a la
distribucién de formas y porcentaje de la forma principal con
relacién al total de actividad (Figs. III-1 y III-4). Ello
indica que como consecuencia de la infeccidén no se modifica de
forma apreciable el modelo de distribucién de componentes
moleculares de AChE. Tampoco se encontraron diferencias al
comparar los perfiles de sedimentacién de las formas de BuChE
procedentes de individuos normales y con meningitis (Figs.
111-2 v III-5).

Los liquidos ventriculares de pacientes con hidrocefalia
de etiologia diversa también fueron sometidos a centrifugacion
en gradientes de densidad (Fig. I1II-6). En este caso, se
comprobé que no habia diferencias entre los perfiles de
sedimentacién de formas de AChE y BuChE de liquidos lumbares y

ventriculares, entre si, ni tampoco entre los procedentes de

sujetos con hidrocefalia o ventriculitis (Fig. III-6).




Actividad AChE (Unidades arbitrarias)

o £
Frocmon

Fig. III-4. Comparacién de los perfiles de las formas
enzimédticas de AChE en liquido cefalorraquideo de individuos
normales y de pacientes con atrofia cerebral, hidrocefalia o
meningitis. Se analizaron liquidos lumbares de un sujeto
normal de 9 meses (1), paciente de 67 afos con atrofia
cerebral (2), sujeto de 7 meses con hidrocefalia (3) vy
paciente de 12 afios con meningitis (4). Medida de actividad

AChE y proteinas estandares (G, C y F) como en la Fig. II1-1.
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Fig. III-S. Anélisis de las formas enzimaticas de BuChE

de los liquidos lumbares de los sujetos sefizlados en la Fig.

un nific de 9

I11-3. Se investigan los 1igquidos lumbares de
meses (1), sujeto de 67 afios con atrofia cerebral (27}, nifio de
7 meses con hidrocefalia (3) y paciente de 12 afios con

meningitis (4).
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Fig. 1III-6. Formas moleculares de AChE y BuChk en
liquidos ventriculares. Liquidos procedentes de sujetos con
hidrocefalia (1,3) o ventriculitis (2,4). Se analiza la
actividad AChE (1,2) y BuChE (3,4). Los liquidos proceden de
un nifio hidrocefdlico de 15 dias y otro ce 2 meses con

ventriculitis.



3.3.Formas Moleculares de Butirilceolinesterasa en Plasma

de Sujetos HNormales.

El plasma humano contiene casi exclusivamente
butirilcolinesterasa, y en €so se diferencia del plasma de
otros mamiferos gue mugstram cantidades significativas de
AChE- perro, ratén y cerdo- y de otros, en los que el
componente fundamental es la AChE, siendo la BQChE
minoritaria- conejo, rata, vaca y cabra- (Arpagaus vy col,
1991). De hecho, es muy dificil determinar la actividad AChE
del plasma humanc por el procedimiento habitual, método de
Ellman (1961) en presencia de inhibidores selectivos de la
BuChE, porque es tan alta la actividad de esta ultima enzima
gue, aun con inhibidores, se solapan los datos de AChE vy
BuChE, falseandose los resultados.

En el plasma humano hay una forma molecular predominante
de actividad BuChE (Fig. III-7), aunque, aparentemente también
se pueden encontrar formas mas pesadas. El coeficiente de
sedimentacién calculado para la formé principal es de 12-12.5
S yv el de la especie mas pesada es de 14-15 S. También es
posible que en el plasma hayan formas ligeras, Gi o Gz, aunque
como se observa en las Fig. III-7, su contribucién al total de
la actividad BuChE es despreciable.

Para establecer si en realidad habian formas intrinsecas
de BuChE 14-15 S en el plasma, las fracciones del gradiente en

la zona del hombro y las de la zona del pico, se dializaron y

volvieron a depositar en un gradiente. Los resultados de la
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Fig. I1I-8 muestran claramente, que en ambos casos se obtliene
el mismo perfil de formas. Ello hace pensar que las formas
pesadas proceden de fendmenos de autoagregacién de las
moléculas individuales de BuChE. El coeficiente de
sedimentacién determinado se corresponde con el calculado por
otros autores (Chatonnet y Lockridge, 1989) demostrandose que
la forma predominante de BuChE en plasma es un tetramero G4
(Lockridge, 1988). Una vez reconocido el hecho de 1la
existencia de una uUnica especie de BuChE en el plasma se
procedié al anélisis de la interaccién de 1la enzima con
Jectinas de distinta naturaleza como se explica en el Capitulo
IV de esta Memoria.

Los intentos para determinar la actividad AChE en las
fracciones recogidas de los gradientes por el método de
Eliman, en presencia del inhibidor de la BuChE, Iso~OMPA, o
por inmunoensayo con AEl fueron infructuosos ya gque la
actividad AChE que contiene el plasma humano es extremadamente

baja.

3.4.Formas Moleculares de Acetilcolinesterasa ¥

Rutirilecolinesterasa en Cerebro Humano.

3.4.1.Extraccién de AChE y BuChE con tampén salino ¥y

antiproteasas.

La proporcién de enzima soluble respecto del total de la

actividad medida en el homogenado inicial se calcula tenlendo

en cuenta gque se considera enzima scluble aguella que
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Fig. III-8. Formas moleculares de BuChE en el plasma
humano. Las muestras proceden de las fracciones separadas
segin se indica en el pie de la Fig. I11I-7. El resultado del
analisis del pico principal corresponde a la grafica 1 y el
del hombro se muestra en la grafica 2. Los marcadores internos

son los sefialados en la Fig. IT1I-1.
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permanece en disolucién después de centrifugar el homogenado
de partida a 100.000 x g durante una hora.

La homogeneizacién del cerebro al 10% (p/v} en tampdbn
salino vy antiproteasas supuso la extraccién del 30%,
aproximadamente, de 1a actividad AChE total. La actividad
especifica de la preparacién soluble fué de 0.085 umoles de
sustrato hidrolizado/hora/mg proteina. El resto de la enzima
quedé asociada a las membranas, siendo necesario el emplec de
detergentes para conseguir su solubilizacién. En la Tabla
I11-1 se muestran los datos relativos a la actividad AChE/g de
tejido y el porcentaje de proteina extraida por este
procedimiento.

La valoracién de la actividad BuChE en la {fraccidn
soluble obtenida por extraccién con sales y antiproteasas
permitié establecer que alrededor del 30% de la BuChE total
del cerebro humano también habia sido solubilizada (Tabla
I11-2). Ello indicaba que, como le ocurria a la AChE, la mayor
parte de la BuChE se encontraba particulada, esto es asociada
a elementos membranosos de las células componentes del tejido.

El dato de actividad especifica 0.046 pumoles de
butiriltiocolina hidrolizada por hora y mg de proteina indica
claramente que la actividad medida es aproximadamente la mitad

de la que se obtiene con acetiltiocolina e Iso-OMPA.

3.4.2.Extraccién de la AChE y BuChE con tampdén salino,

antiproteasas y Triton X-100.

La homogeneizacién del cerebro en 10 mM Tris, pH 7,




D T

R

sales, antiproteasas y Triton X-100 (1% p/v), proporcioné una
suspensién con una actividad AChE de 2.75 U/ml, mucho mayor
que la obtenida si el tejido se homogeneizaba en medios
desprovistos de Triton X-100 (1.80 U/ml). Ello es indicativo
de que buena parte de la enzima se encuentra ocluida, esto es
con los centros activos inaccesibles al sustrato, ya embutidos
en la membrana o modificados por interacciones con iones o
proteinas de membranas. También es probable que buena parte de
la enzima esté asociada a organulos intracelulares y, aun
después de la homogeneizacidon del tejido, los centros activos
queden fuera del alcance del sustrato. Conviene sefialar que el
dato de actividad BuChE en preparaciones obtenidas por
homogeneizacién del cerebro sin Triton X-100 y con detergente
se diferencian muy poco, 0.82 y 0.92 U/ml (Tablas III-2 vy
I1I11-4). Ello indica que el fendémeno de aumento de la actividad
AChE es propio de esa enzima y no de la BuChE.

La centrifugacién de la suspensién obtenida con
detergentes proporcioné una preparacién que contenia alrededor
del 80% de la actividad AChE de partida, el resto de la enzima
debié de desnaturalizarse durante la extraccién ya que apenas
quedaba actividad AChE en el precipitado obtenido al separar
la fraccién soluble (Tabla III-3).

La medida de la actividad BuChE en el sobrenadante de la
suspensién del tejido en medios con detergentes puso de
manifiesto que, en presencia de Triton X-100, toda la enzima
se habia liberado, como habia ocurride con la AChE (Tabla
1I1-4).

Por lo que se refiere a la valoracién de las proteinas en
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las preparaciones, interesa destacar que el total de la
proteina medida en los sobrenadantes y en los precipitados
resuspendidos es slempre mayor due la que se determina en los
homogenados de partida (Tablas 111-1 y I1I-4). No creemos que
ello sea el resultado de imprecisiones en las medidas, sino
mas bien de la mejor digestién de elementos de las membranas
por el desoxicolato presente en el reactivo del biuret, una
vez que el material ha sido centrifugade y resuspendido en el
medio apropiado por segunda Vez. Una mejor disgregacion del
material facilitaréd el ataque del desoxicolato, la liberacién
de las proteinas de la membrana y 1a reaccién de las proteinas
solubles con el biuret.

De todo lo expuesto queda patente que alrededor del 30%
del total de la actividad AChE vy BuChE se encuentra libre, o©
débilmente ligada a estructuras de las membranas, mientras que
el resto estd fuertemente asoclado a fosfolipidos y sélo se
conseguira su solubilizacién por aplicacién de detergentes. En
todas las preparaciones analizadas la actividad AChE fué

superior a la BuChE.

3.4.3. Perfiles de sedimentacisén de las formas
moleculares de Acetilcolinesterasa extraidas del cértex

cerebral con tampén salino.

Una vez separada la fraccioén de la enzima solubilizada
del cerebro con tampén Tris-salino conteniendo antiproteasas

se procedié al analisis de la distribucién de formas

moleculares de AChE y BuChE.
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En 1la Fig. I111-9 se muestran los ©perfiles de
sedimentacién de las especies de AChE. Se comprueba que en las
preparaciones siempre hay una forma principal de alrededor de
10.5 S y otra forma menos importante de 3.5-4.0 S. Los valores
promedio de las formas pesadas y ligeras que hemos calculado
son 10.26 * 0.52 (n = 11) y 3.76 = 0.33 (n = 11). La forma
predominante representa el 50-60% del total de la actividad y
algo menor es la contribucién de la forma ligera (Fig. II11-9).
Sin embargo, las proporciones de las dos formas puede variar
considerablemente de unos individuos a otros, e incluso entre
distintas regiones cerebrales de un mismo sujeto (Atack y col,
1986). Las moléculas de AChE con coeficiente de sedimentacidn
de 10-11 S son tetrameros globulares, formas G4, mientras que
las de alrededor de 4 S corresponden a la enzima monomérica Gi
(Vigny y col, 1978; Brimijoin, 1983b).

En principio, cabia pensar que la enzima extraida del
cerebro sin detergentes fuera wuna molécula tipicamente
hidrofilica, estc es incapaz de interaccionar con detergentes
v, por ello, que mostrase el mismo coeficiente de
sedimentacién con independencia de que el gradiente de
sacarosa se preparase con o sin detergentes.

Sin embargo, la Fig. III-10 muestra claramente que el
valor del coeficiente de sedimentacién depende de la presencia
de detergente, asi como de la naturaleza del mismo. Los
coeficientes de sedimentacién de la forma mas abundante fueron
11.5 S, 10.0 S y 9 S segin los gradientes se prepararan sin
detergente, con Triton X-100 o con Brij 96, respectivamente.

De modo parecido, el coeficiente de sedimentacién de la forma
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G1 quedé afectado segun los gradientes de sacarosa contuvieran
o no detergentes (Fig. I1II-10).

Estas son las propiedades gue caracterizan a las
moléculas anfifilicas de AChE (Cénovas-Mufioz y col, 1990=a; Bon
v col, 1990). Por lo tanto, pensamos que, 2l menos, la forma
pesada es anfifilica, Gs*. Dada la escasa contribucién de la
forma Gi al total de la actividad no es posible asegurar
plenamente que los mondémeros del tejido cerebral extraidos con
tampones diluidos interaccionen de forma eficlente con
detergentes, aunque a la vista de los datos de la Fig. III-10
los monémeros parecen ser anfifilicos.

En la Fig. III-11 se observa el cambio que se produce en
la distribucién de {formas por almacenamiento en congelador
(—ZOOC} atn cuando las muestras contengan antiproteasas. Se
puede comprobar que a las 48 horas de almacenamiento aparecen
formas agregadas en regiones del gradiente con alta densidad
de sacarosa, disminuye ligeramente la altura del pico de la
forma Gz y aumenta la proporcién de la forma Gi1, 1lo que
sugiere la aparicién de formas G’1 liticas, no naturales,
procedentes de la degradacién de Gs. La confirmacién de estos
datos se ofrece en la Fig. III-12. En ella se muestra el
perfil de las formas de AChE extraidas del cerebro sin
detergente y centrifugado en gradientes de densidad con Bri}j
96, introduciendo una muestra reciente o almacenada 48 horas o
g dias en congelador.

En la muestra obtenida recientemente, sin congelar,

aparecen la forma principal de 9.5 S, y la minoritaria de 2.5

g, Cuando el extracto se mantuvo 48 horas congelado se produjo
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Fig. III-9. Formas moleculares de AChE de cerebro humano.
Extractos obtenidos por homogeneizacién del cértex cerebral en
tampén salino sin detergentes. Los gradientes de densidad
contenian Triton X-100 (0.5% p/v). Los perfiles mostrados
proceden de extractos solubles de material de tres sujetos
distintos. La actividad AChE se determiné en microplacas con
acetiltiocolina e Iso-OMPA. Marcadores internos, G, C, F, como

en la Fig. III-1.
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Fig. III-10. Efecto de la naturaleza del detergente sobre
el valor del coeficiente de sedimentacién de las moléculas de
AChE extraidas del cerebro sin detergentes. Las muestras se
depositan en gradientes preparados sin detergentes (1) o©
conteniendo Triton ¥-100 (2) o Brij 96 (3). Obsérvese el
notable desplazamiento a zonas de menor densidad de sacarosa
de las formas enzimaticas cuando 1los gradientes contienen

detergentes.
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Fig. IT11-11. Efecto del almacenamiento sobre la

distribucién de las formas moleculares de AChE en extractos de
cerebro obtenidos por homogeneizacién del tejido en medios
tamponados desprovistos de detergentes. Las muestras
recientemente obtenidas se sometieron a centrifugacién en los
gradientes (1) o se almacenaron en congelador (-20°C) durante
2 dias, antes' de la centrifugacién (2). Los gradientes

contenian Triton %X-100.
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Fig. 1II-12. Efecto de la congelacién sobre la

distribucién de las formas moleculares de AChE. Las muestras
de la enzima solubilizada sin detergente se centrifugaron
inmediatamente después de su obtencién (1) o después de 2 dias
(2) o 9 dias (3) de mantenerlas en congelador {-ZOOC}. Los
gradientes se han preparadc en esta ocasién con Brij 96 (0.5%
p/v). Notese la disminucién de la altura del pico principal de

AChE en los anélisis de la muestra sin almacenar y mantenida

en congelador.




un cambioc importante en los perfiles de sedimentacidén. Se
puede apreciar claramente cémo aumenta la proporcién de las
formas Gi1, por degradacién de la forma principal. Los
fenémenos de vagregacién de las moléculas enzimaticas se
produciran siempre que la muestra se congele, aun cuando los
gradientes se preparen con detergentes. Dicho fendmeno de
agregacién es tanto mas intenso cuanto mayor sea el tiempo de
almacenamiento (Fig. 11I-12) y 1las formas Gi, se van
progresivamente inactivando. No se sabe si sélo se inactivan
los productes 1liticos o si se inactivan tanto las formas

degradativas como los mondmercos naturales intrinsecos del tejido.

3.4.4.Especies moleculares de BuChE solubilizadas con

tampdén salino.

Mediante el andlisis por sedimentacidén de las moléculas
de BuChE extraidas del tejidec con Tris-salino se comprueba
que, como en el caso de la AChE, en los extractos sélo hay dos
formas principales con coeficientes de sedimentacidén de
11.5-12 S y 4-4.5 S, supuesto que los gradientes se preparen
con Triton X-100 (Fig. 1II1I-13). La forma principal y la
minoritaria representan el 70-80% y 5-10% de 1la actividad
total. Como era de esperar, los coeficientes de sedimentacién
(S) de las formas G4 y Gi de la BuChE, 11.76 * 0.42 (n = 11) y
4.25 * 0.24 (n = 11) son ligeramente superiores a los
determinados para las formas homdlogas de AChE, (Vigny y col,
1978).

La Fig. III-14 indica que la forma principal de la BuChE
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Fig. III-13. Andlisis de sedimentacién de las moléculas
de BuChE de cerebro humano. Las muestras analizadas son las
mismas de la Fig. III-9. Los ensayos de actividad BuChkE se

realizaron en microplacas con butiriltiocolina y BW 284c51.

Los marcadores utilizados son los indicados en ia Fig. III-1.
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Fig. III-14. Analisis de la posible interaccién de 1la
BuChE con detergentes de distinta naturaleza. La enzima
solubilizada del cértex cerebral en medios que no contenian
detergentes se analizé en gradientes de densidad de sacarosa
preparados sin detergente (1) o con Triton X-100 (2) o con

Brij 96 (3).
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Fig. III-15. Comportamiento de la BUChE solubilizada sin
detergentes durante la conservacién en congelador. Alicuotas
de los extractos se centrifugaron tras su preparacion (1} o
después de almacenarlos durante dos (2) o 9 dias (3) en el
congelador, a ~ZOOC. Se puede comprobar que la altura relativa

de los picos apenas sufre variacién. Los gradientes contenian

Triton X-100 (0.5% p/v).
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Fig. ITI-16. Efecto de 1la congelacién sobre 1la
distribucién de las formas moleculares de BuChE. Las muestras
se centrifugaron inmediatamente después de su preparacidén (1)
o tras almacenarlas en congelador durante 2 (2) o 9 dias (3).

Los gradientes de sacarosa contenian Brij 96 (0.5% p/v).
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migra hacia la misma Zzona del gradiente con independencia de
que en la sacarosa haya o nO detergentes. Ello prueba el
caracter hidrofilicoc de estas moléculas. Ademas, a lo largo
del tiempo de almacenamiento el perfil de formas moleculares
apenas se modifica tanto si los gradientes contienen Triton
¥-100 o Brij 96 (Fig. III-15y 1I1-16). Ello demuestra que las
formas G4 vy, probablemente también, las Gi1 de la AChE extraida
del cerebro sin detergentes son anfifilicas (G4Ay aty,
mientras que las formas homélogas de BuChE son hidrofilicas
(Ga" v G1h).

Después del anidlisis de formas moleculares, los
contenidos de los tubos donde se localizaban las formas G4 de
AChE y BuChE se dializaron ampliamente para eliminar la
sacarosa y posteriormente jos dializados sirvieron para
estudiar la interaccién de estas formas enzimaticas con

lectinas. Todo el procedimiento se describe con detalle en el

Capitule IV.

3.4.5.Formas moleculares de AChE solubilizadas con Triton

¥-100.

Los perfiles de sedimentacién de las formas moleculares
obtenidos del anadlisis de AChE extraidas del tejido, con
detergente y de las que se solubilizan con tampén salino, son
muy parecideos, slempre VY cuando los gradientes contengan
Triton ¥~-100. En cambio, si las disoluciones de sacarosa se
preparan sin detergente la situacién es completamente distinta

(Fig. I11-17). Ello quilere decir que las moléculas G4 de AChE
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solubilizadas sin detergente son anfifilicas pero presentan
mucha menos tendencia a la  agregacién que las gque se
solubilizan con Triton X-100.

Las formas G4 extraidas sin y con Triton X-100 se
diferencian ligeramente en el coeficiente de sedimentacién
(Fig. 111-17) y ello tal vez se relacione con la distinta
ordenacién tridimensional de 1los dos tipos de conjuntos
tetraméricos. Puede que el tallo hidrofébico sea diferente o
que el tallo se asocie, en cada caso, con distinto nUmero de
moléculas de detergente.

Como sucedia con las moléculas anfifilicas de AChE
separadas con tampén salino, el coeficiente de sedimentacidn
de las moléculas enzimiticas extraidas con Triton X-100
modifican notablemente su coeficiente de sedimentacién segin
sea el detergente del gradiente (Fig. I1II-18).

A 1o largo del tiempo de almacenamiento en congelader, se
comprueba que la forma mads abundante, con coeficiente de
sedimentacién de 10.0 S, se va inactivandc paulatinamente,
mientras que la proporcién relativa de la forma monomérica de
3.5-4.0 S va aumentando (Figs. II1I-19 y III-20). Nétese que
durante el almacenamiento, el coeficiente de sedimentacién de
la forma mayoritaria no se modifica, lo que seguramente indica
que las propiedades anfifilicas de estas moléculas se

conservan durante el almacenamiento en congelador.
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Fig. III-17. Analisis por sedimentacién de las especies
moleculares de AChE en los extracteos obtenidos por
homogeneizacidn del cerebro en tampdn Tris, 10mM, pH 7, NaCl
1M, 50 mM MgClz, sin detergente (1,2) o con 0.5% p/v Triton
¥-100 (3,4). Las muestras se centrifugan en gradientes
desprovistos de detergentes (1,3) o con Triton ¥-100 (0.5%

p/v) (2,4).
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Fig. III-18. Efecto de la naturaleza del tensioactivo
sobre la migracién de la AChE extraida con Triton X-100.
Gradientes preparadaros sin detergente (1), con Triton X-100
(2) o con Brij 96 (3). Se puede comprobar fdcilmente el
desplazamiento del pico principal de AChE y la autoagregacidn
de la enzima si la centrifugacidén se realiza sin detergentes

en el gradiente.
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Fig. 11I-19. Efecto del almacenamiento sobre la actividad
AChE. Muestras de la enzima solubilizada con Triton X-100 se
sometieron a centrifugacién sin congelaciédn previa (1} ©

después de mantenerlas en congelador por 2 (2) o 9 dias (3).
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Fig. I11-20. Modificacién de los perfiles de
sedimentacién de 1las formas de AChE por conservacién .en
congelador. lLas muestras de la enzima solubilizada con Triton
X-100 se centrifugaron en gradientes de densidad conteniendo
Brij 96. Sin almacenamiento (1) y tras conservacién en

congelador 2 dias a -20% (2).
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3.4.6.Formas moleculares de BuChE extraidas de la

membrana con detergente.

La centrifugacién de la porcién de BuChE solubilizada de
ia membrana con Triton X-100 mostré 1la presencia en los
extractos de una forma molecular principal de coeficiente de
sedimentacién de 12-10.5 S, un hombro en la regién de 7-8 S5, y
una forma poco abundante de 4.2 S, aproximadamente (Figs.
II1-21 y I1I1I-22). En cambio, si los gradientes no contenian
detergentes, se apreciaron fenémenos de agregacién propios de
moléculas hidrofébicas, aun cuando la mayor parte de la enzima
se mantuvo como un pico discreto (Fig. III-21). Cuando los
gradientes se preparaban con Brij 96, la situacién fué
completamente distinta, ahora aparecen 3 picos importantes,
con coeficientes de sedimentacién de 12.0 S, 9.0 S y 4-4.5 S
aproximadamente. Ello nos induce a pensar en la existencia de
dos tipos distintos de formas Gz de BuChE, las moléculas
hidrofilicas, cuyo coeficiente de sedimentacion no se
modificaria en gradientes preparados sin detergentes, con
Triton X-100 o con Brij 96, y las que son sensibles a la
naturaleza del detergente. Las formas G: de 4.5 S parecen
manifestar propiedades hidrofilicas.

Los perfiles de las formas moleculares de BuChE apenas si
se modifican a lo largo del tiempo de incubacién (Figs. I1I-22
a I111-24), siendo ésta una caracteristica diferencial del

comportamiento de las formas moleculares de AChE y BuChE.
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Fig. III-21. Formas moleculares de BuChE extraidas con
Triton X-100 y su interaccidén con detergentes durante la
centrifugacién. Los extractos recientes fueron centrifugados
en gradlentes preparados sin detergentes (1), con Triton X-100

(2) o con Brij 96 (3).
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Fig. ITI-22. Efecto del almacenamiento de los extractos
obtenidos  por homogeneizacién  del cerebro en medios
conteniendo Triton ¥-100. Formas moleculares del cerebro en
muestras recientes (1) o conservadas en congelador (—ZOOC}
durante 2 (2) o 9 dias (3). Los gradientes contenian Triton

¥-100 (0.5% p/v).
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Fig. III-23. Estudio de 1la posible interconversidén de
formas moleculares de BuChE. La enzima solubilizada del tejido
cerebral con Triton X-100 se sometidé a centrifugacién en
gradientes desprovistos de detergentes sin congelar (1) o

después de mantenerlos congelados 2 {2) o 9 dias (3).
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Fig. 11I-24. Efecto del almacenamiento sobre los perfiles
de las formas moleculares de BuChE. Muestras obtenidas tras
extraer el tejido con Triton X-100 se centrifugaron en
gradientes de densidad de sacarosa conteniendo Brij 96. En los

gradientes se depositaron alicuotas de extractos recientes (1)

o mantenidos a —ZGDC durante 2 (2) o 9 dias (3).
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4.DISCUSION.

4.1.Formas Moleculares de AChE y BuChE en el Liquido

Cefalorraquideo.

De todo lo expuesto anteriormente, queda establecido que
los liquidos cefalorraquideos de sujetos normales con edadeé
menores de 1 afio, entre 1 y 8 afios y de 8 a 70 aflos muestran
siempre el mismo perfil de moléculas de AChE y BuChE. En todos
los casos se aprecia una forma principal de AChE y otra de
BuChE, ambas comportandose como tetrameros hidrofilicos ya que
son incapaces de interaccionar con detergentes. El perfil de
formas no se alterd si el liquido lumbar procedia de sujetos
con meningitis, hidrocefalia o atrofia cerebral, ni tampoco si
se analizaba el fluido ventricular de individuos con
hidrocefalia o ventriculitis. Ello significa que cualquiera
que sean los procesos implicados en la liberacion de las
colinesterasas desde las neurcnas, glias o desde el torrente
circulatorio, dichos procesos no se alteran como consecuencia
de estas enfermedades, atn cuando se afecten los niveles de
actividad AChE y BuChE (Capitulo II de esta Memoria). La
distribucién de formas no se modifica tras el almacenamiento
de las muestras en congelador durante 1 afio y después de este
tiempo, las actividades AChE y BuChE disminuyen ligeramente,
alrededor del 20-30% de la actividad de partida.

Tanto la AChE como la BuChE del liquido cefalorraquideo

son moléculas tetraméricas hidrofilicas, del mismo tipo que
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las que se encuentran en plasma, s6élo que en este Gltimo medio

o

la BuChE representa mé&s del 95% de la actividad ChE total. Los
dimeros v monbémeros de la AChE y BuChE encontrados en plasma
parece que proceden de la degradacién de las moléculas
tetraméricas (Lockridge y La Du, 1982). Es posible que las
formas minoritarias dimeras Vv monémeras de AChE y BuChE
encontradas en el liquido cefalorraquideo tengan también este
origen. Las formas Gs hidrofilicas se encuentran en lé
glandula adrenal (Chubb vy Smith, 1975), cultivos de células
neurales (Lazar y Vigny, 1980) vy cultivos de células
musculares (Wilson y col, 1973). La AChE se libera de las
células neurales al liquido cefalorraquideo (Chubb ¥y col,
1976) desde donde se vierte al liquido amniético en fetos con
graves defectos del tubo neural (Chubb y col, 1879). Sin
embargo, se desconoce si las formas Ga hidrofilicas de la AChE
proceden directamente de ;as hidrofébicas, por ruptura
proteolitica, o si por el contrario representan un depdsito
diferenciado de formas enzimaticas, sintetizadas y vertidas al
medio extracelular de manera distinta a como se transporta la
enzima hidrofébica. E1 hecho de que la concentracién de AChE
en el liquido cefalorragquideo aumente por estimulacidén del
nervio ciatico (Chubb y Smith, 1975) apoya esta ultima
alternativa. La AChE es secretada en células del cerebelo,
donde la enzima no juega papel alguno en la neurotransmision,
al ser escaso el nivel de acetilcolina y de colinacetilasa.
Ello ha abierto el camino para encontrar la funcién

fisiolégica que desempefa la enzima en agquellos tejidos donde

su papel no se relaciona con la neurotransmisioéon (Appleyard ¥y




col, 1988; Greenfield y col, 1991). El1 equipo de Susan
Greendfield ha encontrado que.en nigrostriatum la AChE induce
hiperpolarizaciones de la membrana, via apertura de canales de
K, y potencia la sensibilidad de las neuronas a los impulsocs
eléctricos que, eventualmente, produciran la 1liberacidén de
dopamina (Greenfield, 1991). La inyeccién de AChE en el
nigrostriatum produce un comportamiento tipico en ratas que es
propic de las que sufren un desequilibrio en la trasmisioén de
este area cerebral. Al hilo de estos hallazgos, conviene tener
presente que la bradiquinesia y rigidez tipica de los
pacientes aquejados de Parkinson se relacionan con lesiones
del tronco cerebral, particularmente del sistema dopaminérgico
del nigrostriatum. Los niveles de AChE y BuChE en el liquido
cefalorraquideo son superiores en los parkinsonianos dementes

que en los no dementes. Los perfiles de sedimentacidén de las

formas moleculares de AChE y BuChE en sujetos control vy
g; parkinsonianos fueron muy parecidos {(Ruberg y col, 1986).

Las propiedades de la BuChE del liquido cefalorraquideo y
del plasma son idénticas (Rao y col, 1989) pero ello no quiere

decir que la enzima del LCR proceda del plasma. Tal vez la

s

BuChE del tejido cerebral reina unas caracteristicas
semejantes a aquellas de modo que la enzima del liquido
cefalorraquideo se podria originar de estructuras cerebrales.
En lo referente a la AChE, nuestros resultados colnciden
con los obtenidos por Atack y col (1987a), por cuanto en los
liquidos lumbares y ventriculares encontrames wuna forma
principal de 10.0 S y minimas proporciones de especies

moleculares mas ligeras. Sin embargo, cuando escs

i
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investigadores analizan el fluido ventricular encuentran
recuperaciones del 123% (en dos muestras, 138 v 264% de las
cinco analizadas) de la actividad BuChE introducida en el
gradiente. Ellos achacan este fenémeno a un supuesto inhibidor
endégeno de la BuChE que se disocia de la misma mediante
centrifugacién. En ninguno de los liquidos lumbares o
ventriculares analizados hemos apreciado dicho fendmeno.

En la actualidad, disponemos de datos sobre niveles de
AChE y BuChE en el liquido cefalorraquideo lumbar de sujetos
que han sufrido sucesos cerebrovasculares (ataque isquémico,
trombosis cerebral) vy de individuos que padecen desérdenes
neurodegeneratives o neuropatias metabdlicas, pero la
informacién es todavia insuficiente por haber sido analizados
hasta ahora un numero limitado de muestras. En un futuro
préximo podremos completar los resultados para establecer, si
fuera posible, una correlacién entre un tipo particular de
enfermedad y los cambios de los niveles de colinesterasas en

el liquido cefalorraquideo.

4.2 . Fxtraccién de Colinesterasas de Cerebro Humano.

Operacionalmente, siempre se ha supuesto que la
extraccién del tejido cerebral en medios desprovistos de
detergente servia para liberar las formas hidrofilicas de las
colinesterasas, mientras que los medios con detergentes eran
eficaces para solubilizar la enzima hidrofébica, esto es la
que estaba asocliada a las membranas a través de un anclaje

inserto en la bicapa lipidica (Vidal y col, 198la vy b; Chal y
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col, 1981; Plummer y coi, 1984; Vidal y col, 1987a y b; Campoy
y col, 1989).

Sin embargo, la mayor parte de los investigadores extraen
la enzima del tejido con medios desprovistos de antiproteasas,
sélo con EGTA, conteniendo Triton X-100, con lo que obtienen
la enzima soluble y la hidrofébica conjuntamente {(Ruberg,
1986). De esta manera pierden la posibilidad de analizar las
anomalias que se observen en la AChE y BuChE soluble eﬁ
cerebro de sujetos aquejados de algin desorden neuroldgico.

Existen pocos datos bibliograficos sobre los niveles de
actividad AChE extraible sin y con detergentes. El1 grupo de
Sirvis (Sirvis y col, 1989) ha comunicado que la actividad
AChE en preparaciones de cerebro extraido sin detergente es de
1.08 nmol/min/mg, equivalente a 0.065 umol/h/mg, valor muy
préximo al obtenido por nosotros, 0.085 umol/h/mg (Tabla
I1I-1). Para 1la enzima solubilizada con detergentes se
encuentran valores de 4.61 nmol/min/mg, equivalente a 0.276
pmol/h/mg, vy nosotros hemos determinado una actividad AChE de
0.226 umol/h/mg (Tabla I1II-3). En este trabajo, Sirvit y col
(1989) demuestran que en el cértex temporal, la actividad AChE
esta significativamente reducida respecto a los controles,
tanto en parkinsonianos dementes como en los no dementes.

Conviene, sin embargo, tener presente que la actividad
AChE depende mucho de la regién cerebral que se considere,
siendo el nucleo caudal y el de Meynert los que presentan la
maxima actividad AChE y el férnix, cértex temporal y parietal
las éareas con menos actividad enzimdtica (Atack y col,v1986).

De hecho, los datos de actividad colinesterasa del coértex

156



parietal homogeneizado con Triton X-100 (0.5% v/v) son de 30
pumol/h/g tejido para AChE y 14 umol/h/g tejido para BuChk,
valores préximos a los encontrados por nosotros, 29.7 y 9.9
pumol/h/g de tejido para AChE vy BuChE, supuesto que en 1los
medios se ponga Triton X-100 (Tablas III-2 y I1I-4). Los datos
de actividad AChE de sujetos controles en nucleo basal de
Meynert, septum, hipocampo y area 40 son 4.8, 1.0, 0.7 y 0.17
umol/h/mg en medios desprovistos de Triton X-100 (Schegg ¥
col, 1989).

En relacién con la actividad BuChE, conviene sefialar que
a lo largo del desarrollo fetal, dicha actividad se mantiene
practicamente constante (entre las 8 y 22 semanas), con
valores méximos y minimos de 0.27 pmel/h/mg proteina, a la
semana 14, y 0.14 upmol/h/mg, a la semana 16, siendo estas
diferencias poco significativas estadisticamente (Atack y col,
1987b).

En sujetos adultos, la actividad BuChE de cerebro fué 15
umol/h/g de tejido fresco, encontirandose este valor, en el
rango de los determinados por nosotros.

Antes de terminar este apartado, conviene sefialar gque una
cantidad significativa (30%) de la AChE y BuChE del tejido
cerebral se extrae del tejido con medics desprovistos de
detergentes. Esta es la fraccién de la enzima "naturalmente
soluble", término acufiado por el Prof. Plummer para definir la
fraccién de enzima supuestamente hidrofilica (Vidal y col,
1981a y b; Chai y col, 1981). En cerebro de mamifero, siempre

se encuentra una porcién de enzima "naturalmente soluble", que

alcanza el 15% en cerebro de rata (Vidal y col, 198la y bl vy




un porcentaje similar se obtiene de la sustancla blanca o gris
de cerebro de cerdo (Chai y col, 1981).

Es posible extraer cantidades variables de AChE, sin
recurrir a detergentes, a partir del cerebro bovino (Hollunger
y Niklasson, 1973} y de cerebro de insectos (Devonshire,
1975). Se encuentran también proporciones variables de AChE y
BuChE, en forma libre y ligada, en diferentes tejidos como
utero, misculo cardiaco, intestino, nervio vy masculo
esquelético (Varela y Mandel, 1976).

En relacién con el caracter hidrofilico o anfifilico de
las formas globulares de AChE es importante dejar claro que no
hay una correlacién directa entre el caracter hidrofébico o
anfifilico de una molécula de AChE determinada y la necesidad
de detergente para su solub;lizacién. En ocasiones, un tejido
extraido sin detergentes libera una cierta cantidad de enzimz
que es capaz de interaccionar con detergentes y fosfolipidos
comportandose como una proteina anfifilica o hidrofdbica
(Toutant y Massoulié, 1987; Moya—Quiles y col, 1992). Es
importante establecer si las formas G4 de AChE y BuChE
extraibles del cerebro sin detergentes son hidrofilicas o
anfifilicas, ya que en este ultimo caso, es evidente que no
seran las mismas que se encuentran en el liquido
cefalorraquideo, por ser aquellas moléculas tipicamente

hidrofilicas.
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4.3 .Formas Moleculares de AChE en Cerebro Humanoc.

Los analisis de sedimentacidén de los extractos obtenidos
en ausencia de detergente o <on Triton X-100 son muy
parecidos. En ambos casos hay una forma principal de alrededor
de 10 S y otra de unos 4 S, que corresponden a las formas Gs ¥y
Gi de AChE (Atack y col, 1986). Otra cosa distinta es
establecer si las formas Ga extraidas de la membrana con © siﬁ
detergentes pertenecen al mismo tipo de moléculas.

El término hidrofdbico se reserva a las proteinas que
mantienen sus propiedades sdélo en presencia de lipidos o
detergentes, mientras que para aquéllas que muestran una zona
limitada hidrofébica y el resto de la molécula es hidrofilico
es preferible el término anfotérico o anfifilico (Toutant,
1986).

Las proteinas anfifilicas se caracterizan  porgue
interaccionan con detergentes, lo que hace que segun sea la
naturaleza del tensioactivo se modifiquen las propledades
hidrodinamicas del conjunto proteina-detergente y por ende
cambie el coeficiente de sedimentacion de la proteina
(Dutta-Choudhury y Rosenberry, 1984; Weitz vy col, 1984]). De
esta manera, con la ayuda del Brij 96, un tensiocactivo no
desnaturalizante, se puede descubrir si la proteina es
hidrofilica o anfifilica. Las micelas de AChE y Brij 96 tienen
menor densidad que las de Triton ¥-100, de modo que una forma
de AChE anfifilica, que tenga un coeficiente de sedimentacidn

de 5 S en gradientes de densidad preparados con Triton X-100,

cambia a 3 S en medios conteniendo Brij 96 (Toutant, 19867).




los perfiles mostrados en la Fig. 1I1I1-3 demuestran
claramente que tanto la AChE como la BuChE del liquido
cefalorraquideo son proteinas hidrofilicas (G4H). En cambio,
la forma G4 solubilizada del cerebro sin detergente cambia su
coeficiente de sedimentacidén segin los gradientes se preparen
sin detergente, con Triton X-100 o con Brij 96 (Fig. I1I-10).
Ello claramente nos 1indica que se trata de wuna forma
anfifilica (Ga"). Ademas, también resulta evidente que, en
gradientes preparados sin Triton X-100 la enzima no se agrega,
las moléculas se mantienen como entidades discretas con un
coeficiente de sedimentacién préximo al de las moléculas
centrifugadas en presencia de Triton X-100 (Fig. I1I-10). Ello
nos lleva a la conclusidén de que las moléculas extraidas del
tejido sin detergentes ©pertenecen al tipo Ga*-wa (Ga
anfifilicas, no agregantes). En cambio, 1las moléculas G4
extraidas de las membranas con Triton X-100 son
autoagregantes. Esto se demuestra por el desplazamiento de 1la
actividad a las zonas densas del gradiente de sacarosa en las
centrifugaciones realizadas con disoluciones preparadas sin
Triton X-100 (Fig. 1III-18). Ello significa que con toda
probabilidad las formas G4 de AChE extraidas del tejido con
Triton X-100 pertenecen al tipo Ga"-a (G4 anfifilicas-
agregantes).

De todo lo expuesto se desprende que en el tejido
cerebral deben coexistir formas G4H, considerando comeo tales
las formas hidrofilicas secretadas por el tejido al LCR, ¥y
moléculas G4éNA y G4ﬂA, asociadas a la membrana neural.

Aparte de las diferencias en 1los gradientes sin
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detergentes, los perfiles obtenidos  de los extractos
in Triton ¥-100 y con detergentes son idénticos ¥y
superponibles (Figs. I1I-10 ¥y 1711-18). Esta es la situacidn
que se presenta, también, en masculo de embrién de pollo
(Toutant, 1986) y en extractos de médula espinal, nervios vy
16bulos eléctricos de Torpedo (Bon y col, 1988).

Otra posibilidad de comprobar el comportamiento
hidrofilico o hidrofébico de una proteina es analizar si se
incorpora o no a liposomas, vesiculas lipidicas sintéticas que
mimetizan las propiedades de las membranas. En este sentido,
ia AChE Gs solubilizada de cerebro de rata, sin detergentes,
interacciona con liposomas y ademas, la actividad de las
preparaciones de AChE solubilizada, sin y con Triton X-100, a
partir del cerebro de rata dependen de las concentraciones de
detergente (Andrés y coil, 1990].

También se ha establecido que algunos anticuerpos
monoclonales reconocen mejor a la enzima solubilizada del
cerebro de rata sin detergentes que a la extraida con Triton
¥-100 (Rakonczay y Brimijoin, 1986].

Todo elle no hace sino avalar las conclusiones sobre la
naturaleza anfifilica diferente de las  formas Ga de AChE
liberadas de la membrana sin y con detergentes. Es posible,
entonces, que las moléculas G4H del liquido cefalerraquideo no
se relacionen con las GAA o que procedan de ellas por
proteolisis. En el Capitulo IV de esta Memoria analizaremos si
las tres formas G4H, GAA no agregante y G4A agregante difieren

o no, en la dotacién de oligosacaridos.
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4.4 .Formas Enzimaticas de BUChE en Cerebro Humano.

Les resultados obtenidos por andlisis de la sedimentacidn
de las formas de BuChE obtenida en medios tamponados sin
detergentes muestran que en el tejido hay dos {formas
principales de 12 y 4.5 S. De acuerdo con Atack (1986, 1987b),
dichas formas corresponden a moléculas G: y Gi1 de BuChE.

Las formas moleculares de BuChE son ligeramente méé
pesadas gue sus homdélogas de AChE (Vigny y col, 1978; Razon y
col, 1984). Sin embargo, nuestros resultados difieren de los
de Atack (1986) por cuanto siempre obtenemos una forma
mayoritaria G4, tanto si la extraccién se realiza sin (Fig.
11I-13) ¢ con detergente (Fig. 1III-23) y aquél obtiene
proporciones de Gi mucho mas altas, hasta el punto que en
cértex parietal ambas formas se distribuyen por igual (Atack y
col, 1986).

Al contrario de lo que ocurre con la AChE extraida del
tejido sin detergentes, la BuChE solubilizada en las mismas
condiciones muestra caracter hidrofilico, ya que su
coeficiente de sedimentacién no se modifica segiun la
composicién del medio (Fig. II1I-14). Ello implica que estas
formas de BuChE son moléculas tipo G4H, similares a las
encontradas en plasma humano y liquido cefalorraquideo.

En lo referente a las moléculas de BuChE obtenidas por
extraccién del tejido con Triton X-100, conviene sefialar que,
aparentemente, se obtienen casi los mismos perfiles y son
superponibles, si se comparan los procedentes de los extractos

obtenidos sin y con detergentes (Figs. III-14 y III-21). Sin
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embargo, las formas enzimaticas méas abundantes obtenidas con
detergentes tienen tendencia a la autoagregacién y lo més
importante, se desdoblan en dos si los gradientes se preparan
con Brij 96 (Fig. III-24).

Estos resultados nos llevan a concluir que en los
extractos obtenidos por homogeneizacién del cerebro en medios
con detergentes se liberan dos tipos de formas Ga: G@H Y Gz;A
de la BuChE, las primeras siendo, tal vez, formas residualeé

de las separadas tras el primer tratamiento con tampén salino.

4.5 Ffecto del Almacenamiento sobre los Perfiles de

Sedimentacién de las Formas Enzimaticas.

Este aspecto de nuestra investigacién es de capital
importancia, si se tiene en cuenta que la relacidn de formas
Ga/G1i de AChE va aumentando durante el desarollo del cerebro
humano {(Muller y col, 1985; Zakut y cel, 1985; Perry y col,
1986).

Fl nivel de formas Gs de AChE se incrementa en la
sinaptogénesis y lo contrario también parece que ocurre. En
diversas situaciones patoldgicas, demencias tipo Alzheimer y
en parkinsonianos, se produce pérdida de sinapsis colinérgicas
del cértex, estando ello asociado con 1a degeneracién de los
axones de las células del nucleo subcortical de Meynert. En
estos casos disminuyen los niveles de formas G4, pero se
mantienen los de las moléculas Gi, disminuyendo entonces la

relacidén Ga/G: (Atack y col, 1983; Perry vy col, 1985; Schegg ¥

col, 1990). Se sugiere que los dos tipos de moléculas de AChE
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no se localizan en los mismos elementos estructurales, estando
las formas G2 concentradas en las terminales colinérgicas
presinapticas. Por esto, las 4&reas ricas en terminales
nerviosas presinapticas contienen elevada proporcién de formas
G4. Ello ocurre en el nucleo caudado donde, aparentemente, la

proporcién G4/Gi es mayor que en cualquier otra area cerebral
{Atack y col, 1986).

Para poder utilizar la relacién de las formas G4/Gi como
un indice de la degeneracién cerebral, conviene conocer en qué
medida se produce la alteracién de esta relaciéon si las
muestras se mantienen almacenadas.

Se comprueba que bastan 48 horas de almacenamiento a
—ZOOC para que las formas Ga obtenidas del cerebro sin
detergentes, se inactiven parcialmente y aumente la proporcién
de formas G1 por degradacién de las moléculas tetraméricas
(Figs. III-11, III-12, III1-19, III-20). Es importante resefiar
que estas inactivaciones e interconversiones se producen en
muestras obtenidas con una mezcla de compuestos que reducen
las acciones de proteasas intracelulares. Con todo, queda bien
claro que estas acciones proteoliticas se producen incluso en
presencia de los agentes inhibidores de proteasas. Parece, en
cambio, que las formas Ga de la BuChE solubilizada sin
detergentes es menos sensible a la accién proteolitica que las
moléculas de AChE (Figs. III-15 y III-16).

Ademas, se ha comprobadoe  que los procesos de
interconversiones de formas enzimdticas no se logran evitar
jncluso por almacenamiento de cerebros de rata intactos o de

las suspensiones de membranas en nitrégeno liquido (Payner vy
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col, 1987 . Ello supone gue se han de extiremar las
precaucicones a la hora del almacenamiento de las muestras de
te jido cerebral, y en todo caso conviene realizar las
extracciones de la enzima lo antes posible, como maximoe a las
24-48 horas de la obtencién de las muestras de los pacientes.
A efectos de diagnoéstico, siempre habra que ytilizar muestras

de cerebro de sujetos normales almacenadas en las mismas

condiciones que las procedentes de los pacientes con posibles

defectos neurodegenerativos.
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CAPITULO IV

INTERACCION DE LAS COLINESTERASAS DEL
LIQUIDO CEFALORRAQUIDEO CON LECTINAS
Y COMPARACION CON LA DE LAS ENZIMAS

DEL PLASMA Y CEREBRO HUMANO.
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1. INTRODUCCION

1.%. Las Colinesterasas son Glicoproteinas.

Es un hecho comprobade gque la ACRhE de diferentes tejidos
de una misma especie animal ¥y del mismo tejido en animales
distintos es una glicoproteina. La enzima del érgano eléctrico
de peces y la de la membrana del eritrocito contiene un 15% de
carbohidratos (Bon y Massoulie, 1976; Niday y col, 1977). La
unién de la enzima a la concanavalina A (Con A) inmovilizada
se ha empleado con éxito para conseguir un cilerto grado de
purificacién de la enzima (Rakonczay y col, 19815 Zanetta vy
col, 1981, Randall y col, 1987). Mediante lectinas se ha
podido estudiar el procesamiento ¥y transito de las formas
moleculares desde el reticulo endoplasmico, zl sistema Golgl vy
a la membrana plasmatica de las células musculares de ave
(Rotundo, 1984b).

La importancia del analisis de 1la estructura de las
cadenas de carbohidrato unidas a las proteinas, radica en la
participacién de los oligosacaridos en 1los procesos de
reconocimiento, entre los que cabe sefialar la adhesidén entre
células, de células a la matriz extracelular y los procesos de
reconocimiento celular. Esta plenamente aceptado el importante
papel que Jjuegan los carbohidratos como marcadores de
diferenciacién y como determinantes antigénicos (Kean, 1982;
Rosner y col, 1982).

Las lectinas son proteinas o glicoproteinas de origen no

inmune con capacidad de aglutinar células y de precipitar
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carbohidratos complejos. Poseen una especificidad definida
para unirse a glicanos de composicidén variable sin
modificarlos (Liener y col, 1986). En la Tabla IV-1 se muestra
la especificidad de algunas lectinas hacia determinados
oligosacaridos. Las lectinas juegan un papel muy importante en
los procesos de reconocimiento celular, adhesidén y movilidad
(Liener y col, 1986; Brandley y Schanaar, 1986) y constituyen
un medio muy eficaz para investigar la naturaleza y el
significado bioldgico de los carbohidratos en las

glicoproteinas.

1.2. Sitios de Glicosilacidon de las Colinesterasas.

En las glicoproteinas, los restos de carbohidrato se
encuentran unidos covalentemente a las cadenas polipeptidicas
a través de dos tipos de enlaces: O-glicosidicos vy
N-glicosidicos. En el primer caso, se establece el enlace
covalente entre el oxigeno del hidroxilo de 1la serina o
treonina y la N-acetil-D-galactosamina (NAcGal) de la cadena
lateral. Esta es la situacidén que se presenta, por ejemplo, en
la mucoproteina submaxilar. En el enlace N-glicosidico, se une
covalentemente un resto N-acetil-D-glucosamina (NAcGlc) del
resto del oligosacarido con el nitrégeno amidico de un resto
de asparragina de la cadena polipeptidica (Lis y Sharon,
1986). Esto es lo que ocurre en la ovoalbimina y en las
inmunoglobulinas.

Los oligosacaridos unidos al polipéptide a través de

uniones N-glicosidicas contienen un "nUcleo pentasacaridico”
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TABLA IV-1

Especificidad

Fuente Monosacarido Oligosacéarido
lectina
Canavallia a~-D-Manosa
ensiformis
(Con A) a~D-Glucosa
Lens o-D-Manosa Fuc(al,6)~NAcGlc—(Bl,4)NAcGlc~Man3
culinaris
(LCA)
Ulex a~L~Fucosa

europaeus 1
(UEA)

Arachis
hypogaea
(PNA)

Vicia
villosa
(VVA-B4)

Dolichos
biflorus
(DBA)

Triticum
vulgaris
(WGA)

Limulus
polyphemus
(LL)

Ricinus
communis 1
(RCA-I)

terminal

Galactosa
pentltima
o terminal

NAcGal
terminal

NAcGal
terminal

NAcGlc
interna o
terminal
Ac.Sidlico
terminal

Ac. Siédlico

Galactosa
pentltima
o terminal

Gal-{(B1,3)-NAcGal

NH -Ser-{(Pro) -Gly-(Aa)_-—ThrCOOH
2 2 2

|
NAcGala NAcGala

NAcGala3NAcGal

NACGLcRBANACGLleBAGIC

D-Gal-{(B1,4)-NAcGlc
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comin, formado por tres manosas y dos restos de NAc-Glc. Los

azUcares restantes se ligan a este nicleo comin de diversas
maneras, dando paso a una enorme variedad de estructuras
polisacaridicas encontradas en las glicoproteinas (Kornfeld y

Kornfeld, 1985).

Man Man
w3~ —"al.6

Nicleo pentasacaridico comin

Los oligosacaridos preformados se incorporan a restos de
asparragina de determinadas secuencias polipeptidicas. La
transferencia se produce en el reticulo endopldsmico rugoso
(RER) y los sitios potenciales o actuales de glicosilaciédn
siempre se encuentran en una secuencia CONnsenso
caracteristica, Asn-X-Ser/Thr. Esta secuencia es comun en
todas las proteinas N-glicosiladas, donde X indica cualquier
aminoacido que no sea la prolina.

En la Fig IV-1 se muestra un esquema del procesamiento
enzimatico de las cadenas oligosacaridicas wunidas a 1las
glicoproteinas via asparragina y la localizacidédn intracelular
de las reacciones. El proceso empieza con la transferencia del

oligoglucano precursor (GlcaMangNAcGlcz) desde el 1lipido
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Fig IV-i. Ruta de procesamiento de los oligosacaridos de
la glicoproteinas N-glicosiladas.

Los simbolos representan: e, NAcGlc; o, manosa; 4, Glc;
A,fucosa; e,Gal; & , ac. sidlico. Las reacclones son
catalizadas por los sigulentes enzimas: (1) oligosacaridil-
transferasa, (2) a-glucosidasa I, (3) «-gluccsidasa II, (4) «
1,2-manosidasa del RE, (1) N-acetilglucosaminidilfosfo-
transferasa, (11) N~acetilglucosamina—l~fosfodiéster~a—N~
acetilglucosaminidasa, (5) «-manosidasa I del Golgi, (6) N-

acetilglucosaminidiltransferasa I, (7) «-manosidasa 11 del

Golgi, (8) N-acetilglucosaminidiltransferasa 11, (9) fucosil-

transferasa, (10) galactosiltrasferasa, (11) sialiltrasferasa.




donador (dolicol) & la asparragina de un polipéptido en
crecimiento, el cual se incorpora al lumen del reticulo por el
transporte vectorial del péptido en crecimiento a través de la
membrana del organulo (Kornfeld y Kornfeld, 1985).

Se ha establecido que la subunidad catalitica de la AChE
de Torpedo contiene 4 sitios con las secuencias consenso de
glicosilacién (Schumacher y col, 1986; Sikorav y col, 1987)
pero se desconoce si todos los sitios se encuentran realmente
glicosilados. La ChE sérica humana contiene nueve sitios de
N-glicosilacién y la de ratdédn contiene siete. De estos sitios,
algunos <coinciden con 1los de glicosilacién de la AChE,
posicién 59 de 1la AChE de Torpedo, de Dboévido, ratén y
Drosophila y de la BuChE humana y bovina; otros sitios son
exclusivos de la BuChE, o de la AChE (Rachinsky y col, 1990).
Las cadenas de carbohidratos representan el 24% del peso de la
ChE de suero humano {Lockridge y La Du, 1986).

El propdésito de este trabajo fué explorar los azdcares
terminales de las cadenas de oligosacaridos de 1la AChE vy
BuChE del liquido cefalorraquideo, plasma y cerebro humano
para intentar establecer el verdadero origen de las enzimas

del liquido cefalorraquideo.
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2 .MATERIALES ¥ METODOS.

2.1 .Materiales.

En los experientos que se describen 2 acontinuacidén se
han utilizado las siguientes lectinas: Concanavalina A (Con A}
y aglutininas de Lens culinaris (LCA), Triticum vulgaris (WGA)
y Ricinus communis (RCA-I1). Estas lectinas se utilizaron eﬁ
forma libre e inmobilizadas como ConA-Sepharosa, LCA-
Sepharosa, WGA-Agarosa y RCAI-Agarosea. Tanto las lectinas

1ibres como las inmobilizadas fueron suministradas por Sigma.

2.2.Muestras Investigadas.

Como se ccmentd en el Capitulo III de la Memoria, en el
ligquido cefalorraquideo hay una forma mayoritaria de AChE
(Ga™h) y la contribucién de otras formas es despreciable. Por
1o tanto, se decidié utilizar el liquido cefalorraquideoc vy
considerar la interaccién de la AChE y BuChk del LCR con
lectinas, como el indice de la asociacién de sendas formas G4
con estas aglutininas. Las muestras de LCR de sujetos normales
y de pacientes con meningitis o hidrocefalia se dializaron con
tampén Tris, 10 mM, pH 7, 1M NaCl, 50 mM MgClz durante una
noche, para eliminar las trazas de azucares gque pudieran
contener los LCR y se procedié al anédlisis de la interaccién
de las enzimas con lectinas.

Para analizar la interaccién de la BuChE plasmatica se

siguié el mismo procedimiento.
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No se separdé la forma Gs de BuChE del plasma humano, sino
gue tras dializar y diluir de forma adecuada las muestras, se
midié la proteina y se les afiadié la lectina.

Se procedié también a extraer el cortex cerebral con
tampones salinos sin detergente y con medios a los que se
habia afiadido Triton X-100 como se describe en el Capitulo
111, epigrafe 2.1 de esta Memoria. Después se separaron las
formas moleculares de AChE y BuChE por ultracentrifugacién en
gradientes de sacarosa, segun se comentdé anteriormente. Una
vez medidas todas las fracciones se Jjuntaron y mezclaron
aquéllas que contenian cada forma molecular. Las muestras se
dializaron convenientemente frente a tampén Tris-salino, con o
sin detergentes, segun 1la procedencia de la muestra. Es
absolutamente necesario eliminar la sacarosa de las muestras
porque los azUcares previenen la interaccién de las lectinas

con los restos oligosacaridicos de las glicoproteinas.

2.3.Tratamiento de las Muestras con Lectinas Solubles.

En todos los casos, una vez medidas las actividades AChE
y BuChE y la proteina de las muestras, por los procedimientos
descritos en el Capitulo II, se afiadié a las mismas cantidades
crecientes de cada lectina (0.01-1 mg/mg de proteina) y se
mantuvieron en agitacién suave durante 16 h, a 4OC incluyendo
blancos sin lectina. Después se centrifugaron a 100.000 x g
por 30 min, midiendo la actividad colinesterasa en el
sobrenadante. Siempre se midido la actividad enzimatica, antes

de sedimentar los complejos enzima-lectina, para establecer si



ia lectina tenia efecto inhibidor sobre ias colinesterasas.

P

as actividades AChE vy BuChE, al final del periocdo de
incubacién, representaron 80-90% de la actividad inicial vy del
valor del control, por lo que no se aprecio efecto inhibidor
alguno de las lectinas sobre las colinesterasas. Con ello,
también se comprobé que las enzimas apenas si se
desnaturalizaban durante el periodo de incubacion.

Finalmente, se dedujo la capacidad de interaccién de lés
enzimas con las lectinas calculando el porcentaje de actividad
enzimdtica que habia sido precipitada con la lectina. Los
datos se presentan como porcentajes de la actividad que
permanece en disolucidn, una vez sedimentados los complejos de
enzima-aglutinina. El1 valor 100 se tomé el del control

incubado sin lectina.

2.4.Incubacidén de las Huestras con Lectinas

Inmovilizadas.

Después de dializar las muestras de LCR o de plasma
sanguineo, las Ultimas se diluyeron alrededor de 200 veces ¥y
después se mezclaron con las lectinas inmobilizadas vy
resuspendidas en 200 mM NaCl, 20 mM CaClz vy 10 mM Tris, pH
7.0. También se incubaron con lectinas los sobrenadantes
obtenidos tras extraer las enzimas de cerebro humano con
tampones salinos preparados sin y con detergentes. En este
caso, después de medir las actividades AChE y BuChE y la

proteina de las muestras se les afiadié la lectina sin dializar

previamente los extractos de cerebro.




Se afiadieron 0.5 ml de resina a 0.5 ml de muestra y las
suspensiones se Iincubaron durante 16 h a 4OC, con agltacidn
suave. Las muestras se centrifugaron, a continuacién, a 1000 %
g en centrifuga <clinica y se midié el volumen y las
actividades AChE y BuChE en los sobrenadantes.

Los datos se expresan como porcentaje de actividad AChE o
BuChE no retenida por las lectinas, respecto a la actividad
total del sobrenadante del experimento control, en el que ias

muestras se incubaron con Sepharosa-4B desprovista de lectina.



3.RESULTADOS.

7.4%.Interaccidén de l1as Colinesterasas del LCR, Plasma ¥

Cerebre con Lectinas Solubles.

La capacidad de las diferentes lectinas para
inmunoprecipitar a las colinesterasas del LCR se muestra en
lag Figs. IV-2 y 3.

En el caso de la AChE, se comprueba que todas las
lectinas analizadas son capaces de formar inmunocomplejos con
1a enzima (Fig. IV-2). Sin embargo, mientras que WGA y LCA son
capaces de precipitar casi completamente a la AChE a
concentraciones de 1 mg lectina/mg proteina, Con A vy RCA
muestran menor eficiencia para formar complejos. Es posible,
sin embargo, gque sl se aumentara considerablemente la
concentracién de lectinas se consiguiera la precipitacidn
completa de la AChE por estas dos ultimas lectinas.

Si se analiza la interaccidn de la BuChE del LCR con las
lectinas <cse comprueba que aungue todas son capaces de
precipitar a la enzima, el orden de eficiencia parece ser WGA
> Con A > LCA > RCA (Fig. IV-3) la notable afinidad de la WGA
por la BuChE probablemente se relaciona con la elevada
proporcién de restos de acido siadlico que contlene la enzima.
Aunque, parece que la RCA es capaz de precipitar parcialmente
a la enzima del LCR es posible qgue se consiga la
inmunosedimentacion completa si se aumenta mas la

concentracién de lectina.

Del estudio de la interaccién de la BuChE plasmatica con
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Fig. IV-2. Precipitacidén de la AChE del LCR con lectinas
solubles. Se determiné la actividad y proteina de las muestras
dializadas vy se les afiadié cantidades crecientes de lectinas.
Los resultados se expresan como el porcentaje de la actividad
AChE gque permanecié en el sobrenadante después de incubar las
muestras durante 16 h y centrifugar los complejos enzima-
lectina, respecto a la actividad del control. Los datos son
valores promedio de, al menos, cinco experimentos

independientes.
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Fig. IV-3. Aglutinacién de la BuChE del LCR con lectinas.
lLas muestras del LCR se dializaron vV, después de medir
actividad y proteina, se les afiadi® una cantidad creciente de
lectina. Después de incubar las muestras se sedimentaron los
comple jos formados. Los datos se expresan como en la Fig.
IVv-2. Los puntos representados son la media y la desviacion

estandar de, al menos, cinco experimentos separados.
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lectinas se desprende que la enzima interacciona fuertemente
con WGA, RCA y Con A, mientras que 1la asoclacién con LCA
comienza a concentraciones de 1 mg de lectina/mg de proteina
(Fig. IV-4). Ello querria decir que la afinidad de la lectina
por los restos oligosacaridicos de la BuChE es débil, o que
otras proteinas del plasma compiten con la enzima para fijar a
la LCA.

También se investigd en qué medida las lectinas eran'
capaces de formar complejos con las enzimas de cerebro. Las
Figs. IV-5 y IV-6 muestran la interaccién de las formas Gz de
cerebro extraidas en medios salinos sin y con detergentes. Con
las dos enzimas la situacién fué muy parecida. La AChE fué
parclalmente precipitada por Con A, LCA y WGA, y muy poco por
RCA.

Las formas G4 de BuChE cerebral, extraidas sin y con
detergentes tampoco mostraron grandes diferencias en cuanto a
su interaccién con las lectinas (Figs. IV-7 y IV-8). En este
caso, la BuChE fué precipitada casi completamente por WGA,
LCA, y Con A, pero, aparentemente, muy poco por RCA.

A la vista de todos los resultados, nos parecia que la
AChE del ICR y de cerebro diferian muy poco, en cuanto a la
interaccién con Con A y LCA, ya que la AChE de las dos
fuentes era precipitada por 1las lectinas en proporciones
parecidas. Tampoco eran muy distintas en cuanto a la
interaccién con RCA, pues en todos los casos, aparentemente,
la enzima o no era precipitada o lo hacia en débil medida por
la lectina. Parecia, sin embargo que la WGA podia diferenciar

la enzima procedente del LCR de la que se obtenia del cerebro.
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Fig 1IV-4. Interaccioén de la BuChE plasmatica con
lectinas. Muestras de plasma diluidas convenientemente, se
mezclaron con lectinas y se incubaron para permitir la
formacién de complejos enzima-lectina. Después se separaron
los complejos y se midié la actividad enziméatica en los

sobrenadantes. Los datos se expresan como en la Fig. IV-2.

Valores promedio de tres experimentos distintos.
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Fig. IV-5. Reaccién entre 1la AChE del encéfalo y
lectinas. La enzima del cerebro se extrajo con tampones
salinos desprovistos de detergente. Se separd® la forma G4 por

centrifugacién en gradientes de densidad de sacarosa y después

se incubaron con lectinas como en los casos precedentes. Los
datos se expresan como el porcentaje de actividad AChE que se
mide en el sobrenadante respecto a la actividad del control al

que no se le afiadié lectina. Los puntos son valores medios de

tres experimentos.
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Fig. IV-6. Interaccién de la AChE de cerebro humanoc con

lectinas. Muestras de la enzima extraida con Triton X-100 se

sometieron a centrifugacién con gradientes de densidad. Una

ver aisladas las formas Ga, se dializaron e incubaron con

concentraciones crecientes de cada lectina. Los datos se

expresan en las figuras anteriores.
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Fig. 1IV-7. Precipitacién de 1la BuChE de cerebro con
lectinas. La enzima solubilizada sin detergentes se centrifugé
en gradientes de densidad. La forma G4 aislada y dializada se
incubd con . concentraciones crecientes de lectinas. Los datos

son valores promedio de tres experimentos independientes.
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Fig. 1IV-8. Interaccién de la BuChE de cerebro con
lectinas. La enzima solubilizada con tampones conteniendo
Triton X-100 se centrifugé en gradientes de densidad de
sacarosa. Una vez separada la forma G4 se dializd e incubd con
las lectinas. Los datos se expresan como en las Figs. IV-1 vy
2. Los wvalores mostrados son promedios de tres experimentos

distintos.
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Teniamos pues una pista para profundizar en el origen real de
la AChE del LCR.

Por lo que se refiere a la BuChE de los diferentes medios
investigados, vimos que en todos los casos la enzima era
reconocida por WGA, Con A y LCA, pero parecia probable que RCA
pudiera distinguir entre 1la BuChE del plasma, con la que
interaccionaba fuertemente, y la del LCR, a la gue precipitaba
parcialmente, o del cerebro con la que, aparentemente, no.
interaccionaba. De esta manera podiamos probar que la BuChE
del plasma y del cerebro eran diferentes en cuanto a su
dotacidén de oligosacaridos.

Ello nos hizo repetir los experimentos, pero esta vez con
enzimas inmovilizadas y a saturacién en el medio ya que la
concentracién de ligandos en las Agarosas empleadas es muy

elevada (2-14 mg lectina/ml gel).

3.2.Interacciéon de las Colinesterasas del LCR, Plasma y

Cerebro con Lectinas Inmovilizadas.

Los resultados de la incubacidén de las muestras de LCR,
plasma y de los extractos enzimdticos de cerebro obtenidos con
tampones sallnos sin y con detergentes se presentan en la
Tabla IV-2. En ella queda patente que la AChE del 1liquido
cefalorraquideo y la de cerebro difieren en cuanto a la
interaccién con 1las cuatro lectinas utilizadas, aunque las
diferencias no permiten asegurar que la enzima del LCR,
hidrofilica, es glicosilada de manera distinta de 1a del

cerebro, mayoritariamente hidrofébica.
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Las diferencias entre la BuChE del LCR, de plasma vy
cerebro, en cuanto a la capacidad de ser fijadas por las
lectinas es diferente, siendo la RCA 1la gue mejor permite
diferenciar entre 1la enzima del LCR, con la que RCA
interacciona parcialmente (BuChE—RCAi), la de plasma, que es
completamente retenida por RCA (BuChE—RCA+) y la de cerebro
que apenas si se asocia a la lectina (BuChE-RCA ).

Segin lo expuesto, <cabria pensar que en aquellaé
situaciones ©patoldégicas donde se debilita la barrera
hematoencefdlica y por ende se incrementa el tréansito de
componentes plasmaticos al LCR, aumentard también la
proporcién de BuChE-RCA® en el LCR en relacién con las
proporciones encentradas en el medio procedente de individuos
normales. En la Tabla IV-2 se muestran los datos de la
interaccién con lectinas del liquido cefalorraquideo de nifics
aque jados con meningitis.

Los resultados indican que el grado de interaccién de la
BuChE del LCR de los enfermos, con RCA es muy parecido al
obtenido con 1la BuChE plasmatica y diferente de los datos
sobre la interaccién de la lectina con la enzima del cerebro.

En la actualidad estamos investigande las proporciones
relativas de la BuChE-RCA’ en el LCR de sujetos con otros
trastornos neuroldgicos para ver si en estas situaciones
también aumenta el paso de componentes del plasma al ligquido

cefalorraquideo.
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4.DISCUSION.

Como era previsible, tanto la AChE como la BuChE del LCR,
plasma humano y cerebro estan fuertemente glicosiladas, siendo
ello un rasgo caracteristico de todas las colinesterasas
investigadas. Sin embargo, la dotacién de oligosacaridos que
posea la AChE seréd distinta de la gue contenga la BuChE.
Ademas, <cada una de las formas moleculares de ACﬁE
interacciona de manera diferente con determinadas lectinas.
Asi, mediante experimentos de pulso Yy captura realizados en
cultivos de células de musculo de ave, s€ comprueba que
inmediatamente después de la sintesis todas las moléculas de
ACKE interaccionan con Con A. A los 60 min, alrededor del 40%
de las moléculas se ligan a WGA, vy z los 120 min, un 10% de
las moléculas se fijan sobre RCA (Rotundo, 1984b; Rotundo,
1989). Ello se interpreta por el autor en el sentido de que
todas las moléculas de AChE pasan por el reticulo endoplasmico
donde experimentan glicosilacién con  manosas, algunos
monémeros se convierten en tetrameros y pasan por el Golgil

donde adquieren oligosacaridos complejos. Los tetrémeros se

convierten en formas asimétricas que se glicosilan mas

ampliamente y por ello interaccionan con RCA.

En los microsomas musculares de conejo, la AChE se asocia
fuertemente a la membrana, siendo necesario el empleo de
detergentes para su solubilizacién (Canovas-Mufioz y col,
1990a). En los extractos hay formas globulares, G1 y Ge, Yy
formas asimétricas de AChE, pero mientras que las formas Gi1 no

son reconocidas por LCA, las Gs¢ precipitan parcialmente con la
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lectina y las asimétricas son sedimentadas completamente por
LCA (Canovas-Mufioz y col, 1990b).

La AChE de eritrocito de Torpedo (Gz) interacciona un 20%
cor: WGA y alrededor del 10% con LCA. La misma forma del nervio
motor de Torpedo reacciona un 10% con WGA y 90% con LCA (Bon y
col, 1988). Las formas asimétricas de Torpedo interaccionan un
100% con WGA y un 30% con LCA, pero las del 1ldbulo eléctrico
no reaccionan con WGA y alrededor del 30% con LCA (Bon y col,
1988). Ello quiere decir que dos isoformas, moléculas Gz de
AChE por ejemplo, de dos tejidos diferentes, dentro de un
mismo animal, interaccionan de modo distinto con lectinas.
Todo ello sucede a pesar de que el gen que codifica a la AChE
de vertebrados es unico.

Evidentemente, en cada tejido el procesamiento de 1los
restos oligosacaridicos puede ser distinto y de ahi se deriva
tal vez una estructura terciaria especifica para cada forma en
el tejido. Pequefias modificaciones en los restos de los
oligosacaridos pueden producir cambics de la estructura de la
subunidad enzimdtica que faciliten o dificulten el acceso de
las lectinas a los huecos internos o proyecciones externas
donde se alojen los oligosacaridos. Un ejemplo de cuanto
decimos lo constituye la AChE Gz del eritrocito bovino y la Ga
del nuicleo caudal del mismo animal. En el primer caso,
alrededor de tres cadenas oligosacaridicas estdn ligadas al
polipétido de la subunidad, a través de enlaces
N~gliéosidicos. En el segundo caso no se conoce el numero de
cadenas unidas. La enzima de eritrocito se puede desglicosilar

por endoglicosidasas muy fécilmente perdiendo 19 kD, sin
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perdida aparente de actividad. Fn cambio, la enzima de cerebro
pierde sélo 8 kD por tratamientos con endoglicosidasas, pero
la desglicosilacién sélo es posible una vez que las
subunidades se han desplegado por tratamientos con agentes
reductores y dodecilsulfato sédico (Heiden y col, 1991).

En esta misma linea, el anticuerpo monoclonal 2G8 es
especifico para un oligosacéarido de la subunidad catalitica de
la AChE de Torpedo, pero reacclona inmunolégicamente con la
enzima de cerebro de rata, cerebro bovino y humano (Liao y
col, 1991). Ello indica que el epitopo contra el gque se dirige
el anticuerpoc se ha conservado muy bien a lo largo de la
evolucién. El anticuerpo no reacciona, sin embargo, con la
AChE de eritrocito bovino o humano.

la secuencia de aminoacidos de la AChE humana tiene tres
sitios potenciales de N-glicosilacién (Soreq y col, 19907,
también la de ratén tiene tres, la de buey cuatro y la de
Torpedo cinco (Rachinsky y col, 1990), peroc la composicién de
carbohidratos de las formas moleculares de la enzima humana
todavia se desconoce.

La AChE del tejido cerebral y la del LCR, se parecen
mucho en cuanto a la interaccién con las cuatro lectinas
analizadas. La mayor interaccién de la AChE del LCR con Con A,
LCA y WGA, en comparacién con la enzima de cerebro, suglere
que la accesibilidad de las lectinas a los restos carbohidrato
de la enzima se ve mas favorecido en el primer caso. Ello
apoyaria la idea de que la AChE del LCR no procede de la del
cerebro por proteolisis sino que sigue una via de secrecidén

regulada o] constitutiva, especifica. Las propiedades
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anfifilicas de la AChE de tejido cerebral frenteb a las
hidrofilicas de la del LCR también favorecen esta alternativa.

El origen de la AChE del LCR puede ser muy diverso. Parte
de la enzima podria proceder de los ganglios basales entre los
que se incluyen el nucleo caudado, putamen, globus pallidus,
nicleo subtaldmico y sustancia negra (Taylor y col, 1988;
Greenfield, 1991) donde se localizan neuronas colinérgicas
intrinsecas. Otra parte de la AChE podria ser secretada de los
nucleos colinérgicos del cerebro anterior y del cerebelo
(Appleyard y col, 1988). Posiblemente también, parte de la
enzima se libere desde neuronas de la médula espinal (Oh y
col, 1977). De hecho, la médula espinal contiene 1.5-4 veces
més AChE que las areas corticales (Atack y col, 1986).

Por tanto el LCR contiene mas AChE en las fracciones de
la regién caudal que en las de la rostral, lo que confirma que
en los sujetos Jjévenes la enzima liberada por la médula
espinal contribuye de manera importante al total de la
actividad AChE del LCR lumbar. Igual ocurre con el contenido
de BuChE y proteina ya que su concentracién sigue un gradiente
siendo més abundantes en las porciones rostrales que en las
caudales del LCR (Atack y col, 1990). El gradiente de AChE se
disipa en el LCR de ancianos, pero no el de BuChE y proteina.
Ello tal vez se deba al aumento del flujo de AChE desde las
regiones cerebrales como consecuencia de la dilatacién del
drea de la superficie ventricular del tejido cerebral
parcialmente atrofiado en los ancianos (Atack y col, 1990).

Parece seguro que cualquiera que sea el origen de la AChE

de LCR, ésta habra de ser distinta de la contenida en el



tejido cerebral, ya que la enzima extraida de este tejido
manifiesta propiedades anfifilicas, mientras que la del LCR es
hidrofilica.

La AChE vy la BuChE estan codificadas por dos genes
diferentes (Gnatt y col, 1991). La BuChE humana del plasma
contiene nueve sitios de N-glicosilacion. Los 574 aminoacidos
de la secuencia proporcionan un peso molecular de 65.094
(Lockridge y col, 1987a). Las nueve cadenas de carbohidratd
contribuyen con un peso adicional del 24%, con lo gue el peso
de la subunidad completa es de 85.534. El peso molecular del
tetramero Ga es de 348.000, aproximadamente. Cada tetramero
enzimatico contiene alrededor de dos restos de dcido sialico
terminal, aun cuando las cadenas pueden ser bi, tri o
tetraantenarias. Ello supone que la forma G4 de BuChE tiene en
su periferia 72 cargas negativas. De la abundacia de restos de
4cido sidlico se deduce la fuerte interaccién que muestran las
moléculas con WGA. Alrededor del 10% en peso de cada subunidad
es galactosa + manosa, Q4% acetil-hexosaminas, 6% acetil-
neuraminico y 0.2% fucosa. Ello supone alrededor de 50 restos
de galactosa+manosa por subunidad, 35 acetil- hexosaminas, 18
restos de &cido sidlico y 1.2 restos de fucesa por cada
subunidad (Lockridge, 1990)}.

No se conoce cémo es la glicosilacién. de la BuChE de
cerebro y sélo se sabe que la enzima se localiza en regiones
cerebrales no relacionadas con la AChE, células del endotelio
de los capilares, células gliales y neuronas (Graybiel vy

Ragsdale, 1982).

Como ocurre en el caso de la AChE de distintos tejidos,
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es posible que el procesamiento de la subunidad de BuChE en
higado, donde parece que se sintetiza la enzima plasmatica
(Svensmark, 1963), sea diferente del de la subunidad de 1la
enzima del cerebro, sea cual sea su verdadero origen, glia o
neurona. La menor interaccién de la BuChE cerebral con RCA, en
comparacién con la enzima plasmatica, indica que o bien la
enzima de cerebro estd desprovista de galactosa terminal en el
extremo de las cadenas de oligosacaridos o si contlenen dichd
azucar terminal, el acceso de la lectina a las galactosas
terminales es mas dificil que en la enzima plasmdtica. En todo
caso, al liquido cefalorraquideo parece que llegarian los dos
tipcs de BuChE, 1la que interacciona fuertemente con RCA
(BuChE—RCA+), que probablemente procede del plasma y la que no
interacciona con RCA (BuChE-RCA ) que se libera desde el
tejido cerebral. En la medida en que se produzca un aumento de
la permeabilidad vascular se incrementarid la proporcién de
BuChE que interacciona con RCA. Por ello, en los sujetos con
meningitis se produce la completa interacciéon de la BuChE con
la lectina, ya gque durante la enfermedad es posible que la
BuChE plasmatica qu ha penetrado en los ventriculos cerebrales
supere a la actividad liberada por el tejido nervioso.

Es posible que también se haga patente un aumento de la
BuChE-RCA® en el L.CR como consecuencia de una trombosis, o en
casos de encefalitis o por la aparicién de tumores cerebrales.
Todo elloc estd siendo estudiado actualimente por el equipo de

investigacién de la Universidad de Murcia.
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1. El1 liguido cefalorraquideo de los sujetos normales contiene
actividad AChE y BuChE. La expresién de la actividad de estas
enzimas depende de la edad del sujeto, de modo gque la
actividad AChE aumenta con la edad en el intervalo entre 8 y
78 afios, segin la ecuacién y = 0.127 x + 9.10. También la
actividad BuChE del LCR aumenta segin la edad del sujeto, de
acuerdo con la ecuacién y = 0.054 x + 5.01. Ello habra de
tenerse en cuenta antes de referirse a un cambio de >la
actividad AChE o BuChE del LCR como consecuencia de una

situacidén fisioldgica o patoldgica concreta.

2. Los ‘datos de actividad AChE obtenidos por aplicacién de los
métodos convencionales y de inmunoensayo son practicamente
iguales. Ello garantiza la validez de los datos obtenidos, al
tiempo que pone de manifiesto la existencia de -epitopos
comunes en la AChE de eritrocitos, utilizada para generar los

anticuerpos, y la enzima de LCR.

3. En el 1liquido cefalorraquideo humano hay una {forma
principal de AChE con un coeficiente de sedimentacién de 10.5-
11.0 S. La actividad BuChE se debe a la presencia en el LCR de
una forma predominante de 11.5~12.0 S. Dichos coeficientes
corresponden a formas globulares tetraméricas, moléculas G4,
tanto de AChE como de BuChE. Ambas enzimas muestran el
comportamiento tipico de las moléculas hidrofilicas y lo mismo

le sucede a la forma G¢ de la BuChE del plasma humano.

4. E1 coértex cerebral humano contiene la AChE distribuida en
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dos fracciones: la que se extrae de la membrana sélo con
medios salinos , 20-25% del total de la actividad, v la que
requiere detergentes para su solubilizacién, 55-60%. Igual le

ocurre a la BuChE del cerebro.

5. La AChE extraida del cerebro sin detergentes se distribuye
en dos formas principales de coeficientes de sedimentacién 10-
11 S y 4-4.5 5, que corresponden a formas Ga y G1,
respectivamente. Ambas moléculas son anfifilicas ya que sus
propiedades hidrodinamicas varian segin el detergente con el
que interaccionen.

la enzima fuertemente ligada a la membrana se solubiliza
con detergentes y se distribuye en dos formas principales G4 y
Gi. Las moléculas Ga extraidas con detergentes, a diferencia
de las moléculas Ga4 liberadas con tampones szlinos, muestran

fuerte tendencia a la autoagregacion.

6. La BuChE, extraida del cerebro sin tensioactivos consiste
en una mezcla de moléculas Ga y G1, eminentemente
hidrofilicas. En camblo, la BuChE solubilizada con detergentes
se presenta en dos formas principales, Gs4 y G1. Los tetrameros
se redistribuyen en dos tipos si la centrifugacidén se lleva a
cabo en gradientes con Brij 96. Ello supone que han de
coexistir tetrameros hidrofilicoes y anfifilicos en la BuChE

extraida del encéfalo con detergentes.

7. La AChE y BuChE del ligulde cefalorraguideo, plasma VY

cortex cerebral son glicoproteinas que interaccionan en buena
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medida con Con A, LCA y WGA. Parte de la AChE del coértex
cerebral vy del liquido cefalorraquideo habréan de proceder de
proteinas glicosiladas en el reticulc endoplasmico y Golgi de
modo distinto pues difieren en su interaccién con lectinas,
ademds de mostrar diferencias importantes en el caracter

anfifilico.

8. La BuChE plasmatica reacciona con RCA-I, pero la de cerebro
no es reconocida por la lectina. Ello refleja el distinto
procesamiento de los dos tipos de formas G4. Sélo la mitad de
las moléculas de BuChE del liquido cefalorraquideo reacciona
con RCA-I, lo que tal vez indique que una parte de la enzima
procede del tejido cerebral y otra parte del plasma. En
sujetos con meningitis, situacién en la gque aumenta la
permeabilidad vascular a proteinas plasmaticas, casi la
totalidad de la BuChE del liquido cefalorraquideo reacciona
con RCA-I. Ello confirma el origen de la BuChE del LCR y
permite proponer a la relacién BuChE-RCA®/ BuChE-RCA~ como un

indice de la integridad de la barrera hematoencefalica.
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