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L. INTRODUCCION

La membrana de mielina juega un papel fundamental en la transmisién del impulso
nervioso en los animales con un sistema nervioso muy desarrollﬁdo (Morell, 1984). Gracias
a esta membrana los impulsos se transmiten a través de las fibras nerviosas mielinizadas a
una mayor velocidad y con un menor gasto energético que en el caso de las fibras no
mielinizadas. Esta membrana actia como aislante eléctrico de los axones, presentando un
elevado contenido lipidico y siendo su fraccién proteica menor que la encontrada en la
mayoria de las membranas. Unas pocas proteinas mayoritarias, proteolipido de mielina y
proteina bdsica de mielina, constituyen aproximadamente el 90% del contenido proteico de
la mielina en el sistema nervioso central. Se sabe, por otra parte, que estas proteinas estdn
directamente relacionadas con enfermedades del sistema nervioso central, tales como
esclerosis miiltiple y encefalomielitis (Eylar, 1980; Gregson, 1983), pero ain hoy dia se
desconocen sus funciones en la mielina y, por tanto, sobre sus implicaciones en estas
enfermedades nerviosas.

Este desconocimiento del papel desempefiado por las proteinas mayoritarias de la
mielina se debe en gran parte a la dificultad de su purificacién mediante procedimientos
suaves. Estas dos proteinas normalmente se han venido purificando mediante la utilizacién
de disolventes orgdnicos y/o disoluciones muy écidas (Oshiro y Eylar, 1970; Monreal, 1975;
Aguilar et al., 1983; Helynck et al., 1983; Cheifetz y Moscarello, 1985). Se considera
actualmente que estos métodos tradicionales de purificacion alteran muy posiblemente de
forma irreversible la estructura secundaria y terciaria de las proteinas durante el proceso de

purificacién. Por esta razén se estdn desarrollando actualmente métodos mds suaves para la
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purificacién de ambas proteinas mediante la utilizacién de detergentes (Smith et al., 1984;
Riccio et al., 1985), los cuales, en principio, se supone que alteran menos la estructura de
las proteinas (Tanford y Reynolds, 1976). De todas formas, una complicacién en el proceso
de purificacién de estas proteinas es la falta de actividad enzimdtica, o alguna otra
caracteristica funcional, que permita comprobar las posibles alteraciones de su conformacién

nativa durante y al final del proceso de purificacién y reconstitucion.

En el grupo de trabajo de Calorimetria de Proteinas del Departamento de Quimica
Fisica de la Universidad de Granada se habfa realizado, dentro de un proyecto de
colaboracién, un trabajo puntual sobre el proteolipido de mielina (Mateo et al., 1986),
encontrdndose una transicién reversible centrada en 60 °C y atribuida a la desnaturalizacién
térmica de dicha proteina. Puesto que se trataba de la primera proteina intrinseca de
membrana que presentaba una desnaturalizacion reversible (Sdnchez-Ruiz y Mateo, 1987) y
dado el interés evidente del propio sistema, se planted un estudio posterior mds profundo y
sistemdtico de dicha transicién. Al mismo tiempo se pensé en abordar la purificacién de esta
proteina, asi como la de la bédsica de mielina, por métodos menos dristicos que los
propuestos en la bibliografia, es decir, con la utilizacién de diversos detergentes. Este es,

muy resumido, €l origen y génesis del trabajo que se presenta en esta Memoria.

Previamente al trabajo de purificacion, se ha tenido que realizar un estudio sobre la
estabilidad térmica de la membrana de mielina bajo diversas condiciones, estableciéndose asi
las condiciones adecuadas de trabajo para los estudios posteriores. Como se ha indicado
anteriormente, aparte del estudio de la transicion descrita a 60 °C, se ha pretendido aquf
purificar tanto el proteolipido como la proteina bdsica de mielina por métodos alternativos

basados en el uso de detergentes. Con este fin se han utilizado los detergentes ya propuestos
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en la bibliografia para la purificacién del proteolipido de mielina, desoxicolato sédico y
Triton X-100 (Smith, 1977; Smith et al., 1984), con los que se ha intentado optimizar el
método de purificacién evitando, por ejemplo, etapas que implicaran una concentracién muy
alta de detergente. Se han usado ademds otros detergentes originales para la purificacién de
estas proteinas y que pudieran mejorar aspectos de dicha purificacién. En cualquier caso, y
posteriormente a la purificacién, se ha tratado de reconstituir estas proteinas en liposomas
formados porrsus lipidos naturales. Hasta la fecha sélo se encuentra en la bibliografia la
reconstitucién de estas proteinas una vez purificadas por disolventes orgdnicos (Carmona et
al., 1987; Surewicz et al., 1987a; Surewicz et al., 1987b; Goiii et al., 1988; Carmona et al,
1988), mientras que en los casos contados en que se proponen detergentes para su
purificacion, no se ha abordado su reconstituciéon o no se ha podido reconstituirlas en un
medio lipidico (Smith, 1977; Smith et al., 1984; Riccio et al., 1985).

Por otra parte, aunque el Grupo posee ya cierta experiencia en la aplicacién a
proteinas hidrosolubles de técnicas calorimétricas, tanto isotérmicas (Cortijo et al., 1982;
Mateo et al., 1984; Barén et al., 1989), como de barrido (Lépez-Lacomba et al., 1985;
Sanchez-Ruiz et al., 1988a; Sdnchez-Ruiz et al., 1988b; Cladera et al., 1988; Ldpez-
Lacomba et al., 1989; Guzmadn et al., 1990), era la primera vez que abordaba la purificacién
de proteinas de membrana, el uso de detergentes, y la aplicacién de técnicas calorimétricas
a estos sistemas. Precisamente, dada la ausencia de actividad funcional del proteolipido y la
dificultad concomitante para comprobar su conformacién nativa durante el proceso de
purificacién, se pensé que si se disponfa de la traza calorimétrica de barrido para su
desnaturalizacion, ésta podria jugar un papel andlogo, ya que estos perfiles térmicos pueden
en muchos casos considerarse caracteristicos para una proteina dada (Mateo, 1984). En este
sentido se ha utilizado una transicién endotérmica detectada en la mielina a 80 °C por

calorimetria de barrido. Con el fin, ademds, de determinar la naturaleza de dicha transicion
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se ha recurrido, durante la realizacién del presente trabajo, a la técnica de andlisis térmico
en gel de poliacrilamida. Esta es una técnica muy reciente (Soler et al., 1984; Rigell y
Freire, 1987; Morin et al., 1990) que complementa muy bien la de calorimetria diferencial
de barrido en el estudio térmico de biomembranas, y de cuya utilizacién previa en Espaiia
conocemos un solo caso (Artigues et al., 1987). Ha sido pues necesario la puesta a punto de
la misma, lo que entre otras cosas ha llevado al disefio y construccién de un bafio térmico
cuasi adiabdtico, capaz de realizar barridos lineales de temperatura que simulen los de
calorimetria de barrido.

No son muchas las técnicas fisicas que pueden utilizarse en el estudio de proteinas de
biomembranas. De ellas, la espectroscopia infrarroja de transformada de Fourier ha adquirido
un protagonismo particular en afios recientes, siendo capaz de proporcionar informacién
sobre la estructura secundaria de proteinas de membrana (Surewicz y Mantsch, 1988;
Surewicz et al., 1990), asi como sobre el grado de orden/desorden de los lipidos en la bicapa
(Cortijo et al., 1982; Villalain et al., 1988; Jackson et al., 1989). Aunque en este Grupo de
trabajo no se disponia de experiencia previa sobre el uso de esta técnica, el disponer de un
instrumento adecuado en los Servicios Técnicos de esta Universidad animé al uso de la
misma como técnica complementaria en el proyecto propuesto. Habria que sefialar que
aunque el equipo instrumental existia, pricticamente no se habia utilizado, por lo que hubo
que ponerlo a punto, dotdndolo de diversos accesorios, tales como controlador de
temperatura, células herméticas para liquidos o desecador de aire. En esta tarea ha sido de
ayuda inestimable la colaboracion mantenida con el Departamento de Bioquimica de la
Universidad del Pais Vasco, con amplia experiencia en el uso de esta técnica, tanto en
asesoramiento como en la propia realizacién en dicha Universidad de muchos experimentos
y su posterior andlisis y tratamiento de datos.

Por otra parte, es también de destacar que en el estudio de la purificacién de proteinas
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y uso de detergentes a lo largo de esta Memoria se ha trabajado en estrecha colaboracién con
el Dr. J. Ruiz Cabello del Departamento de Quimica Fisica II de la Facultad de Farmacia

de la Universidad Complutense de Madrid.

En el conjunto pues del presente trabajo, se han abordado sistemas biolégicos y
utilizado técnicas, que es de esperar que permitan a este Grupo de Investigacién ampliar sus
lineas futuras de trabajo y hacer uso de nuevos enfoques metodoldgicos. El hecho de que esto
sea ya una cierta realidad en el presente, y el que cristalice aiin m4s ampliamente en el

futuro, seria la mejor recompensa a los esfuerzos innovadores realizados.
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H. 1. MEMBRANA MIELINICA

II. 1.1. Introduccién

En todos los animales vertebrados superiores la division del cerebro y de la médula
espinal en regiones blancas y grises (sustancia blanca y sustancia gris) es evidente a simple
vista. La proporcién de sustancia blanca respecto a la gris aumenta conforme se asciende en
la escala evolutiva.

La sustancia blanca estd formada por una serie de cilindros estrechamente
empaquetados; éstos son los axones, por los cuales se transmiten los impulsos nerviosos. La
mayoria de estos axones se encuentran rodeados de una cubierta lipidica, que es la mielina.

La palabra mielina viene del griego "myelds", que significa médula. El patSlogo
alemdn Rudolf Virchow la describié en 1854 (Virchow, 1854) denomindndola con este
nombre, al observar que era especialmente abundante en la médula o parte central del
cerebro.

La mielina es una extensién de la membrana plasmdtica de la célula que la produce.
Estas células son las células oligodendrogliales en el sistema nervioso central (SNC) y las
células de Schwann en el sistema nervioso periférico (SNP). Aunque las capas mielinicas de
ambos sistemas nerviosos presentan una apariencia similar por microscopia , tienen diferente
ultraestructura y composicién quimica y, hasta cierto punto, presentan diferentes propiedades
fisicas. De ahora en adelante nos referiremos nicamente a la mielina del SNC a no ser que

se especifique lo contrario.
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La mielina presenta unas caracteristicas muy peculiares tanto morfoldgica, bioquimica,
fisiolégica, como inmunolégicamente, lo cual la ha convertido en una estructura \nica de

particular interés para la investigacién cientifica.

1I. 1.2. Morfologia

La vaina mielinica, que rodea a los axones, proviene del plegamiento en espiral
alrededor del axén de un apéndice de la membrana de las células oligodendrogliales. La
mayor parte de esta vaina estd formada por pares de membranas muy estrechamente
empaquetados y separados por espacios estrechos de fluido. Esta prolongacién citoplasmética
que se enrolla alrededor del axén lo héce de fuera hacia dentro, quedando asi cada vez mds
empaquetadas las membranas; ocasionalmente quedan algunos compartimentos
citoplasmdticos, denominados cisuras de Schmidt-Lanterman, que permanecen como restos
de citoplasma comunicados con el cuerpo de la célula emisora.

La visién de la mielina al microscopio electrénico muestra un patrén caracteristico
constituido por una serie de lineas oscuras y claras alternantes separadas por zonas no tefiidas
que corresponden a la unién de las caras citoplasmdticas y extracelulares, respectivamente
(Figura II. 1.1).

La naturaleza periédica de esta disposicién de membranas hace posible que la
organizaciéon molecular de la mielina pueda examinarse por técnicas de difraccion, tales como
la difraccién de rayos X y la difraccién de neutrones. Estas técnicas han permitido calcular
la separacién entre las membranas y el andlisis de las fuerzas e interacciones entre ellas
(Franks y Levine, 1981). En general la distancia existente entre las superficies de estas

membranas arrolladas en espiral viene determinada por un balance entre fuerzas atractivas
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FIGURA 1II. 1.1: Micrografia electrénica de una seccién transversal de axones mielinizados

del SNC. Las capas de mielina que envuelven a los axones se observan como lineas
concéntricas claras y oscuras. La célula que forma la vaina mielinica se compacta sobre si
misma y forma una doble capa de mielina que se enrolla alrededor del ax6n. En esta
micrografia se puede observar el comienzo del enrollamiento (——) donde se encuentra
la mayor parte del citoplasma y el niicleo de la célula oligodendroglial. El segmento de la

parte inferior derecha muestra la magnificacién de la imagen, y corresponde a 0,25 pum
(Lehninger, 1986).
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y repulsivas y por un contacto entre componentes que sobresalen hacia el espacio
intermembranal (Rand, 1981). La atraccion entre las membranas se debe a las fuerzas de van
der Waals, mientras que la repulsion proviene de dos tipos de fuerzas: (a) la fuerza
electrostdtica que puede actuar sobre largas distancias y (b) la fuerza de hidratacién que
proviene del agua ligada a las moléculas de lipido y proteina y que debe eliminarse para que
las superficies se acerquen m4s entre si; ésta (ltima actiia sobre distancias de decenas de A
disminuyendo rdpidamente su intensidad con la distancia a la superficie (Kirschner et al.,
1984).

Se han medido las separaciones entre las membranas de la mielina por perfiles de
densidad electrénica tanto de difraccién de rayos X como de difraccién de neutrones (Franks
et él., 1982), obteniéndose unos valores medios de 30-40 A en la parte citoplasmitica y de
30-50 A en la parte extracelular. Estos valores son mayores que los obtenidos para diferentes
mezclas de fosfolipido-colesterol en exceso de agua (de 15-27 A) (McIntosh, 1980). Esta
mayor separacién en la mielina se debe a componentes de la membrana que sobresalen hacia
el espacio acuoso y actian como puntales para mantener la separacién. Se ha sugerido que
estos componentes son proteinas de la membrana mielinica ya que, gracias a experimentos
de criofractura y de difraccién de rayos X, se ha observado que en las zonas donde no hay
proteinas la separacién es menor (de hasta 20 A), acercdndose asf a la distancia caracteristica
para mezclas de fosfolipido-colesterol (Winter, 1982). Estas separaciones entre membranas
varian tanto entre especies diferentes como dentro de la misma especie segiin la edad (Padrén
y Mateu, 1981), comprobdndose que se deben a diferencias en la composicion lipidica
(diferente longitud en la cadena hidrocarbonada) y en la composicién proteica (menor
contenido de proteinas en los animales inmaduros).

Los estudios de difraccién de rayos X no sélo han servido para el estudio de la

separacidn y del espesor de las membranas de la mielina, sino que también se han utilizado
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para observar la organizacién molecular con mayor detalle, mediante el andlisis de los
perfiles de densidad electrénica obtenidos con una resolucién de 10 A (Kirschner et al.,
1979; Kirschner y Ganser, 1982). Asi, se han observado hombros asimétricos en la zona
interna del perfil de la bicapa que se atribuyen a una distribucién asimétrica del colesterol,
encontrdndose €ste en una proporcién dos veces superior en la mitad extracelular de la bicapa
que en la citoplasmética. Asimismo, se ha observado una distribucién asimétrica de los
plasmaldgenos de fosfatidiletanolamina, localizdndose inicamente en la mitad citoplasmatica
de la bicapa. Por iltimo , gracias a estos estudios se ha concluido que las proteinas de
mielina se hallan uniformemente distribuidas entre las dos mitades de la bicapa, ya que se

obtiene el mismo perfil electrénico para la mielina completa que desproteinizada.

11. 1.3. Funcién de la mielina

Ya en 1878 Ranvier especulaba sobre la funcién de la mielina en su libro “"LeCons
sur I'Histologie du Systéme Nervoux" (Ranvier, 1878) aproximdndose bastante a la realidad

actual:

¢ Cual es la funcion de la capa mielinica en si misma? Claramente tiene una funcién
protectora, protege al cilindro axénico de la compresion... Quizds la mielina también

tenga otra funcion, probablemente sea una capa aislante.

En la actualidad, se afirma precisamente que la principal funcién de la mielina es la
de aislar al axén del medio interneuronal, facilitando de este modo la conduccién del impulso

nervioso. Este aislamiento no es total, ya que la cubierta mielinica no es continua a lo largo
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de todo el ax6n sino que se interrumpe de vez en cuando dejando en contacto la membrana
plasmdtica del axén con el medio interneuronal en los denominados nodos de Ranvier.
Debido a la gran resistencia eléctrica que presenta la vaina mielinica, siendo de 10
a 20 veces mayor que la de las disoluciones salinas extracelulares, se impide la conduccién
eléctrica a través de ella. De este modo, la corriente bioeléctrica generada en la regién de
baja resistencia eléctrica del nodo de Ranvier fluye de un nodo a otro despolarizando la
membrana Unicamente en esas regiones. Esto origina una conduccién "saltatoria” del impulso
cuya velocidad es proporcional al didmetro de la fibra nerviosa mielinizada; mientras que la
velocidad de transmision en una fibra amielinizada es proporcional a la raiz cuadrada del
didmetro de la fibra (Ritchie, 1984). Este hecho representa un gran ahorro en tamafio para
mantener una cierta velocidad de transmisién. Sin embargo, la existencia de fibras
mielinizadas representa una ventaja atin mucho mayor en cuanto a la energia consumida por
el axon. Asi, comparando dos fibras nerviosas que conduzcan las sefiales con una misma
velocidad, de rana (mielinizada) y de calamar (no mielinizada), la relacién entre sus
didmetros puede ser de 40 mientras que el calamar necesita unas 3000 veces mds energia que
la rana para transmitir los impulsos nerviosos por estas fibras. Por lo tanto, existen dos
importantes razones, espacio y consumo energético, que harian impracticable un sistema

nervioso complejo sin fibras mielinizadas.

1I. 1.4. Composicion bioquimica

La caracteristica mds notable de la composicién de la mielina con respecto a otras
membranas plasmdticas o intracelulares es su elevada relacién lipido/proteina; dependiendo

de su fuente de origen, la mielina aislada contiene un 70-85% de lipido y un 15-30% de
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SOLIDOS (60%) AGUA (40%)

LIPIDOS  PROT

FOSFOLIPIDOS (40 - 456%)

GALACTOLIPIDOS (27 - 30%) LIPIDOS
(70 - 85%)
COLESTEROL (26 - 28%)
PROTEOLIPIDO (60 - 56%) ]
PROTEINA BASICA (30 - 356%)
PROTEINA
N WOLFGRAM (10 - 16%)
] FRACCIO (S - 30%)
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QALACTOPROTEINAS
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—

FIGURA 1I. 1.2 : Esquema ilustrativo de la composicién de la membrana mielinica del
SNC. Los tantos por ciento que se muestran para el contenido de lipido y de proteina totales
son en peso seco; los tantos por ciento que se indican para cada clase de lipido y de proteina
son en peso del total de lipido y de protefna respectivamente (Norton y Cammer, 1984). En
la referencia no se especifica el contenido (%) de DM-20, galactoproteinas y enzimas
presentes en la membrana.
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proteina en peso seco (ver Figura II. 1.2).

Los andlisis de la mielina aislada no pueden dar informacién de su contenido en agua
in vivo; pero es obvio que es una estructura relativamente deshidratada ya que el menor
contenido en agua de la sustancia blanca (72%) con respecto a la sustancia gris (82%) se
debe principalmente al alto contenido de mielina de la sustancia blanca. Gracias a estudios
de difraccién de rayos X (Finean, 1960) se ha estimado el contenido de agua en la mielina
sobre un 40% en peso.

A modo ilustrativo se puede decir que 100 g de sustancia blanca fresca contienen unos
70 g de agua y unos 30 g de sdlidos; de los sdlidos presentes en la sustancia blanca unos 15
g pertenecerian a la mielina. De esta forma, en el compartimento mielinico se hallarfa la
mitad del material s6lido y tan sélo 10 g (15%) de los 70 g de agua que contiene la sustancia
blanca.

Como ya mencionamos anteriormente sélo nos vamos a referir a la mielina del SNC,

que es el material biolégico utilizado durante este trabajo.

II. 1.4.1 Composicidn lipidica

Sélo existen pequefias diferencias entre la composicion lipidica de la mielina y la de
la sustancia blanca, como puede observarse en la Tabla II. 1.1.

La caracteristica mds notable de los lipidos de la mielina es el elevado contenido de
galactoesfingolipidos (cerebrésidos y sulfdtidos) (Zalc et al., 1981). La mielina también estd
enriquecida en colesterol y en fosfoglicéridos de etanolamina en su forma de plasmalégeno
(plasmeniletanolamina) con respecto a otras membranas. Estos tres tipos de lipidos
representan el 65% de los lipidos totales de la mielina. Cuando la composicién lipidica se

expresa como relacién molar, las cantidades de colesterol:fosfolipido:galactolipido varian
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TABLA 1I. 1.1

Composicién lipidica de la mielina y de la sustancia blanca del SNC de
diferentes fuentes, asi como del cerebro total de rata. Los valores de lipidos
y proteinas totales vienen expresados en % de peso seco, mientras que los
demds se expresan como % del peso de lipidos totales. PG se refiere a
fosfoglicéridos. Los valores dados en la Tabla corresponden a valores medios

de animales adultos obtenidos por Norton y Cammer (Norton y Cammer,

1984).
SUSTANCIA MIELINA SUSTANCIABLANCA CEREBRO
Humana Bovina Rata Humana Bovina Rata
Proteina total 30,0 24,7 29,5 39,0 39,5 56,9
Lipido total 70,0 75,3 70,5 54,9 55,0 37,0
Colesterol 27,7 28,1 2773 27,5 23,6 23,0
Galactolipido total 27,5 29,3 31,5 26,4 28,6 21,3
Cerebrésido 22,7 24,0 23,7 19,8 22,5 14,6
Sulfatido 3,8 3,6 7,1 5,4 5,0 4,8
Fosfolipido total 43,1 43,0 44,0 45,9 46,3 57,6
PG etanolamina 15,6 17,4 16,7 14,9 13,6 19,8
PG colina 11,2 10,9 11,3 12,8 12,9 22,0
PG serina 4.8 6,5 7,0 7,9 11,4 7,2
PG inositol 0,6 0,8 1,2 0,9 0,9 2,4
Esfingomielina 7,9 7,1 32 7,7 6,7 3,8
Plasmalégeno 12,3 14,1 14,1 11,2 12,2 11,6
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entre 4:3:2 y 4:4:2,

Los largos restos de cadenas hidrocarbonadas de mielina se caracterizan por la
existencia de una alta proporcién de aldehidos grasos. Estos aldehidos grasos, que derivan
primariamente de fosfatidiletanolaminas y, en menor proporcién, de fosfatidilserinas,
constituyen un sexto del total de los restos grasos de fosfoglicéridos. Suelen ser aldehidos
palmiticos, estedricos y oléicos, siendo rara la existencia de aldehidos poliinsaturados.

Como norma general, los fosfolipidos de la mielina contienen cantidades altas de
dcidos grasos monoinsaturados y bajas de saturados y poliinsaturados con respecto a los
fosfolipidos de la sustancia gris.

La regi6n hidrofébica de la bicapa mielinica presenta la caracteristica de que el 25%
de las cadenas hidrocarbonadas que la forman son de 4 a 6 carbonos mds largos que la media
en otras membranas. La mayoria de estas cadenas largas se encuentran en esfingomielinas,
cerebrésidos y en sulfatos de cerebrésidos. Como la longitud de las cadenas de los lipidos
de mielina varfan entre 17 y 30 A, y la regién hidrofébica de la bicapa es de unos 45 A de
anchura, se ha sugerido que debe producirse una interdigitacion de las cadenas
hidrocarbonadas mds largas confiriendo una mayor fluidez al centro de la bicapa (Griffith et
al., 1974).

A pesar de la gran cantidad de datos existentes sobre la composicidn lipidica de la
mielina, se sabe muy poco sobre la distribucion de estos lipidos en las dos mitades de la
bicapa; de todas formas, se pueden hacer tres observaciones importantes:

- El colesterol aparece asimétricamente distribuido, habiendo mds cantidad en la mitad
externa de la bicapa que en la interna, con una relacién aproximada de 2:1. Segiin esta
relacion, la proporcién molar del colesterol con respecto a los otros lipidos seria de 1:1 en
la mitad externa y de 3:7 en la interna. Esto indica que la mitad externa de la bicapa puede

estar cercana al nivel de saturacién de colesterol, segin estudios realizados con modelos de
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membrana (Reiber, 1978).

- La mayoria de los cerebrésidos se encuentran localizados en la mitad externa de la
bicapa, lo cual provoca que el nivel de saturacién de colesterol admitido en esa capa
disminuya. Se puede concluir que la mitad externa de la bicapa contiene casi exclusivamente
colesterol y glicolipidos, mientras que la mayor parte del fosfolipido se encontraria en la
mitad interna.

- Los plasmalégenos de etanolamina, la especie mds abundante de fosfolipidos en la

mielina, se encuentran exclusivamente en la mitad interna.

II. 1.4.2. Composicién proteica

Mientras que la composicién lipidica de la mielina del SNC es cualitativamente la
misma que la mielina del SNP, la composicién proteica difiere en gran medida entre ambas.
Como ya se ha comentado anteriormente, vamos a centrarnos exclusivamente en la mielina
del SNC.

La composicion proteica de la mielina es relativamente simple, constituyendo dos
proteinas al menos el 80% del total de proteina (Figura II. 1.2). Ambas proteinas son
bastante bdsicas, una de ellas con composicién similar a la de las histonas, conocida como
proteina bdsica de mielina (PBM) y la otra, de cardcter muy hidrofébico, conocida
normalmente como proteolipido de mielina (PLP). El resto de las proteinas estdn en un
grupo heterogéneo compuesto por algunos enzimas, glicoproteinas y un niimero de proteinas
de estructura y funcién desconocidas, la mayoria de ellas de un peso molecular superior al
de las dos proteinas mayoritarias (Lees y Sakura, 1978). Estas proteinas, minoritarias
cuantitativamente, juegan un papel importante dentro de la mielina debido a su contribucién

en la mielinogénesis y en el mantenimiento metabélico y estructural de estas membranas
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multilamelares (Norton y Cammer, 1984).

Siempre se habia creido que la mielina era un tejido inerte que contenia poca o
ninguna actividad enzimdtica, pero en estos iltimos afios se han identificado un mimero
elevado de enzimas asociados a la mielina. Tal realidad conduce al replanteamiento de un
papel funcional més activo para la mielina; asf, recientemente se ha descrito una actividad
de recuperacioén de iones para la membrana ( Helynck et al., 1983).

Las glicoproteinas, a pesar de ser un componente minoritario, tienen gran importancia
en el desarrollo y patologia de la mielina (Quarles, 1980). La mds abundante y mejor
estudiada de estas protemas es la denominada MAG, con un peso molecular de 100.000 y
constituye un 1% de la proteina total de la mielina; su contenido en carbohidratos es elevado
llegando a constituir hasta un tercio de la molécula, presentando una proporcién alta de dcido

sidlico, ademds de fucosa, manosa, galactosa y N-acetilglucosamina (Quarles et al., 1983).
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II. 2. PROTEINAS MAYORITARIAS DE LA MIELINA

11. 2.1. Proteolipido de mielina

II. 2.1.1 Introduccién

El término proteolipido fue propuesto por Folch y Lees (Folch y Lees, 1951) para
describir a una clase de lipoproteinas que se caracterizaban por su solubilidad en disolventes
orgénicos y su insolubilidad en medios acuosos. El proteolipido de mielina (PLP) es quimica
y fisicamente distinto de otros proteolipidos, no observdndose reaccién inmunolégica con
proteolipidos de otras membranas (Macklin et al., 1982).

El PLP es la unica proteina de la mielina soluble en mezclas de cloroformo-metanol,
por lo que normalmente ha sido purificada utilizando disolventes orgdnicos (Gagnon et al.,
1971; Monreal, 1975; Aguilar et al., 1983). En realidad, se ha observado que los
solubilizados de mielina con cloroformo-metanol contienen también pequeiias cantidades de
PBM; esta solubilizacién de la PBM parece estar relacionada con la eliminacién de las sales
durante la obtencién de mielina y con la presencia de lipidos dcidos con los que forma

complejos idnicos durante el proceso de solubilizacién (Palmer y Dawon, 1969).
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II. 2.1.2. Purificacion

Los métodos convencionales de purificacion del PLP (Monreal, 1975; Lees y Sakura,
1978) utilizan disoluciones orgdnicas e, incluso, delipidan exhaustivamente la proteina
(Aguilar et al., 1983), por lo que el PLP se ve sometido a procesos muy drasticos lo cual
puede afectar a su conformacién durante la purificacién. En los dltimos afios se han utilizado
diversos detergentes para que las condiciones de purificacién sean mds suaves y, asi, intentar
conservar en lo posible la estructura nativa del PLP (Smith et al., 1984; Ruiz-Cabello et al.,

enviado).

lado externo

lado citoplasmatico. - g
{% < corte en
t;//;/}/ DM — 20

FIGURA II. 2.1: Representacién esquemdtica de la secuencia aminoacidica de deleccién del
PLP en la proteina DM-20 (Nave et al., 1987).
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En electroforesis de SDS-poliacrilamida el PLP aparece como una banda
correspondiente a un peso molecular de 24.000-26.000 cuando en realidad su peso es de
30.000. Esto se debe a que al ser una proteina muy hidrofébica se une comparativamente a
mds moléculas de SDS y consecuentemente presenta una movilidad electroforética mayor,
obteniéndose asi un peso molecular aparente menor al compararla con proteinas patrones (See
y Jackowski, 1989). Por lo general también se observa, junto con la banda correspondiente
al PLP, una banda de menor peso molecular (20.000) que corresponde a la DM-20 y que es
muy dificil de separar del PLP. De hecho se ha observado que ambas protefnas poseen
muchas propiedades en comtin e incluso presentan entrecruzamiento inmunolégico (Trifilieff
et al., 1986). Recientemente se ha secuenciado la DM-20 y se ha observado que sélo difiere
de la secuencia del PLP en una deleccidn interna de 35 restos aminoacidicos (del resto 116

al 150 de los 276 que posee el PLP) (Nave et al., 1987) (Figura II. 2.1).

II. 2.1.3. Secuencia y estructura

La secuencia aminoacidica del PLP de mielina bovina contiene 276 restos con un peso
molecular de 29869; se observa una clara segregacién en dominios hidrof6bicos e hidrofilicos
(Lees et al., 1983), siendo los restos apolares un 66% del total, por lo que presenta un
marcado cardcter hidrofébico. El PLP presenta ademds una mayor abundancia de
aminoécidos dicarboxilicos que bdsicos, pero debido a que la mayor parte de los restos
glutdmicos y aspdrticos estin amidados su punto isoeléctrico es bastante basico (pI=9,2).

En su secuencia el PLP presenta 14 restos de cisteina, de los cuales se pueden acilar
solamente 4 (Vacher et al., 1984); esto hace suponer que los otros 10 restos se encuentran
formando puentes disulfuro. Asi, Shaw y colaboradores (Shaw et al., 1989) mediante un

estudio del PLP de mielina bovina, concluyen que la Cys-200 y la Cys-219 se encuentran
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formando un puente disulfuro localizado probablemente en la cara extracelular de la
membrana; los otros 4 puentes disulfuro estarfan formados por los restos Cys-5, Cys-6, Cys-
9, Cys-108, Cys-138, Cys-140, Cys-183 y Cys-227, mientras que los grupos tiol libres
corresponden a los restos Cys-24, Cys-32, Cys-34 y Cys-168 (Shaw et al., 1989).

Un hecho muy importante en la composicién del PLP de mielina es la presencia de
dcidos grasos en un 2-4% en peso (unos 2 6 3 moles/mol de proteina), principalmente
palmitico, oléico y estedrico (Stoffyn y Folch-Pi, 1971), que se encuentran unidos por enlaces
éster , posiblemente a grupos alcohol de aminodcidos hidroxilicos, como serina o treonina.
Estudios realizados recientemente han demostrado que uno de los 4cidos grasos estd unido
al PLP por un enlace éster a la treonina 198 (Stoffel et al., 1983); también se cree que un
resto de cisteina se encuentra formando un enlace tioléster con otro 4cido graso (Ross y
Braun, 1988). Aunque todavia se desconoce el papel fisiolégico desempefado por estas
cadenas hidrocarbonadas, se ha demostrado que contribuyen a la estabilizacién de la
estructura terciaria de la proteina (Bizzozero et al., 1986).

Se han desarrollado varios métodos predictivos para obtener la estructura secundaria
de las protefnas a partir de su secuencia aminoacidica (Maxfield y Scheraga, 1976; Robson
y Suzuki, 1976; Nagano, 1977; Chou y Fasman, 1977; Chou y Fasman, 1978; Sebald y
Hoppe, 1981). A partir del conocimiento de la estructura primaria del PLP (Stoffel et al.,
1983) han aparecido dos modelos tedricos de su estructura terciaria (Stoffel et al., 1984;
Laursen et al., 1984) basados en los actuales métodos de prediccién de estructura secundaria,
en la localizacién de los puentes disulfuro y en la ubicacién de la proteina en la membrana
(Figuras II. 2.2 y II. 2.3). En ambos modelos la cadena polipeptidica presenta cuatro
regiones hidrofdbicas, tres de las cuales atraviesan la membrana totalmente en forma de
hélices &, mientras que la otra regién penetra parcialmente en la membrana y vuelve a salir

por el mismo lado.
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FIGURA 1II. 2.2: Modelo teérico de la estructura terciaria del PLP en la membrana
mielinica propuesto por Stoffel y colaboradores (Stoffel et al., 1984).
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FIGURA II. 2.3: Modelo tedrico de la estructura terciaria del PLP en la membrana
mielinica propuesto por Laursen y colaboradores (Laursen et al., 1984). T1, T2 y T3 son
segmentos hidrofébicos transmembrana; C1 y C3 son segmentos parcialmente hidrofébicos
cismembrana porque entran y salen por el mismo sitio de la membrana. Finalmente, los
segmentos de la cadena peptidica E1, E2 y E3 son dominios cargados extra membrana.
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Estos dos modelos presentan ligeras diferencias, Laursen y colaboradores proponen
que los giros se localizan en los restos 13-17 y 32-35, mientras que Stoffel y colaboradores
localizan un giro en la posicién 168-173. Estos modelos, como ya se ha dicho, son
meramente tedricos y no estdn confirmados experimentalmente. Incluso, en ambos modelos
se sitia la cadena hidrocarbonada del dcido graso unido a la treonina 198 muy alejada de la
bicapa, lo que la sitda en un medio hidrofilico siendo termodindmicamente desfavorable.

Recientemente, Hudson y colaboradores han publicado un trabajo (Hudson et al.,
1989) donde proponen una nueva disposicién estructural del PLP en la membrana del
oligodendrocito y suponen que esta estructura no variard mucho en la mielina compacta

(Figura II. 2.4).

lado citoplasmatico

FIGURA 1LI. 2.4: Modelo propuesto por Hudson y colaboradores (Hudson et al., 1989) para
la conformacién del PLP en la membrana del oligodendrocito. Se muestra la localizacién de
los péptidos sintéticos utilizados para la determinaci6n de la orientacién del PLP (I-IV) con
lineas mds gruesas. También se muestra la regién peptidica que falta en la proteina DM-20
(restos del 116 al 150) entre las dos flechas.
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Mediante un estudio de anclaje de anticuerpos de anti-péptidos del PLP, proponen que el PLP
presenta Unicamente dos segmentos transmembranales en forma de hélice  y la gran mayoria
de la proteina se localiza en la cara extracelular de la membrana del oligodendrocito, donde
se encuentran dos segmentos en hélice « y los extremos amino y carboxilo (Hudson et al.,
1989). La disparidad entre este modelo y los propuestos teéricamente (Stoffel et al., 1984;
Laursen et al., 1984) puede explicarse si el PLP se reestructura durante su paso de la
membrana del oligodendrocito a la mielina compacta, aunque los autores del modelo mas
reciente no creen que se produzca un cambio tan radical (Hudson et al., 1989). En
cuanto a estudios experimentales del PLP purificado, poco es lo que se encuentra en la
bibliografia. De lo realizado hasta la fecha, se ha hecho bien con el PLP purificado por
disolventes orgdnicos y delipidizado posteriormente (Surewicz et al., 1987a; Carmona et al.,
1987), o bien con el PLP purificado por detergentes pero sin eliminar las moléculas de
detergente para su estudio (Smith et al., 1984), por lo que es probable que las estructuras
obtenidas en estos estudios no correspondan a las que posee la proteina en su estado nativo.

De lo que si se encuentra mayor documentacién es sobre las interacciones lipido-PLP
(Boggs et al., 1982a; Ldpez-Lacomba, 1987; Goiii et al., 1988). En estos trabajos se
introduce el apoproteolipido en bicapas lipidicas artificiales observdndose un comportamiento
en la bicapa andlogo al que presentan otras proteinas intrinsecas de membrana, como es el
caso del PLP; mediante diversas técnicas quimico fisicas se obtiene que aumenta ligeramente
el orden estdtico de las cadenas hidrocarbonadas en el estado fluido de la bicapa, aumentando
también la microviscosidad de la bicapa conforme aumenta la fraccién molar de proteina.
Gracias a estos datos se ha estimado que un promedio de 37 moléculas de fosfolipido quedan

perturbadas por molécula de PLP al incluirse éste en las bicapas.

29



II. ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS

II. 2.1.4. Propiedades quimico fisicas

El PLP muestra una serie de propiedades muy peculiares probablemente debidas a
su alta hidrofobicidad, lo que le hace adoptar una estructura caracteristica, ain no
establecida. Asi, es resistente a la desnaturalizacién por urea o por cloruro de guanidinio;
también se ha observado que el apoproteolipido es resistente al ataque de enzimas
proteoliticos como pepsina, tripsina, papaina y erepsina (Lees y Brostoff, 1984).

Cuando se calienta el PLP en presencia de SDS o de agentes tioles se agrega (Cockle
et al., 1978); este hecho acarrea grandes inconvenientes a la hora de realizar electroforesis
en gel de SDS-poliacrilamida, ya que si se emplean los métodos convencionales de
preparaciéon de muestra el PLP se agrega y no entra en el gel de electroforesis. Asi, se tienen
que utilizar otros métodos de preparacién de la muestra para la electroforesis (Ludwig et al.,
1979; Cézar, 1986). En este trabajo, después de probar varios métodos de preparacidn, se
observé que mezclando la muestra de proteina con el tampén mencionado en Materiales y
Métodos, y dejando incubar esta mezcla durante 30 minutos a temperatura ambiente no
aparecian agregados en el origen de electroforesis, obteniéndose resultados iguales a los
obtenidos con los otros métodos, mucho mds laboriosos (ver Apartado de Materiales y
Métodos III. 2.5.6).

Recientemente se ha descrito una transicién térmica reversible observada por CDB
para el PLP purificado por disolventes organicos (Mateo et al., 1986). Estos autores obtienen
que la transicién, que suponen debida al PLP, es térmicamente reversible en presencia de una
serie de lipidos que permanecen con el PLP durante su purificacién, mientras que al delipidar
la proteina la transicion desaparece, 1o cual indicaria que el PLP se desnaturaliza al eliminar
esos lipidos que le rodean. Esta transicion térmica es la dnica reversible descrita hasta el

momento para proteinas intrinsecas de membrana (Sdnchez-Ruiz y Mateo, 1987), por lo que
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en este trabajo se ha investigado con mayor profundidad dicha transicién (ver Apartado de
Resultados IV. 1).

Mediante microscopia electrénica de criofractura se ha observado que en la mielina
compactada artificialmente se segrega el PLP lateralmente y las membranas libres de
particulas se acercan mds entre si (Kirschner et al., 1979); por todo esto se sugiere que el
PLP es un componente mayoritario de los puntales que mantienen la separacién normal de
las membranas de mielina. También se ha sugerido una posible funcién ionoférica de esta
proteina, ya que Lin y Lees han observado flujo de protones a través de liposomas
reconstituidos con PLP (Lin y Lees, 1982); sin embargo no hay evidencia todavia de

actividad ionoférica in vivo.

II. 2.2. Proteina basica de mielina

11, 2.2.1. Introduccidén

La proteina bdsica de mielina constituye entre el 30% y el 40% del contenido de
proteina de la mielina del SNC. En realidad, es una familia de proteinas bdsicas de diferente
peso molecular pero con secuencias similares de aminodcidos, que aparecen en diferentes
especies de mamiferos, de las cuales la mds abundante y la mds estudiada es una proteina con
un peso molecular de 18.500 daltons. También pueden encontrarse otras proteinas bésicas
de menor y mayor peso molecular en ciertas especies, aunque en concentraciones menores
y sus secuencias primarias parecen derivar de la proteina de 18.500 por delecciones o por

inserciones como puede verse en la Figura II. 2.5 (Barbarese et al., 1977; Greenfield et al.,
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1982). En la mielina del SNC de cerebro bovino la proteina basica mayoritaria es la de
18.500, mientras que las otras tres, incluidas en la Figura II. 2.5, son nulas o pricticamente
inexistentes; por ello cuando hablemos de proteina bdsica de mielina (PBM) nos referiremos

exclusivamente a la de 18.500.

21,5 N......... C
18,5 AcN C
17 N.......... (deleccion) C
14 AcN (deleccion) C

FIGURA 1II. 2.5: Esquema de las supuestas relaciones secuenciales de las diferentes
proteinas bdsicas de la mielina del SNC (Barbarese et al., 1977). A la izquierda de cada una
se indica el peso molecular correspondiente en kilodaltons.

II. 2.2.2. Purificacién

La PBM se puede purificar a partir de tejido del SNC homogeneizado mediante
delipidacion con cloroformo:metanol (2:1 v/v) y posterior extraccion dcida; también se extrae
facilmente a partir de mielina parcialmente delipidada mediante 4cidos diluidos. Los procesos
posteriores de purificacién implican cromatografia de exclusién en gel y/o de intercambio
i6nico (Oshiro y Eylar, 1970; Deibler y Martenson, 1973; Chou et al, 1976; Cheifetz y

Moscarello, 1985).
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También se han desarrollado otros procedimientos, en principio menos agresivos que
los anteriores, mediante la utilizacién de detergentes (Riccio et al., 1985; Ruiz-Cabello et al.

enviado) o por extraccién con sales de cloruro cédlcico (Gow y Smith, 1989).

II. 2.2.3. Secuencia

La PBM de cerebro de vaca es una cadena polipeptidica de 169 restos aminoacidicos
de composicién conocida con un peso de 18.300 (Eylar et al., 1971; Brostoff et al., 1974).
Su secuencia sdlo difiere en un 10% al compararla con las secuencias de las proteinas
correspondientes a otras especies (Gibson et al., 1984). Tiene aproximadamente un 54% de
restos polares y un 46% de apolares, por lo que presenta un cierto cardcter hidrofilico,
comportindose como una proteina extrinseca o semiextrinseca que se dispone en la superficie
de la membrana mielinica por la parte interna y parcialmente incluida en ella (Lees y
Brostoff, 1984).

Una caracteristica peculiar es su elevado porcentaje de restos bdsicos (24 %) que se
encuentran distribuidos al azar por toda la cadena de amino4cidos; aparte de restos de
arginina y lisina posee una alta proporcién de restos de histidina. Ademds, 1a mayor parte
de los restos de glutdmico se hallan amidados, por lo que su punto isoeléctrico es muy bdsico
(pI> 10).

En la secuencia de aminodcidos también se observa una elevada proporcién de restos
de prolina, habiéndose encontrado una secuencia triprolina (Pro-Pro-Pro) en el punto medio
de la cadena, que se sugiere como un espaciador rigido de dos regiones polipeptidicas: una
que presenta estructura definida mientras que la otra apareceria desordenada (Moore et al.,
1983). Las predicciones de estructura secundaria asignan un 20% de estructura § a esta

proteina (Stoner, 1984; Martenson, 1986).
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IL. 2.2.4. Propiedades quimico fisicas

La PBM aislada es soluble en medios acuosos a pH 4cido o neutro y es estable en
condiciones extremas, tales como en ebullicién a 100 °C durante una hora (Lees y Brostoff,
1984).

Estudios quimico fisicos con diversas técnicas indican' que la PBM se comporta
bédsicamente como una estructura al azar cuando se encuentra en disolucién acuosa. Asi,
estudios de dicrofsmo circular (Gow y Smith, 1989) y de espectroscopia infrarroja con
transformada de Fourier (Surewicz et al., 1987b) de la PBM en disoluciones acuosas
concluyen que su estructura es mayoritariamente al azar (hasta un 80%); mientras que si se
incluye en un medio lipidico su estructura se organiza llegando a presentar alrededor de un
53% de estructura B8-antiparalela y un 15% de hélice e (Surewicz et al., 1987b).

Estudios de RMN (Moore et al., 1983) y CDB (Boggs et al., 1982b) de la PBM en
bicapas de fosfatidilglicerol concluyen que posee un comportamiento tipico de proteina
semiextrinseca, produciendo una interdigitacién de las cadenas hidrocarbonadas al incluirse
en la bicapa.

Probablemente la PBM se presenta en la mielina formando dimeros, de acuerdo con
estudios realizados tanto "in vitro" como "in vivo"” (Golds y Braun, 1978). Como la PBM
y €l PLP forman al menos el 80% de la proteina total de la mielina es 16gico pensar que
juegan un papel importante en el mantenimiento de la estructura en multicapas de esta
membrana con una periodicidad caracteristica, aunque todavia no existen suficientes datos

experimentales para confirmar dicha hipétesis.
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1I. 2.3. Fraccion Wolfgram

El término de Fraccién de Wolfgram se utiliza para designar a un doblete (o triplete)
de bandas de alto peso molecular que aparece en los geles de SDS-poliacrilamida. Wolfgram
la obtuvo al realizar una extraccion de ia sustancia blanca con cloroformo:metanol (2:1 v/v)
a pH 2 observando que en ese extracto aparecian otras proteinas ademds del PLP; al ajustar
este extracto a pH 5 estas otras protefnas precipitaban (Wolfgram, 1966).

Esta fraccidn es insoluble tanto en agua como en cloroformo-metanol a pH neutro,
aunque si es soluble en cloroformo-metanol a pH 4cido. Contiene un 53% de restos
aminoacidicos polares y un 47% de apolares.

Al realizar una electroforesis en gel de SDS-PA de la mielina la Fraccién Wolfgram
aparece, en un principio, como dos bandas en la zona de 43.000-60.000 separadas entre si
por un intervalo de peso de entre 5.000 y 10.000. Al resolver con mayor precision estas dos
bandas se observa, sin embargo, que la banda de mayor movilidad electroforética estd en
realidad formada a su vez por un doblete con una diferencia de peso de 2.500-3.000
(Drummond y Dean, 1980).

Se ha observado que la proteina de mayor peso molecular (W,) coemigra con la
tubulina y tiene mapas peptidicos y composicién aminoacidica similares, asi como inmunidad
cruzada (Reig et al., 1982), lo que sugiere que esta W, puede estar implicada en procesos
contrictiles relacionados con la mielinizacién.

El doblete de menor peso molecular (W,) se ha identificado como el enzima 2°,3°-
nucleétido ciclico 3’-fosfohidrolasa (CNP), ya que se ha comprobado que el peso molecular,
la composicion aminoacidica y las propiedades inmunolégicas de W, coinciden con las
determinadas para el CNP previamente purificado de la mielina (Sprinkle et al., 1980). Este

doblete corresponde a dos proteinas con pesos moleculares de 46.000 y 48.000 y que
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presentan una secuencia aminoacidica muy similar (CNP, y CNP,). Se supone que su funcién
estd relacionada con el rdpido crecimiento, y el posterior mantenimiento, de la membrana

mielinica durante la biogénesis de la membrana del oligodendrocito (Sprinkle, 1989).

I1. 2.4. Proteina DM-20

Esta proteina se ha inclufdo en este apartado no tanto por su abundancia en la mielina
sino por su enorme relacién con el PLP. Asi, al realizar una electroforesis en gel de SDS-PA
de la mielina se puede observar una banda electroforética ligeramente por debajo de la
correspondiente al PLP; ésta es la DM-20 que electroforéticamente presenta un peso
molecular de 20.500.

La DM-20 es soluble en mezclas de cloroformo-metanol; de hecho suele aparecer
junto con el PLP en los extractos de cloroformo-metanol al intentar purificar esta proteina.
Incluso, sigue apareciendo al purificar el PLP mediante detergentes (Ruiz-Cabello et al.,
enviado).

La composiciéon aminoacidica es muy similar a la del PLP, presentando ambas
proteinas entre si entrecruzamiento inmunoldgico (Trifilieff et al., 1986). Recientemente, se
ha observado (Figura II. 2.1) que la DM-20 difiere del PLP por una deleccién interna de 35
restos aminoacidicos (del 116 al 150) en el dominio hidrofilico mds grande del PLP (Nave
et al., 1987). Esta enorme semejanza entre ambas proteinas, tanto quimica como fisica,

podria explicar la dificultad de separarlas a la hora de la purificacién del PLP.
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II. 3. DETERGENTES

1I. 3.1. Introduccién

Las sustancias anfifilicas o anfipdticas (Tanford, 1973) constituyen un grupo muy
heterogéneo de sustancias cuya caracteristica comiin es el poseer en su molécula dos zonas
diferenciadas, una polar y otra apolar (Tabla II. 3.1). Los grupos polares pueden estar
cargados o no, siendo éstos ultimos menos hidréfilos que los i6nicos. La zona apolar,
lipofilica, puede presentar cadenas alquilicas o anillos aromdticos. Las diferencias
estructurales se reflejan en el comportamiento de los anfifilos en medio acuoso (Hartley,
1977).

Los anfifilos hidrosolubles se conocen también como surfactantes. Los detergentes son
anfifilos hidrosolubles con capacidad para solubilizar lipidos.

Para solubilizar una proteina de membrana de forma que ésta conserve en lo posible
su estructura nativa hay que utilizar un medio de solubilizacién que se asemeje lo mds posible
al medio de la proteina en la interfase lipido/agua. Debido a que los detergentes poseen una
zona hidrdfila y otra hidréfoba, como los lipidos de membrana, se utilizan en la
solubilizacién de estas proteinas para procurar la preservacién de la estructura proteica

(Tanford y Reynolds, 1976).
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TABLA 1II. 3.1

Clasificacién de las sustancias anfifilicas segin su solubilidad en agua y su

comportamiento.

CLASE COMPORTAMIENTO GENERAL EJEMPLOS
Insolubles no Insolubles en agua Triacilglicéridos
hidratables Diacilglicéridos

Colesterol

- Acidos grasos de

cadena larga
Insolubles Cristales-liquidos Fosfolipidos
hidratables (ej. bicapas) Monoacilglicéridos

Ciertos glicolipidos
Solubles con Micelas por encima Muchosdetergentes
mesomorfismo de su CMC, cristales Lisolecitina
liotrépico liquidos a altas Ganglidsidos

concentraciones

Solubles sin
mesomorfismo
liotrépico

Micelas por encima
de su CMC

Sales biliares
Saponinas
Cloropromazina
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II. 3.2. Clasificacién

Los detergentes pueden presentar carga idnica en al zona hidrofila, utilizindose esta
caracteristica como criterio de clasificacién (ver Tabla II. 3.2).

Otro criterio para su clasificacién es la naturaleza de su zona hidrofébica, bien
alifitica o bien aromdtica. Asi, los detergentes que presentan su zona hidrofébica de
naturaleza alifdtica o arilalifitica se incluyen en el grupo A, mientras que los que la tienen
de naturaleza policiclica aromdtica entran dentro del grupo B (Tabla II. 3.2). Los detergentes
del grupo A forman micelas por encima de su CMC y cristales liquidos a altas
concentraciones (dando lugar a estructuras ciibicas, hexagonales o laminares); los del grupo
B forman tnicamente micelas por encima de su CMC.

La diferencia mds notable entre las estructuras de los detergentes es que la zona polar
de los no iénicos es mucho mayor que la de los i6nicos. Una caracteristica de las sales
biliares es que el anillo de ciclopentanofenantreno del que derivan, posee una cara con

caracter hidrofilico y la otra hidrofébico.

11. 3.3. Concentracién micelar critica

Todos los detergentes poseen una capacidad para formar en agua unas estructuras
denominadas micelas. Las micelas se pueden definir como agregados coloidales
termodindmicamente estables, que forman las moléculas de detergente espontidneamente al
sobrepasar un limite de concentracidn caracteristico de cada especie, lo que se conoce como
su concentracién micelar critica (CMC), a temperaturas por encima de la temperatura

micelar critica (temperatura minima a la cual se pueden formar micelas). A temperaturas
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TABLA 1II. 3.2

Clasificacion de los detergentes segiin la naturaleza de la zona hidrofébica y

de la zona hidrofilica. Los valores de CMC que se dan en la Tabla

corresponden a valores obtenidos en agua destilada entre 20 °C y 25 °C.

Grupos Subgrupos Ejemplos CMC (mM) Peso micelar
GRUPO A Aniénicos Decilsulfato sédico 33,0 14.000
Dodecilsulfato sédico 8,2 18.000
Dodecilsulfonato sédico 9,8 15.000
Catidnicos Bromuro de cetiltrimetil 0,9 62.000
amonio
Cloruro de dodecil amonio 15,9 12.000
Anfoliticos Lisofosfatidilcolina 92.000
Dodecil-N-betaina 0,8 26.000
Chaps 1,4 6.150
No i6nicos Triton X-100 0,2 90.000
Octilglucosido 23,0 8.000
Polioxietilenos
GRUPO B  Sales Colato sddico 14,0 1.400
biliares Desoxicolato sédico 5,0 3.000
Saponinas Digitonina
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bajas el detergente forma cristales insolubles, en los que tanto la regidn hidrocarbonada de
la molécula de detergente como la hidrofilica se encuentran ordenadas. A estas temperaturas
hay una concentracién de monémeros, por debajo de la CMC, en equilibrio con los cristales,
y esta concentraciéon de mondémeros va aumentando conforme aumenta la temperatura.
Cuando se alcanza la temperatura micelar critica la concentracién de mondémeros en
equilibrio llega al valor de la CMC, se comienzan a formar micelas produciéndose entonces
un sibito aclaramiento de la disolucién de detergente.

La CMC depende de la naturaleza del detergente, de la fuerza i6nica del medio y de
la temperatura (Tanford, 1974). La CMC disminuye al aumentar el cariter hidrofébico del
detergente y aumenta tanto con la presencia de dobles enlaces como con la ramificacién en
las cadenas alifdticas.

Asimismo, los grupos hidréfilos se oponen a la formacién de micelas, por lo que
debido a sus grupos cargados los detergentes i6nicos presentan unas CMC del orden de 100
veces mayores que las de os no iénicos. La fuerza iénica favorece la formacién de micelas
debido a la reduccién de las repulsiones electrostiticas entre las zonas polares.

El tamafio y forma de las micelas dependen de la naturaleza del detergente y de las
condiciones del medio. En general, a valores bajos de CMC en los detergentes no iénicos
corresponden agregados de elevado peso micelar, mientras que a valores altos de CMC de
detergentes i6nicos corresponden agregados de bajo peso micelar (Helenius y Simons, 1975).
Las propiedades de los detergentes del grupo A (ver Tabla II. 3.2) sugieren que sus micelas
adquieren formas esféricas; sin embargo, los requerimientos espaciales de sus grupos polares
y el volumen y longitud de sus grupos apolares indican que la mayoria de dichas micelas han
de tener un aspecto elipsoidal para poder acomodar el nimero de moléculas que contienen.
Los detergentes del grupo B (ver Tabla II. 3.2) difieren mucho de los del grupo A, en

especial las sales biliares. En éstas, los grupos polares se encuentran distribuidos por
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diferentes partes de la molécula y no hay una "cabeza polar” muy bien definida; como se dijo
anteriormente, sus grupos hidroxilos se encuentran orientados hacia uno de los lados de la
estructura ciclica, presentando una cara polar y la otra apolar. En disolucién acuosa las sales
biliares forman pequefios agregados que interaccionan a través de sus superficies

hidrofdbicas.

II. 3.4. Solubilizacién de membranas

La CMC de los detergentes afecta directamente a su capacidad para la solubilizacién
de las membranas y a la posterior reconstitucién dé las proteinas solubilizadas. Debido a la
dificultad a la hora de medir la concentracién de detergente que interacciona con la
membrana, no es ficil relacionar directamente la CMC de un detergente con su capacidad
para solubilizar membranas (Reynolds, 1982). De esta forma, el método m4s efectivo para
optimizar la solubilizacién, a la vez que se preserva la actividad de la proteina, es hacer un
estudio de solubilizacién en un amplio intervalo de relacién detergente/lipido. Como el grado
de solubilizacién depende tanto de la concentracién de lipidos como de la CMC, es titil
conocer la concentracion efectiva del detergente. Asi, Rivnay y Metzger (Rivnay y Metzger,

1982) han descrito un pardmetro (t) para medir esta concentracion:

[Detergente] - CMC,,

[Fosfolipido]
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La CMC,,, o concentracién micelar critica efectiva, se refiere a la CMC medida en unas
condiciones experimentales especificas, ya que la CMC suele disminuir en presencia de
lipidos y proteinas, aunque frecuentemente en la prictica se usan para la CMC,; los valores
de CMC. El pardmetro t da una idea de la relacién molar entre la concentracién de
detergente en forma micelar y la concentracién de fosfolipido utilizada. Por lo general, al
aumentar t aumentard el grado de solubilizacién, aunque tam'bién aumenta el riesgo de
desnaturalizacion de la proteina.

Al afiadir pequefias cantidades de detergente a una disolucién que contenga
membranas se producird un equilibrio entre moléculas de detergente en forma de monémero
libre y moléculas interaccionando con la membrana, incluidas en la bicapa fosfolipidica o
interaccionando con las protefnas. Esta interaccién de las moléculas de detergente con la
membrana produce cambios en las propiedades de la misma, como cambios en la
permeabilidad, lisis, fusién entre membranas,etc. A medida que se aumenta la concentracién
de detergente la membrana se va saturando de estas moléculas. Cuando se alcanza el punto
de saturacién la membrana comienza a solubilizarse formando micelas mixtas de proteina-
fosfolipido-detergente (Helenius y Simons, 1975).

Un paso posterior a la solubilizacién de la proteina de membrana es la reconstitucién
de aquélla. Para este paso se necesita eliminar y sustituir el detergente unido a la proteina
por fosfolipidos naturales o sintéticos. La CMC del detergente juega un papel muy
importante en la reconstitucién, ya que cuanto mayor sea esta concentraciéon mds facil serd
eliminar el detergente y su sustitucion por vesiculas lipidicas. Se han desarrollado muchos

métodos de reconstitucién ya que cada proteina de membrana tiene unas caracteristicas muy
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particulares y los métodos de reconstitucién no son igualmente aplicables a todas ellas. Una
revision de los métodos mds generales es la realizada recientemente por Jones y

colaboradores (Jones et al., 1987).
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III. 1. MATERIALES

IM. 1.1. Reactivos

La sacarosa utilizada en la obtenciéon de membrana mielinica era de Panreac. El
cloruro sédico, cloruro potdsico, fosfato sGdico, pirofosfato sédico, glicina y acetato sédico
utilizados fueron de Merck. Los detergentes para solubilizar la mielina: Triton X-100,
desoxicolato sédico, colato sédico, n-octil  B-D-glucésido y 3-[(3-colamido propil)
dimetilamonio] 1-propano sulfonato (Chaps) se obtuvieron de Sigma. Las resinas
cromatograficas: Sephacryl S-300, Blue Sepharose CL-6B y CM-Sephadex C-50 pertenecian
a Pharmacia; las resinas adsorbentes que se utilizaron para la eliminacién del Triton X-100
fueron Bio-Beads SM-2 de la casa Bio-Rad y Extracti-Gel D de la casa Pierce. Para la
realizacién de electroforesis se utilizé acrilamida, Coomassie Brilliant Blue R y Tris
(hidroximetil) aminometano (Tris) de la casa Sigma, N,N,N’ N’-tetrametiletilendiamina
(TEMED) de BDH y dodecilsulfato sédico (SDS) de Fluka; las proteinas usadas como
patrones de movilidad electroforética eran un kit proporcionado por la casa Sigma. Para la
determinacién de proteinas se us6é carbonato sédico, hidréxido sédico, sulfato ciprico,
tartrato sédico-potdsico y reactivo de Folin-Ciocalteus de Merck; el citrato sédico era de la
casa Probus y la seroalbiimina bovina de Sigma. En el andlisis de lipidos se utilizé
heptamolibdato aménico, sulfito sédico, bisulfito sédico y dcido 1-amino-2-naftol-4-sulfénico
(ANSA) de Merck. Para la determinacién de colesterol se empled un kit proporcionado por

la casa Sigma; el colesterol empleado en esta Memoria también se obtuvo de Sigma; el dcido
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perclérico y el dcido sulfiirico de Panreac; el silicagel G (tipo 60) para la cromatografia en
capa fina era de Merck. Los disolventes orgdnicos cloroformo y metanol eran de Panreac;

el éter etilico y el benceno se obtuvieron de Quimon.

II1. 1.2. Material biolégico

Se ha utilizado sustancia blanca de cerebro vacuno de animales recién sacrificados.
La extraccién de esta sustancia blanca se ha efectuado a 4°C con la menor demora posible
y una vez finalizada la operacién, se ha utilizado bien directamente para la obtencién de
membrana mielinica, o bien se ha almacenado congelindose a -20°C para su posterior
utilizacién.

Antes de la extraccién de sustancia blanca, se ha procedido siempre al lavado del
cerebro introduciéndolo en una disolucién al 9% (p/v) de cloruro sédico. Durante el proceso,
la sustancia blanca que se va extrayendo se sumerge en una disolucién de igual composicién
que la anterior, hasta su utilizacién para obtener membrana mielinica o hasta su congelacién

para su almacenamiento.

III. 1.3. Instrumentacién

Para la obtencién de membrana mielinica se utilizé una ultracentrifuga L5-40 de
Beckman con un rotor tipo Ti-35 de la marca Beckman, mientras que para la reconstitucién
del proteolipido (PLP) se utiliz6 esta centrifuga con un rotor tipo Ti-70 o SW-65 de la misma

casa.




III. MATERIALES Y METODOS

El colector de fracciones conectado a las columnas de cromatografia era Buchler

LC100 de Hucoa-ErlOs. Las bombas peristilticas utilizadas eran de la casa LKB.

Las -medidas de absorcién para las diferentes determinaciones bioquimicas se

realizaron en un espectrofotémetro Coleman 55 de la casa Perkin Elmer, de medida puntual.

Para las medidas de pH se empled un electrodo combinado Ingold junto con un pH-
metro Crison 501, siendo su sensibilidad de + 0,01 unidades de pH. Para ajustar el electrodo

se usaron tampones de referencia de pH 7,0 y pH 4,0 de la marca Crison.

El aparato de electroforesis utilizado era de Bio-Rad y estaba alimentado por una
fuente de tensidn constante de la casa Arrosu Radio.
Las medidas de densitometria de los geles electroforéticos se realizaron en un

espectrofotémetro DU-70 de la casa Beckman.

Para realizar los experimentos de andlisis térmico en gel de poliacrilamida (ATG) se
disend y construyd un sistema programador de temperaturas basado en la utilizacién de un
bafio de agua completamente rodeado de poliestireno expandido como material termoaislante,
con ¢l objeto de obtener unas condiciones de cuasi adiabaticidad. Se utilizaron rampas
lineales de voltaje, generadas por un contador binario y digital-analdgico (Lépez—Mayorgé,
1983), para crear barridos de temperatura en el tiempo. Esta sefial, a su vez, es utilizada por
un controlador proporcional de la potencia suministrada al bafio como sefial de referencia o
funcién de control, de forma que la temperatura se ajuste a rampas lineales cuya pendiente
puede seleccionarse sobre un amplio intervalo de valores. Las muestras, en tubos eppendorf

modificados para una fécil manipulacién, estaban en intimo contacto con el agua del bafio
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de forma que, a las velocidades de barrido del trabajo, la temperatura de las muestras se

encontrase muy préxima a la temperatura del agua del baiio.

Los experimentos de calorimetria diferencial de barrido (CDB) se realizaron en dos
modelos de calorimetros diferenciales de barrido de alta sensibilidad disefiados por Privalov
(Privalov, 1980): DASM-IM y DASM-4. Ambos microcalorimetros se interfaciaron a
ordenadores Inves PC-640X a través de conversores, usando para ello el sistema de
entradas/salidas analdgico/digital de Data Translation DT-2801. Los datos, digitalizados con
un periodo de muestreo dependiente de la velocidad de barrido y filtrados por promedio
numérico, se almacenaban sobre discos flexibles en archivos de datos secuenciales. El
andlisis de éstos se realiz6 a tiempo diferido mediante programas de andlisis calorimétrico

diseniados por el Dr. E. Freire.

Los experimentos de espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier se han
llevado a cabo en un modelo 20SXB FT-IR de la casa Nicolet conectado a un
minicomputador Nicolet 1280 perteneciente a los Servicios Técnicos de la Universidad de
Granada. Este aparato presenta el espejo mévil sustentado por un colchdn de aire para que
la friccion sea minima. La velocidad utilizada para el espejo mévil fue de 0,5 cm/s,
consiguiéndose una resolucién en el espectro de 2 cm™. El detector es de sulfato de triglicina
deuterada. Todos los experimentos se han realizado en disolucién acuosa por lo que se han
recogido 400 espectros para cada experiencia para mejorar la relacion seiial/ruido. Las
muestras se han introducido en una célula de temperatura variable P/N 21500 de Specac con
separadores de 6 pm de grosor. La temperatura de la célula se ha regulado mediante un
controlador automdtico de temperatura de la casa Specac disefiado para este tipo de célula.

Para evitar el vapor de agua, el aparato se ha purgado constantemente con aire que es pasado
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previamente por un secador de adsorcién Ecodry de la marca Zander.

Parte de la experimentacién de espectroscopia infrarroja se ha desarrollado en el
Departamento de Bioquimica de la Facultad de Ciencias de la Universidad del Pafs Vasco.
El espectrofotometro utilizado en estos experimentos es un Nicolet 520 conectado
directamente a un ordenador PC. El espejo mévil se haya suspendido por un colchén de aire.
El detector de la sefial es de sulfato de triglicina deuterada. La resolucién de los espectros
obtenidos en esta Memoria es de 2 cm™’. En cada experimento se han recogido 300 barridos
y, antes de cada experimento de muestra o de referencia, se ha realizado el espectro de fondo
correspondiente a ese momento mediante el uso de una lanzadera en la cdmara de muestra.
Para evitar el vapor de agua se ha purgado constantemente el aparato con aire seco, que
previamente se pasaba por un secador de adsorcién Ecodry de la marca Zander.

La posibilidad de pasar los espectros obtenidos en el FT-IR del Departamento de
Bioquimica a un ordenador PC, ha permitido la utilizacién de programas adecuados para
calcular la cuarta derivada y la autodeconvolucién de Fourier de los espectros, permitiendo
distinguir los diferentes componentes de la banda amida I. Por este motivo, la mayoria de
los experimentos sobre la estructura proteica de las muestras mielinicas se ha realizado en
el aparato de FT-IR del Laboratorio de Bioquimica de la Facultad de Ciencias de la
Universidad del Pais Vasco, mientras que el estudio sobre los cambios observados en la parte
lipidica de la mielina, y en sistemas derivados de la mielina obtenidos aqui durante los
procesos de purificacién, se ha realizado fundamentalmente con el FT-IR de los Servicios

Técnicos de la Universidad de Granada.
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III. 2. METODOS

III. 2.1. Aislamiento de la membrana mielinica

La membrana mielinica se ha obtenido a partir de sustancia blanca de cerebro vacuno
siguiendo el método descrito por Toews y colaboradores (Toews et al., 1976) aunque
introduciendo ligeras modificaciones. El método seguido se basa fundamentalmente en dos
propiedades que presenta esta membrana:

- El hecho de que al homogeneizar la sustancia blanca en una disolucién de sacarosa
isoténica con el medio fisioldgico y de baja fuerza i6nica la mielina se desprende del axén
y forma vesiculas libres. Si existe presencia de iones en la disolucién de homogeneizacién
los axones se separan intactos del homogenado y no se desprende la mielina.

- Estas vesiculas que se forman, debido a su alta relacién lipido/proteina, presentan
la densidad mds baja de entre todas las fracciones de membrana del sistema nervioso.

Asi, mediante una serie de centrifugaciones diferenciales, esquematizadas en la Figura
III. 2.1, obtenemos el aislamiento de la membrana mielinica.

Después de la segunda centrifugacién en sacarosa 0,85 M, la banda flotante de
membrana mielinica se lava para eliminar la sacarosa. Para ello se resuspende dicha banda
en una disolucién tampén 20 mM de fosfato sédico (pH 7,0) y se somete a una
centrifugacién de 25 minutos a 20.000 x g. El sedimento obtenido de esta centrifugacién se
resuspende de nuevo en el tampén 20 mM de fosfato sédico (pH 7,0) y se vuelve a realizar

el proceso dos veces mds. Finalmente, el tltimo sedimento se resuspende en un volumen
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15 g de sustancia blanca

Homogeneizar en 250 mi de sacarosa 0,32 M
Centrifugar 25 minutos a 20.000 xg

Sobre!adante Sedimlnto
Resuspender en 250 ml de sacarosa 0,85 M
Centrifugar 1 hora a 40.000 xg
Resuspender en 250 ml de sacarosa 0,32 Banda flotante de mielina

Centrifugar 25 minutos
a 40.000 xg Sedimento

sobrenadante Sedimento

Resuspender en 250 ml de agua desionizada
Incubar 30 minutos a 4 °C
Centrifugar 25 minutos a 20.000 xg

4

Sobre!mdante Sedimento
Resuspender en 250 ml de sacarosa 0,85 M
Centrifugar 1 hora a 40.000 xg

Resuspender en 250 ml de tampén fosfato«— Banda flotante

Centrifugar 25 minutos a 20.000 xg

(Realizar el proceso 3 veces) Sedimento
Sobrenradante MIEiINA

FIGURA 1II. 2.1: Esquema del procedimiento de aislamiento de la membrana mielinica a
partir de sustancia blanca de cerebro vacuno, basado en el método desarrollado por Toews
y colaboradores (Toews et al., 1976).
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determinado (entre 20 y 40 ml) de este tampén. La mielina asi obtenida se almacena a 4 °C
en 20 mM de fosfato sédico (pH 7,0), a no ser que se especifique de otra manera.

La pureza de la mielina que se obtiene mediante este procedimiento se ha comprobado
por microscopfa electrénica mediante contraste negativo, obteniéndose resultados
satisfactorios y concordantes con la bibliografia (Raine, 1984) como puede observarse en las

Figuras III. 2.2 y III. 2.3.

III1. 2.2. Purificacién de proteinas por disolventes orgdnicos

De las diferentes variaciones que existen para la purificacién del proteolipido de
mielina (PLP) mediante disolventes orgdnicos (Gagnon et al., 1971; Nicot et al., 1973;
Monreal, 1975; Lees y Sakura, 1978; Aguilar et al., 1983), se ha seguido la utilizada por
Monreal (Monreal, 1975) ya que fue la empleada en el estudio por CDB del PLP (Mateo et
al., 1986) que se queria corroborar y ampliar como parte de esta Memoria.

Se parte para ello de toda la sustancia blanca extraida de un cerebro vacuno
(aproximadamente 60 g), afiadiéndole 600 ml de la mezcla cloroformo:metanol (2:1 v/v). Se
homogeniza con una trituradora y se filtra por papel de filtro en un embudo de placa porosa,
llevando el volumen final a 600 ml con cloroformo:metanol (2:1 v/v). A esta disolucién se
le afiaden 300 ml de cloruro potdsico 0,1 M y se agita suavemente, para no formar
demasiado emulsionado, a 4 °C durante 4 horas. Posteriormente, se decanta la fase orgdnica
y se vuelve a llevar el volumen a 600 ml con cloroformo:metanol (2:1 v/v). Se afiaden otros
300 ml de cloruro potdsico 0,1 M repitiéndose la operacién anterior, aunque esta vez se deja
incubando toda la noche a 4 °C.

Una vez decantada la fase orgdnica y llevado el volumen a 600 ml se lava dos veces
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FIGURA I1I. 2.2: Micrografia electrénica, por contraste negativo mediante tincién con dcido
fosfotingstico al 2%, de la mielina obtenida en esta Memoria basindose en el método de
Toews y colaboradores (Toews et al., 1976). El microscopio utilizado es un TEM 902 de la
marca Zeiss perteneciente a los Servicios Técnicos de la Universidad de Granada. La

distancia del segmento situado en la base de la figura indica la magnificacién de la
micrografia y corresponde a 0,82 pum.
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FIGURA III. 2.3: Otro aspecto de la mielina obtenida en esta Memoria. Las condiciones
son las mismas que las descritas en la Figura III. 2.2. En esta micrografia electrénica se
puede apreciar la disposicién en multicapas de la membrana mielinica. El segmento situado
en la base de la figura corresponde a 0,82 pm.
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con 120 ml de agua destilada, agitando muy suavemente el embudo de decantacién. La fase
orgdnica resultante del wltimo lavado se concentra a 150 ml en rotavapor. A este concentrado
se le afiaden 450 ml de éter:etanol (1:1 v/v), enfriado previamente a -20 °C, y se incuba la
mezcla durante toda la noche a -20 °C con el fin de que precipite la fraccion proteolipidica.

Esta mezcla se centrifuga a 7.000 xg durante 20 minutos. El precipitado se disuelve
en los mismos tubos de centrifugacion con éter:etanol (1:1 v/v) a -20 °C, volviéndose a
centrifugar a 7.000 xg durante 20 minutos. Se recoge el précipitado final y se disuelve en
el volumen necesario de cloroformo:metanol (2:1 v/v).

Posteriormente se liofiliza, para lo cual se afiaden 7 volimenes de benceno enfriado
a -20 °C a la disolucién de cloroformo:metanol, lo cual eleva el punto de fusién de esta
tltima y permite la correcta liofilizacién de la muestra. El liofilizado se conserva a -20 °C

hasta su utilizacién.

III. 2.3. Purificacién de proteinas por detergentes

Los métodos de purificacién por detergentes utilizados en este trabajo se han basado
inicialmente en los realizados por Smith (Smith, 1977 y Smith et al., 1984) y por Riccio y
colaboradores (Riccio et al., 1985), aunque se les han introducido considerables mejoras que
se explicardn en el Apartado de Resultados (IV. 3).

Un esquema general del método de purificacién para ambas proteinas podria ser el
que a continuacién se describe (Figura I11. 2.4):

La membrana mielinica obtenida a partir de sustancia blanca, como ya se ha descrito
anteriormente, se mezcla con una disolucién del detergente apropiado en 20 mM de fosfato

sédico (pH 7,0) y se agita durante 90 minutos a 4 °C. Posteriormente se centrifuga la mezcla
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a 20.000 xg durante 30 minutos, obteniéndose un sobrenadante, en el cual se encuentra la
mielina solubilizada.

Este solubilizado, sin previa concentracién, se pasa por una columna de cromatografia
de intercambio i6nico, o bien por una de afinidad y otra de extrusién en gel, segin los casos.
Se eluye la proteina con el eluyente adecuado y, si es necesario, se aumenta la fuerza iénica
de éste con cloruro sédico.

Se recoge la elucién mediante un colector de fracciones, detectando la existencia de
proteina mediante medidas de la densidad 6ptica a 280 nm. Posteriormente se determina la
concentracién de proteina por el método de Lowry (Lowry et al., 1951) modificado (Wang
y Smith, 1975).

Por ultimo, se realiza una electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS (SDS-PA)

de las fracciones mds relevantes para localizar la proteina a purificar y su grado de pureza.

II1. 2.4. Reconstitucién

Una vez purificada la proteina se procede a la eliminacién del detergente en que se
encuentra y a su reconstitucion en lipidos. Fundamentalmente se ha reconstituido el PLP,
mientras que la PBM se ha reconstituido o simplemente se ha eliminado el detergente. El
proceso utilizado es muy similar para ambas, basdndose en la eliminacién por didlisis del
detergente que presenta la disolucién de proteina y su sustitucidn por lipidos. Anteriormente
al uso de este método de reconstitucién se han probado otros métodos que se explicardn

detenidamente en el Apartado de Resultados correspondiente (Apartado IV. 4).
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MIELINA

I

+ Disolucién de detergente

Incubacién a 4 °C durante 90 minutos

Centrifugacién a 20.000 xg durante 30 minutos

SedirYlento

Solubilizado
Columna/s cromatografica/s

Fracciones eluidas

Determinacidn proteica

Y

Electroforesis SDS-PA

Y

Bandas electroforéticas

Figura III. 2.4: Esquema general de la purificacién del PLP y de la PBM mediante el uso

de detergentes.
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1. 2.5. Técnicas de purificacién y andlisis bioquimico

IIIL. 2.5.1. Andlisis de concentracién de proteina

Para determinar la concentracién de proteina se ha utilizado el método de Lowry
(Lowry et al., 1951) modificado (Wang y Smith, 1975), que se basa en la medida del color
resultante de la reaccién del Biuret de los enlaces peptidicos con el cobre en medio alcalino
y de la reduccidn del reactivo de Folin-Ciocalteus (fosfomolibdico-fosfowolfrdmico) por las

tirosinas y triptéfanos.

Reactivos:

Disolucién A: Na,CO, al 2% (p/v) en NaOH 0,1 M.

Disolucién B,: CuSO,.5H,0 al 1% (p/v).

Disolucioén B,: Tartrato sédico-potdsico al 2% (p/v).

Disolucién C: Se prepara mezclando las disoluciones A, B, y B, en la
proporcién 100:1:1 (v/v). Esta disolucidn se desecha después de un dia
de su preparacién.

Disolucién D: Triton X-100 al 5% (p/v).

Disolucién E: SDS al 10% (p/v).

Disolucion F: Reactivo de Folin-Ciocalteus. La disolucién comercial se diluye

con agua destilada en la relacién 1:1 en el momento de su utilizacién.

Procedimiento:

Se toma una cantidad de muestra de la disolucién proteica que contenga
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entre 50 y 150 ug de proteina. Se afiaden 100 pl de disolucién D y se
completa el volumen hasta 1 ml con agua destilada. A continuacién se afiaden
5 ml de disolucién C, se agita y se deja reposar 15 minutos a temperatura
ambiente. Seguidamente se afiaden 1 ml de disolucién E y 0,5 ml de
disolucién F. Se agita la mezcla hasta que ésta sea uniforme y se esperan 40

minutos, tras los cuales se mide la densidad éptica a 750 nm.

Para Ia curva patrén se utiliz6 una disolucién de seroalbimina bovina (1 mg/ml), de la cual
se tomaban alicuotas de 50, 100 y 150 pl.

La modificacién del método (Wang y Smith, 1975) estriba en la adicién de un exceso
de Triton X-100, el cual no desarrolla color hasta una concentracién del 2% (v/v), para
evitar interferencias de los detergentes no i6nicos y catiénicos con el método. A su vez, la
adicion de SDS es para evitar la precipitacion que ocurre al interaccionar el Triton X-100 con

el reactivo de Folin-Ciocalteus.
III. 2.5.2. Andlisis de concentracién de lipidos
III. 2.5.2.1. Determinacién de fosfolipidos

Se ha determinado la concentracién de fosfolipidos a través del andlisis de fésforo
inorgdnico; para ello es preciso convertir todo el fésforo orgdnico de la muestra en fésforo
inorgdnico. Para tal conversién se ha utilizado dcido perclérico que a reflujo oxida los

fosfolipidos produciendo desprendimiento de fésforo inorgdnico.

El foésforo inorgdnico se ha determinado mediante el método de Bartlett (Bartlett,

61



III. MATERTALES Y METODOS

1959) que se basa en la reaccién del fésforo inorganico en medio alcalino con el molibdato,
originando el ani6én fosfo-molibdato, el cual se reduce con ANSA formando

estequiométricamente un complejo de color azul.

Reactivos:

Disolucién A: Heptamolibdato aménico al 5% (p/v).

Disolucién B: HCIO, al 60% (p/v).

Disolucion C: ANSA al 0,25% (p/v) y Na,SO, al 0,5% (p/v) en una
disolucion de NaHSO; al 15% (p/v). Esta disolucién se conoce como
reactivo de Fiske y se prepara disolviendo poco a poco las dos
primeras sustancias en la disolucién de bisulfito sédico. Se filtra y se
deja reposar una noche en el congelador después de su preparacidn.

Luego se almacena a 4°C al abrigo de la luz.

Procedimiento:

Se anade una cantidad de muestra que contenga de 2 a 8 pg de fésforo
y se evapora hasta sequedad. Para digerir el fésforo se afiaden a la muestra
evaporada 1,2 ml de disolucién B y dos gotas de disolucién A. El tubo se tapa
con una bola de vidrio y se calienta durante 1 hora entre 180 y 200 °C.
Una vez realizada la digestién del fésforo orgdnico en inorgédnico se procede
a ]a determinacion colorimétrica. Cuando el tubo se ha enfriado se le afiaden
0,4 ml de disolucién A, 0,4 ml de disolucién C y 8 ml de agua destilada. Se
mezcla por inversién del tubo y éste se introduce en un bafio de agua
hirviendo durante 20 minutos. Una vez que se ha enfriado el tubo se lee la

densidad 6ptica a 830 nm.
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La curva patrén se ha realizado afadiendo 10, 20, 30 y 40 ul de una disolucion de
fosfato sédico, previamente desecado en estufa a 120 °C, que contenga 0,2 mg de fésforo

inorgdnico/ml (6,45 mM).

III. 2.5.2.2. Determinacién de glicolipidos

Se ha determinado la concentracién de glicolipidos, en su mayoria cerebrésidos y
sulfdtidos, indirectamente mediante determinacién de hexosas por una modificacién del
método del 4cido sulfurico-fenol propuesta por Kushwaha y Kates (Kushwaha y Kates, 1981).
Este método se basa en que los aziicares en presencia de 4cidos concentrados sufren una
deshidratacion dando lugar a furfurales (derivados aldehidicos del furano), y estos wltimos

pueden condensarse en fenoles dando productos coloreados.

Reactivos:
Disolucién A: Fenol al 5% (p/v).
Disolucién B: Acido sulftirico concentrado.
Procedimiento:

Se toma una alicuota de la muestra que contenga entre 30 y 60 pg de
hexosas y se lleva a sequedad, obteniéndose en el fondo del tubo una fina capa
lipidica. Posteriormente se afaden al tubo 2 ml de agua y 1 ml de disolucién
A y se mezcla intentando no alterar la capa lipidica. Una vez realizada la
mezcla, se afiaden 5 ml de disolucion B y se vuelve a mezclar hasta
homogeneidad. Por iiltimo se introduce el tubo durante 5 minutos en agua

hirviendo para desarrollar el color. Cuando se haya enfriado (después de 30
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minutos) se procede a leer la densidad 6ptica a 490 nm.

Para realizar la curva patrén se ha utilizado una disolucién de glucosa (1 mg/ml),

tomando 20, 40 y 80 ul para los diferentes puntos de referencia.

III. 2.5.2.3. Determinaciéon de colesterol

Para la determinacién del colesterol se ha utilizado un kit de colesterol de la marca
Sigma, el cual se basa en un ensayo enzimdtico (Allain et al., 1974; Siedel et al., 1983). Este
método se basa en la ruptura de los ésteres de colesterol por la colesterol esterasa (EC

3.1.1.13) dando colesterol libre, el cual por oxidacién mediante la colesterol oxidasa (EC

1.1.3.6) produce H,0,:

Colesterol esterasa
Ester de colesterol + H,O » Colesterol + Acido graso

Colesterol oxidasa
Colesterol + O, »4-colesten-3-ona + H,0,

Este H,0, se puede medir cuantitativamente para conocer la cantidad de colesterol

en la muestra, mediante la reaccidn:

peroxidasa (EC 1.11.1.7)
2H,0, + fenol + 4-aminofenazona —p

———» 4-(p-benzoquinona-monoimino)-fenazona + 4H,0
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donde se obtiene como producto 4-(p-benzoquinona-monoimino)-fenazona que presenta un
méximo de absorcién a 500 nm. La intensidad del color obtenido es directamente
proporcional al total de colesterol de la muestra en un intervalo entre 10 y 60 pg de

colesterol.

II. 2.5.3. Extraccion de lipidos

Para la extraccidn de lipidos, tanto de sustancia blanca como de mielina, se ha
utilizado la técnica de Santiago y colaboradores (Santiago et al., 1964) que se emplea para
la extraccion total de lipidos de tejidos animales y de sus fracciones subcelulares.

En un tubo de centrifuga se dispone una cantidad de la muestra, previamente
homogeneizada, o de la disolucién de muestra que contenga entre 10 y 15 mg de proteina.
Se afiade un volumen igual de 4cido perclérico frio 0,6 M, lo cual produce la precipitacion
de los complejos lipoproteicos, que se separan centrifugando en una centrifuga de mesa (en
nuestro caso de la casa Selecta) a la mdxima velocidad durante 15 minutos. Queda un
sobrenadante limpio que se elimina por decantacidn.

El precipitado se resuspende y se le afiaden 2,5 ml de cloroformo:metanol:dcido
clorhidrico concentrado (200:100:1 v/v) frio. Se deja 30 minutos a temperatura ambiente,
agitando de vez en cuando. Posteriormente, se afiaden 7 ml de dcido clorhidrico 0,1 M frio,
se mezcla bien el contenido del tubo y se centrifuga de nuevo en la centrifuga de mesa, esta
vez durante 20 minutos. Después de la centrifugacién, se elimina la fase acuosa y se guarda
la fase orgénica. La interfase proteinica que se obtiene se somete a un nuevo tratamiento con
2,5 ml de la mezcla de disolventes anterior y, tras agitacién vigorosa, se afiaden otros 7 ml
de 4cido clorhidrico 0,1 M frio y se centrifuga en las mismas condiciones ya descritas. La

nueva fase orgdnica se une a la anterior y juntas forman el extracto lipidico, que se evapora
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con rotavapor y se tiene una noche en desecador con vacio.
Se comprob6é que estos extractos lipidicos estaban libres de proteinas mediante

cuantificacion proteica por el método de Lowry modificado (Wang y Smith, 1975).

I11.2.5.4. Cromatografia en capa fina para andlisis de lipidos

Se ha utilizado cromatografia en capa fina, tanto unidimensional como bidimensional,
para el andlisis cualitativo de diferentes muestras de extractos lipidicos.

Para ello, se utilizan placas de vidrio con un soporte cromatografico de silica gel G
(tipo 60). Antes de su utilizacion se activan en estufa a 100 °C durante 1 hora, para eliminar
las moléculas de agua del soporte. Una vez pinchada la muestra en un extremo, se introduce
la placa en una cdmara cromatografica que contenga la mezcla de disolventes adecuada.

En el caso de cromatografia unidimensional la placa se desarrolla en una mezcla de
cloroformo:metanol:agua (65:25:4 v/v), lo cual sirve para separar los diferentes tipos de
fosfolipidos que contenga la muestra (Neskovic y Kostic, 1968). Para la cromatografia
bidimensional se sigue el método empleado por Rouser y colaboradores ( Rouser et al., 1970)
que desarrolla la placa primeramente en una mezcla de cloroformo:metanol:amonfaco
(65:25:4 v/v), mientras que para el desarrollo en la segunda dimensién, perpendicular a la
anterior, utiliza cloroformo:acetona: metanol:dcido acético:agua (6:8:2:2:1 v/v).

El revelado de las placas para la deteccién de las manchas lipidicas se ha realizado
bien por inmersién de la placa en una cdmara con vapores de yodo, o bien rocidndola con
una disolucién concentrada de icido sulfiirico y posterior calentamiento de la placa para

desarrollar el color.
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III. 2.5.5. Cromatografia en columna

Para la purificacién del PLP y de la PBM mediante detergentes se han utilizado
diversas técnicas de cromatografia en columna. En todas ellas los geles se han equilibrado
con una disolucién tampén que contenfa siempre una concentracion relativamente baja del
detergente en que se encontraba la proteina a purificar. Tanto el eluyente como el gel
hidratado se desgasifican antes de empaquetar la columna, especialmente para el caso de la
cromatografia de exclusién en gel.

La columna empaquetada se conecta a una bomba peristéltica para regular el flujo de
la elucién, y ésta, a su vez, se conecta a un colector de fracciones para recoger la eluci6én

automdticamente en fracciones iguales.

III. 2.5.5.1. Cromatografia de afinidad

Para seguir el método empleado por Smith y colaboradores (Smith et al., 1984) en
la purificacién del PLP cuando la mielina se solubiliza con desoxicolato sédico al 2% (p/v),
se ha utilizado en un primer paso Blue Sepharose CL-6B para eliminar gran parte de la
Fraccion Wolfgram y de la PBM. Se ha observado que la Fraccién Wolfgram se une
especificamente a esta resina mediante el ligando que tiene unida a la matriz, Cibacron Blue
F3G-A, mientras que la PBM se une en gran medida de manera inespecifica a esta resina.
El procedimiento seguido se explica a continuacion:

La resina, equilibrada en tampén 50 mM de pirofosfato sédico, 0,5% (p/v) de
desoxicolato sédico (pH 9,0), se empaqueta en una columna de 23 x 1 cm de didmetro. Se
introduce en la columna el solubilizado de mielina obtenido con desoxicolato sédico.

Posteriormente se eluye la columna con el mismo tampén, eluyéndose el PLP con otras
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protefnas. Para eliminar la Fraccién Wolfgram y 1a PBM retenidas en la resina, se eluye ésta
con urea 6 M. Luego se vuelve a equilibrar la columna para posteriores usos.

Esta resina de afinidad también se ha empleado para la purificacién de la PBM, tanto
con colato sédico, como con Chaps. El método empleado en estos casos es similar al descrito

previamente y se explica detenidamente en el Apartado de Resultados correspondiente (IV.3).

III. 2.5.5.2. Cromatografia de exclusién en gel

Este tipo de cromatografia se ha utilizado como segundo paso en la purificacién del
PLP mediante desoxicolato sédico, empledndose Sephacryl S-300 en una columna de 90 x
2,4 cm de didmetro.

Esta cromatografia permite la separacién de proteinas con respecto a su peso
molecular, mediante el retardo en la elucién de las de menor peso molecular debido al mayor
camino recorrido por la matriz de la resina utilizada. Para una correcta separacién se necesita
una columna suficientemente larga, segin las condiciones, y que la resina se empaquete
uniformemente y sin burbujas de aire, por lo que se requiere la desgasificacion de la resina
y un especial cuidado en el empaquetamiento de la misma en la columna. También conviene,
para una mayor resolucién en la separacion de las proteinas, que el flujo de la elucién sea
lento y constante; en nuestro caso se realizé a un flujo de 20 ml/hora mediante una bomba
peristltica.

Para que las fracciones eluidas no estén excesivamente diluidas, se concentra la
muestra obtenida de la cromatografia de afinidad por ultrafiltracién a través de una
membrana YM-30 de Amicon. Este concentrado se introduce en la columna Yy,
posteriormente, se eluye con tampén 50 mM de pirofosfato sédico, 0,5% (p/v) de

desoxicolato sédico (pH 9,0).
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III. 2.5.5.3. Cromatografia de intercambio idnico

Este tipo de cromatografia se ha utilizado para purificar tanto el PLP como la PBM
con distintos detergentes. Se ha aprovechado la capacidad que presentan las proteinas que se
quieren purificar de interaccionar con las cargas eléctricas de la matriz de la resina y quedar
retenidas en la columna hasta que no se aumenta la fuerza iénica del tampé6n de elucién.
Debido a que inicialmente quedan retenidas no es necesario concentrar previamente el
solubilizado de mielina.

Para purificar el PLP, tanto con Triton X-100 como con octilglucésido, se utilizé
como resina CM-Sephadex C-50. Esta resina es un intercambiador catiénico ya que en la
matriz presenta grupos carboximetilos, los cuales, al pH en los que presente carga negativa
el extremo ca'rboi(uﬂico, interaccionan débilmente con los grupos de las proteinas cargados
positivamente a ese pH. Como los dos detergentes aqui empleados, Triton X-100 y
octilglucdsido, son no idnicos, no interfieren en las interacciones entre los grupos
carboximetilos y las cargas positivas de las proteinas.

El CM-Sephadex C-50 se equilibra con tampdn 20 mM de fosfato sédico (pH 7,0) que
contiene una cantidad determinada del detergente utilizado, 0,25% (p/v) de Triton X-100 6
1% (p/v) de octilglucésido, y se empaqueta en una columna de 20 x 2,5 cm de didmetro,
para el caso del Triton X-100, o de 10 x 2,5 cm de didmetro, para el caso del octilglucésido.
Como la proteina a purificar se queda retenida en la matriz en las condiciones de trabajo, no
€s necesario concentrar la muestra a cromatografiar y, asi, se aplica directamente el
solubilizado de mielina a la columna. Una vez aplicada la muestra, se eluye con el tampén
con el que se ha equilibrado la columna para eliminar las proteinas no retenidas. Seguida-
mente, se aumenta en pasos discretos la fuerza iénica del tampdn de elucidn, por adicién al

mismo de cloruro sédico, para debilitar las interacciones entre los carboximetilos y los
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grupos catiénicos de las proteinas y, asi, se eluyen las diferentes proteinas. El flujo di
elucién empleado es de 48 ml/hora, para el caso del Triton X-100, y de 36 ml/hora para ¢
caso del octilglucésido. La elucién se recoge mediante un colector en fracciones de 4 ml !

de 3 ml respectivamente.

III. 2.5.6. Electroforesis en gel de SDS-poliacrilamida

Tanto en los experimentos de ATG como en los sucesivos pasos de purificacién se
han realizado eletroforesis en geles de SDS-PA. Estas se han basado en el método de
Laemmli y Farre (Laemmli y Farre, 1973) introduciendo ligeras modificaciones.

En todos los casos se ha utilizado la técnica de electroforesis discontinua (Omnstein,
1964) que permite una mayor resolucion en la separacién de las bandas de proteinas. Se basa,
esencialmente, en la utilizacién de un gel de menor concentracién de poliacrilamida y
diferente pH (gel apilador) donde se aplica la muestra, respecto del gel en el que se resuelven
las bandas electroforéticas (gel separador). Mediante la eleccién adecuada de los tampones
y valores de pH que se utilizan en ambos geles, se logra que las proteinas al pasar del gel
apilador al separador, en la electroforesis, se dispongan en finisimas bandas ordenadas una

sobre otra segun sus movilidades, aumentdndose de esta manera la resolucién de la técnica.

Reactivos:
Disolucién A: Acrilamida al 29,2% (p/v) y TEMED al 0,8% (p/v). Esta
disolucion se filtra y se guarda a 4°C en oscuridad.
Disolucién B: Tampén Tris-HC1 1,5 M (pH 8,8). Se almacena a 4°C.
Disolucién C: Tampén Tris-HC1 0,5 M (pH 6,8). Se almacena a 4°C.

Disolucién D: Tampén de disolucién de la muestra. Se compone de: 1 ml de
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disolucién C, 0,8 ml de glicerol, 1,6 ml de SDS al 10% (p/v), 0,4 ml
de 2-mercaptoetanol y 0,2 ml de azul de bromofenol al 0,05% (p/v).
Disolucién E: Tampén de desarrollo. Se compone de 1,5% (p/v) de Tris,
7,2% (p/v) de glicina 'y 0,5% (p/v) de SDS y se lleva a pH 8,3. Se
diluyen 400 ml de esta disolucién con 1600 ml de agua destilada para

cada desarrollo.

Procedimiento:

Primeramente se prepara el gel separador (10 cm) al 12% de
poliacrilamida: para 25 ml se mezclan 10,3 ml de disolucién A, 6,25 ml de
disolucién B, 0,25 ml de SDS al 10% (p/v), 8,2 ml de agua destilada y
desiohizada, 0,125 ml de persulfato amc"inico al 10% (p/v) y 10 pl de
TEMED.

Una vez polimerizado el gel separador, se procede a afnadir encima el
gel apilador (2 cm) al 4% de poliacrilamida. Para 10 ml de gel apilador se
mezclan 1,3 ml de disolucién A, 2,5 ml de disolucién C, 0,1 ml de SDS al
10% (p/v), 6,1 ml de agua destilada, 50 pl de persulfato aménico al 10%
(p/v) y 10 pl de TEMED.

La muestra se mezcla con la disolucién D en voliimenes iguales y se
aplica al gel apilador un volumen (inferior a 50 ul) que contenga unos 30 pg
de proteina. Se ha observado que si se calienta la muestra con la disolucién
D el proteolipido forma agregados (Cockle et al., 1978) que no penetran en
el gel, desapareciendo la banda correspondiente a esta proteina. Asi, las
muestras se mezclan con la disolucién D y se dejan 30 minutos incubando a

temperatura ambiente antes de aplicarlas al gel, evitdndose la formacién de
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dichos agregados.

Mientras la muestra atraviesa el gel apilador se aplica una intensidad
de 16 mA por placa con la fuente de alimentacién; una vez que ha pasado al
gel separador se aumenta la intensidad a 24 mA por placa.

Una vez finalizada la electroforesis, los geles se tifien con una
disolucién de Coomassie Brilliant Blue R al 0,1% (p/v), metanol al 40% (v/v)
y dcido acético al 7% (v/v). Para la destincién se utiliza una disolucién de

metanol al 40% (v/v) y de 4cido acético al 7% (v/v).

Para la conservacion de los geles ya destefiidos y poder medir las intensidades de las
bandas espectrofotométricamente, se introducen en una disolucién de glicerol al 10% (v/v)
y de metanol al 40% (v/v) durante 30 minutos; luego se plastiﬁcé el gel por las dos caras con
papel de celofdn.

En los casos que procede, se realizan las densitometrias de las diferentes calles en los
geles plastifcados midiendo la densidad 6ptica a 600 nm en un espectrofotémetro DU-70 de

la casa Beckman, dotado con los accesorios necesarios para medidas densitométricas.
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1. 2.6. Técnicas instrumentales

1. 2.6.1. Calorimetria diferencial de barrido

II. 2.6.1.1. Introduccién

La calorimetria diferencial de barrido (CDB) consiste en la medida de la capacidad
calorifica de un sistema en funcién de la temperatura, y permite el estudio y caracterizacion
de las transiciones térmicamente inducidas en dicho sistema. Para el estudio de transiciones
térmicas en macromoléculas. biolGgicas existe el inconveniente de las extremadamente
pequefias cantidades de calor que se tienen que determinar experimentalmente. Este hecho
se debe a dos razones fundamentales: por una parte es muy dificil disponer de grandes
cantidades de estas macromoléculas, ya que su obtencién a partir de sus fuentes naturales es
laboriosa y de muy bajo rendimiento; en cuanto a su obtencién comercial, en los casos en
que ésta sea posible, suele ser de costo muy elevado para tales cantidades. Por otra parte,
dado el elevado peso molecular de estas macromoléculas y que el calor usual para estas
transiciones térmicas (desnaturalizacién) es de unos pocos cientos de kJ por mol, el calor
experimental a determinar en una muestra que contiene normalmente del orden de mg de
sustancia es muy pequeiio. Ademds, la concentracién de estas macromoléculas no se puede,
n incluso debe aumentarse demasiado, ya que se producen procesos de interacciones
~ intermoleculares, lo que provoca efectos térmicos adicionales en las medidas calorimétricas.
El estudio de las transiciones térmicas de estas macromoléculas bioldgicas ha sido

posible gracias al desarrollo de una nueva generacién de microcalorimetros de barrido,
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durante la década de los setenta, que presentan unas caracteristicas especiales de sensibilidad,
precisién y exactitud. De los tipos actualmente comercializados, uno de los mds adecuados
para esta clase de estudio es el disefiado por el Dr. P.L. Privalov (Privalov, 1980), cuyos
dos modelos comercialmente disponibles se han utilizado en la realizacién de este trabajo:
DASM-1M y DASM-4. Estos dos modelos de microcalorimetro presentan una serie de
caracteristicas técnicas que les convierten en candidatos apropiados para el estudio
calorimétrico de las citadas transiciones en macromoléculas biolégicas:

1.- El calentamiento de la muestra es continuo y su velocidad prefijada de antemano,
de manera que en todo momento del barrido se dispone de informacion sobre la capacidad
calorifica (Cp) aparente de la muestra y del calor absorbido por ésta en cualgier proceso
térmicamente inducido. Un hecho importante es que en todo momento no deben existir
gradientes de temperatura en la muestra, es decir, debe existir equilibrio térmico en la
muestra, lo que dependerd de la forma y volumen de las células (muestra y referencia) y de
la naturaleza de la muestra (Privalov y Potekhin, 1986).

2.- Estos microcalorimetros son diferenciales ya que realizan la medida de Cp del
contenido de la célula de muestra con respecto al contenido de la célula de referencia. Ambas
c€lulas son gemelas y sufren el mismo proceso de calentamiento durante el experimento.

3.- El conjunto de las dos células es un sistema adiabatico, gracias a la existencia de
dos corazas concéntricas que engloban en una disposicion simétrica a las células. Sus
temperaturas se controlan de forma que en todo momento sean, o tiendan rdpidamente a ser,
la misma que la de las células.

4.-El conjunto de 1a unidad calorimétrica, células, sensores, corazas,... €s un sistema
no desmontable; lo cual impide un cambio en las condiciones fisicas del aparato de
experimento en experimento. Esta es la razén fundamental de su alta reproducibilidad

experimental con respecto al resto de los otros calorimetros de barrido comerciales.
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III. 2.6.1.2. Instrumentacién

Brevemente descrito, un microcalorimetro diferencial de barrido estd formado por dos
células (de muestra y de referencia) térmicamente aisladas y que se pueden calentar a una
velocidad constante de tal forma que se mantenga la misma temperatura en ambas células
durante el barrido. Cuando se produce un proceso térmicamente inducido, el sistema de
control del aparato aporta la cantidad necesaria de calor a la célula adecuada para mantener
la misma temperatura que en la otra célula, que es el valor que se mide, como se indicard

posteriormente.

Seguidamente se van a exponer las caracteristicas esenciales de los dos modelos

utilizados.

DASM-1M:

Volumen de las células: 1 ml.

Intervalo de temperatura de experimentacién: de 0 a 100 °C.
Velocidades de barrido disponibles: 0,125, 0,25,0,5, 1y 2 K/min.
Nivel de ruido: 0,5 pW.

Reproducibilidad de linea base sin volver a llenar las células: 2,0 pW.

Reproducibilidad de linea base volviendo a llenar las células: 0,1 mJ/K.

DASM-4:
Volumen de las células : 0,5 ml.
Intervalo de temperatura de experimentacién: de 0 a 130 °C.

Velocidades de barrido disponibles: 0,125 , 0,25, 0,5, 1y 2 K/min.
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Nivel de ruido: 0,2 pW.
Reproducibilidad de linea base sin volver a llenar las células: 0,5 pW.

Reproducibilidad de linea base volviendo a llenar las células: 0,05 mJ/K.

En la Figura III. 2.5 se representa un esquema de las unidades calorimétricas de
ambos modelos. La configuracién del sistema es de células gemelas y, debido a que el
equilibrio térmico se alcanza fundamentalmente por conduccién, se han optimizado las
condiciones para que la conduccién térmica sea rdpida. De esta forma, las células en el
modelo DASM-1M estdn construidas con oro y las del DASM-4 con platino, materiales
adecuados gracias a su cardcter inerte y a su alta conductividad térmica; también se observa
en general una gran relacién superficie/volumen en el diseiio de las células, especialmente
en el DASM-4: en el DASM-1IM son en forma de moneda de unos 20 mm de didmetro y 3
mm de espesor en una disposicion relativa de planos enfrentados, mientras que en el DASM-
4 son capilares que forman una hélice compacta (Figura III. 2.5).

El acceso a las células se realiza, en ambos modelos, por tubos capilares de platino
que desembocan a una cdmara hermética que se puede presurizar para trabajar a presion
constante. Esta sobrepresidn contribuye a evitar la formacién de burbujas en las disoluciones
de trabajo durante el calentamiento de las células, lo cual provocaria artefactos en la medida
calorimétrica. El trabajar a presién constante hace ademds que el calor medido sea en
realidad un incremento de entalpia.

Las células estin en intimo contacto con una termopila que detecta cualquier
diferencia de temperatura entre ambas células, produciendo una sefial eléctrica proporcional
a la misma que va a servir para incrementar, mediante un sistema regulador, la potencia
recibida por la célula de menor temperatura para que esta diferencia se anule. Este aumento

de potencia es lo que se va a ir registrando durante el barrido de temperatura.
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FIGURA III. 2.5: Esquema de los bloques calorimétricos de los microcalorimetros
diferenciales de barrido (A) DASM-1IM y (B) DASM-4, diseiiados por el Dr. P.L. Privalov.
1) entrada de los capilares; 2) calentador de las células; 3) células de referencia y muestra;

4) coraza adiabdtica interna; 5) coraza adiabdtica externa; 6) termopila. (Tomado de Privalov,
1980).
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La adiabaticidad del sistema se establece por dos corazas concéntricas de plata que
engloban a las células calorimétricas, cuya temperatura se controla a través de los
termosensores y efectores apropiados para que sea igual en todo momento a la de las células
y, de esta forma, que todo el bloque calorimétrico (células y corazas interna y externa) forme
un sistema adiabdtico.

Finalmente todo este sistema estd encerrado en un bloque metdlico, equipado con

modulos Peltier para facilitar el enfriamiento hasta temperaturas inferiores a la ambiental.
III. 2.6.1.3. Experimento calorimétrico

Un experimento calorimétrico tipico para, por ejemplo, la desnaturalizacién de una
proteina, consta de las siguientes etapas:

A. Linea basé instrumental

B. Calibrado

C. Barrido de la muestra

D. Segundo calentamiento de la muestra

A. Linea base instrumental:

Debido a que es imposible tener dos células idénticas, hay que obtener la diferencia
de capacidad calorifica entre las dos células debida a las pequefias diferencias en su
construccién y localizacion. Para esto se realiza previamente al barrido de muestra una linea
base como referencia, que se obtiene llenando ambas células con el tampdn donde se va a
encontrar disuelta la muestra, y realizando un barrido en las mismas condiciones a las que
se realizard posteriormente con la muestra. El termograma obtenido se restard del realizado

con la muestra, para eliminar los incrementos de capacidad calorifica debidos a aspectos
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instrumentales y, de esta forma, poder medir los cambios de calor debidos tinicamente a

procesos térmicos de la muestra.

B. Calibrado:

El aparato de CDB registra cambios de potencia, por lo que para poder reflejar el
experimento en cambios de capacidad calorifica y entalpfa habrd que determinar el factor de
conversién. Para ello se realiza un calibrado. Consiste en suministrar durante un tiempo
determinado, t, una potencia eléctrica suplementaria, P, a la resistencia de una de las dos
células. Como W = P t, se puede determinar inmediatamente el trabajo eléctrico, W,
realizado. Asi, conocida el drea del calibrado y su energia correspondiente se puede
determinar posteriormente la entalpfa calorimétrica del proceso térmico que sufre la muestra.
Otra forma de actuar a este respecto, que es la que se ha empleado en este trabajo, es la de
medir ]a altura del calibrado en milivoltios (mV) para obtener una constante de calibracién,
k’, en pW/mV vy, de esta forma, conociendo la velocidad de barrido, v, en K/min se
transforman los valores de Cp del termograma que se obtienen en mV, Cp’(mV), en

unidades de J/K mediante;

Cp(/K)=K’(pW/mV) Cp’(mV) 1/v(min/K) 10°(J/pJ) 60(s/min) (IIL.1)

haciendo obviamerte la correccién para el paso de minutos a segundos y de microjulios a
Jjulios. Posteriormente, conociendo la concentracién de la muestra y el volumen de la célula
se conoce la cantidad de muestra implicada en el experimento, ¢ (g). Dividiendo lo obtenido
anteriormente, Cp(J/K), por ¢ se transforman los datos en J K g”'. Todos estos factores:
constante de calibracién, velocidad de barrido, y cantidad de muestra se pueden reunir en uno

s6lo, f, para pasar directamente los datos originales en mV a datos en J K g
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k’(uW/mV) 60 (s/min) 10° (J/pY)
f = (Ii1.2)
¢ (g) v (K/min)

a su vez,
Cp(/K g) = Cp’(mV) f | (IIL3)

valor que multiplicado por el peso molecular de la‘ muestra y expresado en kJ darfa lugar al
valor molar de Cp en kJ K™ mol™.

Las potencias que se pueden suministrar para realizar los calibrados son: para el
DASM-IM de 10, 50 y 250 pW y para el DASM-4 de 25, 50 y 100 pW. Los calibrados se
pueden hacer durante la realizacién de cualquier barrido de temperatura, ya sea de linea base
o de barrido de muestra, evitando que coincida con la zona de temperaturas donde ocurre el

proceso térmicamente inducido de la muestra.

C. Barrido de la muestra:

En este barrido de temperatura, la célula de muestra se llena de una disolucién de la
muestra a estudiar (mielina o proteina purificada) de concentracién conocida, mientras que
la célula de referencia se llena con el tampon de disolucién de la muestra.

Cuando dentro de la célula de muestra comienza la desnaturalizacién de la proteina,
u otro proceso endotérmico, se produce una absorcién de calor en esta célula que es
rdpidamente restituida por el sistema de compensacién del calorimetro mediante un
suministro adicional de potencia a dicha célula para igualar de nuevo y en todo instante la
temperatura de las dos células. Lo que realmente se registra en el termograma es una

diferencia de potencial proporcional a la potencia adicional que se tiene que suministrar; esta
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medida de diferencia de potencial multiplicada por el factor f, anteriormente explicado, nos
va a dar el calor o incremento de entalpfa, en J K g, que sufre la protefna en la célula de
muestra al producirse el proceso endotérmico.

Generalmente, el termograma del barrido con la muestra aparece por debajo de la
linea base debido a que la Cp de la proteina en la disolucién es menor que la del agua que
reemplaza (Privalov y Khechinashvili, 1974).

A partir de la diét;.ncia de Cp del barrido de muestra con respecto al de la linea base
se puede incluso obtener la capacidad calorifica especifica parcial de la proteina, Cp,p(T),

por medio de la ecuacién (Privalov y Khechinashvili, 1974)

Cp,p(T) = Cp,d(T) V,(TW/V(T) - ACap(T)/m, (1L 4)

donde ACap(T) es la distancia entre el registro de la muestra (proteina) y el de la linea base,
Cp,p(T) y V, son la capacidad calorifica y el volumen especifico parcial de la proteina,
mientras que Cp,d(T) y V, son los correspondientes valores del disolvente, y m, es la

cantidad de proteina en gramos en el interior de la célula de muestra.

D. Segundo calentamiento de la muestra:

Una vez terminado el barrido de la muestra hasta la temperatura deseada, se deja
enfriar la unidad calorimétrica y, sin abrir el compartimento presurizado de las células, se
puede registrar un segundo barrido. Este segundo barrido sirve como un criterio para
determinar si el proceso endotérmico que le ocurre a la muestra es reversible o irreversible;
se admite que si en este segundo barrido no se vuelve a producir el proceso endotérmico es
que se trata de un proceso irreversible.

Durante este trabajo, generalmente, se ha utilizado el segundo calentamiento como
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linea base para evitar posibles efectos derivados de procesos de agregacién de la muestra
desnaturalizada que provocan la desviacién a alta temperatura tanto en el barrido de muestra

como en el segundo calentamiento de la misma.

III. 2.6.1.4. Adquisicién y procesamiento de datos

La adquisicién de datos del termograma se ha realizado mediante un ordenador Inves
PC-640X conectado al microcalorimetro mediante un conversor analégico/digital (DT-2801).
Esta adquisicion de datos se controla mediante un programa, desarrollado en este
Departamento por el Dr. O. Lépez-Mayorga, que genera un fichero de datos digitalizados
con un periodo de muestreo determinado por el usuario. Cada dato tomado se genera por un
promedio de un mimero de medidas también variable. Los ficheros generados estdn formados
por tres columnas de datos: temperatura en °C, altura de la sefial en mV y tiempo en
segundos, y su extension suele ser de unos 1000 a 1500 datos por barrido.

El AH de una transicion se obtiene a partir del drea bajo la curva calorimétrica. Para
obtenerla se siguen estos pasos:

- Primeramente se resta al barrido de muestra la linea base o, més frecuentemente,
el segundo calentamiento, para eliminar las diferencias entre ambas células debidas a
condiciones intrinsecas del instrumento. Este proceso se conoce como correcién de la linea
base instrumental.

- Un termograma corregido consiste en una representacién de la capacidad calorifica
de exceso del sistema debida al proceso de la desnaturalizacién, Cp*™, frente a la
temperatura. Sin embargo, depués de restar la linea base instrumental, existen dos
contribuciones a la Cp asi obtenida de esta resta: (a) la Cp™, debida al proceso de la

desnaturalizacién, y (b) la Cp?, debida a la capacidad calorifica intrinseca de la mezcla de
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macroestados de la proteina, la cual viene dada por:

CpY(D) = X, Cp(T) x(T) (IIL5)

donde Cp,(T) es la capacidad calorifica intrinseca del estado i y x(T) es la fraccién presente
del estado i a la temperatura T. Esta Cp? da lugar a lo que se cohoce con el nombre de linea
base quimica y tiene una determinada variacién con la temperatura. Superpuesta a esta
variacion se registra la Cp*™ debida al proceso endotérmico de desnaturalizacién de la
proteina. A esto se debe que los termogramas sin linea base quimica restada tengan el
principio y el final de la curva a distinta altura, debido a la diferencia entre la capacidad
calorifica del estado nativo Cp(N) y la del estado desnaturalizado Cp(D) de la proteina
(Figura III. 2.6.A). La variacién de la Cp? del sistema con la temperatura es conocida fuera
de los limites de la transicién pero su variacién durante la transicion debe determinarse por
un método empirico (Takahashi y Sturtevant, 1981) y una vez que se conoce se resta del
termograma quedando s6lo Cp™ (Figura IIL. 2.6.B). El método consiste en establecer dos
niveles de capacidad calorifica definidos por las prolongaciones de la tendencia de la traza
a ambos lados de la transicién y calcular entonces los valores de Cp? para la linea base

quimica a cada temperatura entre ambos niveles segin la siguiente ecuacién:

Cp® = Cp(N) + [Cp(D) - Cp(N)] (Q/Q) (I11.6)

donde Cp(N) y Cp(D) son los valores de la capacidad calorifica a cada temperatura definidos
por las prolongaciones de la traza a ambos lados de la transicion para el estado nativo y el
desnaturalizado respectivamente, Q es el calor desarrollado hasta cada temperatura, y Q, es

el calor total de la transicién. Segin la anterior ecuacién, el valor de Cp® varia a lo largo de
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FIGURA III. 2.6.A: Ejemplo de trazado de linea base quimica para la traza calorimétrica
correspondiente a la desnaturalizacién térmica de la carboxipeptidasa B en 20 mM de
pirofosfato sédico (pH 9,0) a una velocidad de barrido de 0,25 K/min (Conejero-Lara, 1988).
Las lineas discontinuas representan las prolongaciones de los niveles de capacidad calorifica
Cp(N) y Cp(D).
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FIGURA 1II. 2.6.B: Traza calorimétrica resultante después de la correccién de linea base
quimica de la traza representada en la Figura III. 2.6.B.
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la transicién entre los dos niveles proporcionalmente al calor desarrollado a cada
temperatura, lo cual es razonable pero totalmente empirico. Como se observa en la Figura
III. 2.6.A la linea base quimica se asemeja mucho a un polinomio de tercer grado, por lo que
en esta Memoria la correccién de linea base quimica se ha realizado mediante ajuste a un
polinomio de tercer grado de la nueva linea de base obtenida después de la correcién de linea
base instrumental (Figura IIl. 2.6. B). Este procesamiento se ha realizado mediante el
tratamiento de los ficheros de datos en un programa cedido por el profesor E. Freire a este
Departamento.

- Con el programa anterior se puede obtener el drea de la curva calorimétrica en
unidades de mV. Multiplicando este valor obtenido por el factor de conversién adecuado, f,
se convierte en unidades de J K' g'. Esta conversién se puede realizar con el mismo
programa y finalmente almacenar estos datos ya convertidos en un fichero que conserva la

misma estructura que el fichero inicial.

III. 2.6.1.5. Fundamentos tedricos

En este apartado se van a exponer las bases tedricas del andlisis de las trazas de CDB
correspondientes a la desnaturalizacién térmica de proteinas. Hasta muy recientemente, todos
los modelos utilizados para este tipo de andlisis se basaban en la termodindmica del
equilibrio. Asi, tanto si se consideraba que el proceso de desnaturalizacién implicaba
unicamente dos estados (nativo y desnaturalizado), como si habia que introducir la existencia
de estados intermedios adicionales en el andlisis, se suponia que existia equilibrio quimico
en todo momento (Freire y Biltonen, 1978). La informacién obtenida mediante este tipo de
andlisis consiste fundamentalmente en los cambios de las magnitudes termodindmicas (energia

de Gibbs, entalpia, entropfa y capacidad calorifica) de las diversas etapas de que consta el
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proceso de desnaturalizacién, asi como las poblaciones relativas de los diversos estados en

funcién de la temperatura.

III. 2.6.1.5.1. Modelo de equilibrio entre dos estados

En la Figura III. 2.7 se muestra la variacién de calor (entalpia) (A) y de capacidad
calorifica (B) para una proteina cuya desnaturalizacién térmica tiene lugar tinicamente entre

los estados nativo (N) y desnaturalizado (D), los cuales se encuentran en equilibrio en todo

momento

N =D

y en donde por simplicidad hemos supuesto que Cp(N) = Cp(D).
Teniendo en cuenta que la constante de equilibrio para el proceso de desnaturalizacién

viene dada por

K = [DJ/[N] (1L.7)

podemos expresarla en funcién de la fraccién de proteina desnaturalizada

K = X,/(1-X,) (IIL.8)

Como estamos suponiendo un proceso de dos estados en el equilibrio se cumple la

ecuacion de van’t Hoff, donde designaremos como AH , al incremento de entalpia que

proporciona la variacién de K con T
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din K AHM
= (I1L.9)
dT /p RT’
y sustituyendo K por la ecuacién (II1.8) obtenemos
1 dX, AR
= _ (11.10)

X,(1-X)\ dT /p RT?

Si denominamos Td como la temperatura de desnaturalizacién a la que X, vale 1/2

y sustituimos T=Td en la ecuacién (III.10) obtenemos

dX,
AR'Y = 4RTd?

(IL.11)
dT /T=Td

Como se observa en la Figura III. 2.7 el calor que se va desarrollando durante el
proceso (altura de la curva en (A) o drea bajo la curva en (B)) es proporcional a X, de forma

que

X, = QMIQ, (II.12)

Sustituyendo esta expresion en la ecuacién (II1.12) y dado que la derivada del calor
desarrollado con respecto a la temperatura a presién constante, dQ(T)/dT, es el incremento
de la capacidad calorifica, ACp, obtenemos

ACp™
AH"M = 4RTd?

(111 13)
Q.

donde ACp™ es el incremento de capacidad calorifica en el mdximo de la curva, para este

caso a la temperatura Td, y Q, es calor total del proceso de desnaturalizacién correspondiente
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al drea total de la curva.
Este valor de AH'M puede compararse con la entalpia calorimétrica molar del proceso,

AH, correspondiente al drea bajo la curva experimental de Cp frente a T, es decir:

T,

AH =j CpdT (11.14)
T,

donde T, y T, son las temperaturas inicial y final de la transicién.

Para una transicién de dos estados, que en general incluya una A Cp(d) =Cp(D)-Cp(N)
no nula, conociendo experimentalmente el AH a una T dada y el incremento de Cp de
desnaturalizacién, ACp(d), es posible obtener mediante ecuaciones bésicas de Termodindmica
los valores de AH, AS e AG del proceso en funcién de la temperatura (Privalov y
Khechinashvili, 1974; Privalov, 1979; Mateo, 1984).

Para un proceso reversible de dos estados debe cumplirse que AH"™ = AH. Enel caso
de que la macromolécula sufra una transicién entre més de dos estados se va obtener que
AHM < AH (Mateo, 1984). Estos estados intermedios corresponden, por lo general, a
situaciones en la molécula en que solamente una regién o dominio de la misma se ha
"desplegado” respecto a su estructura nativa plegada. De esta forma, aunque AH'M tiene
unicamente sentido termodindmico en una transicién reversible entre dos estados, su cdlculo
es interesante ya que el valor del cociente AH/AH"M puede indicar el nimero minimo de
dominios o regiones de la macromolécula que experimentan la desnaturalizacién mds o menos
independientemente (Mateo, 1984). Por otra parte, en sistemas que experimentan una
transicién térmica con cooperatividad intermolecular se da la desigualdad AH"™> AH, caso
de la transicién en bicapas lipidicas de estado gel a estado cristal liquido (McElhaney, 1986).
En este caso, el cociente entre AH"Y/AH proporciona una estimacién del mimero promedio

de moléculas que forman la unidad cooperativa del proceso.
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A

Q4

ACT

FIGURA 1III. 2.7: Representaciones de (A) la evolucidn del calor, Q, y del avance de la
reaccién, X, como una funcién de temperatura durante un proceso reversible de dos estados |

sin cambio total en la Cp; (B) variacion de la Cp con la temperatura para el mismo proceso
descrito en A. (Gréfica tomada de Mateo, 1984).
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III. 2.6.1.5.2. Modelo de equilibrio entre m4s de dos estados

Para poder aplicar todo el tratamiento termodindmico explicado hasta el momento se

tiene que cumplir que el proceso térmico sea de equilibrio y entre dos estados, N D.

En la realidad suelen abundar las protefnas compuestas de diversos dominios, de peso
molecular relativamente elevado, cuya desnaturalizacién transcurre a través de estados
intermedios que poseen la suficiente estabilidad termodindmica como para que dichos estados
se encuentren suficientemente poblados durante el proceso térmico. Un esquema general del

proceso seria

[e—=L=—= ... = - |

n-1°7 In

donde I, e I son el estado nativo (N) y el estado totalmente desnaturalizado de la proteina
(D) respectivamente, mientras que I, ... I ; son los estados intermedios significativamente
poblados. En este caso se obtiene que AH> AH"M, con lo que gran parte del desarrollo
anterior pierde aqui su aplicabilidad. No obstante, se ha podido obtener, para algunas de
estas proteinas, informacién relativa al posible nimero de dominios que las componen, su
asi nacion a regiones especificas de la proteina y su mayor o menor independencia (Privalov,
1982).

Freire y Biltonen (Freire y Biltonen, 1978) demostraron que puede obtenerse la
funcién de particién del sistema, Z(T), como una funcién continua de T, a partir inicamente

de datos de CDB de alta sensibilidad,

j=n
Z(T) = 2 w;exp (-AG/RT) (I11.15)
=0

~ donde w; es la degeneracion del estado j e AG;es la diferencia de energia de Gibbs entre el
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estado j y el estado inicial tomado como referencia: AG; = G(estado I) - G(estado I). Freire
y Biltonen (Freire y Biltonen, 1978) demuestran que la funcién de particiéon del sistema

puede obtenerse mediante la expresion:

T <H>

Z(T) = expj dT (111.16)

T, RT’

donde <H> es la entalpfa de exceso por mol a una temperatura dada, T.

Una vez conocida la funcién de particién, Z(T), se puede determinar el nimero de
estados intermedios y obtener informacién termodindmica sobre las diversas etapas de que
consta el proceso de desnaturalizacién. En algunos casos se han podido correlacionar estas
etapas con el desplegamiento de dominios concretos de la protefna (Privalov et al., 1981;
Privalov, 1982; Potekhin y Privalov, 1982; Privalov y Medved, 1982; Novokhatny et al.,
1984; Rigell et al., 1985; Tsalkova y Privalov, 1985; Lopez-Lacomba et al., 1989).

III. 2.6.1.5.3. Reversibilidad en la desnaturalizacién

Todo el andlisis termodindmico descrito en los dos apartados anteriores se basa, como
ya se ha indicado, en la condicién de que el proceso de desnaturalizacién sea reversible.
Légicamente, no se puede aplicar la termodindmica del equilibrio a procesos que transcurran
irreversiblemente.

Se acepta generalmente que el tratamiento de datos en el equilibrio es aplicable en
aquellos casos en que las transiciones observadas son calorimétricamente reversibles, es
decir, cuando el barrido original se reproduce, tras enfriar, en el segundo calentamiento de

la muestra. Sin embargo, en la mayoria de los casos el segundo calentamiento no muestra

92



HI. MATERIALES Y METODOS

ninguna transicion, lo que indica que la transicién térmica en el primer barrido condujo a un
estado de la proteina incapaz de plegarse de nuevo para volver al estado nativo; esto se debe
posiblemente a algin tipo de alteracién de la proteina (agregacion, alteracién quimica de
restos) inducido por la alta temperatura (para una revision de posibles causas de
irreversivilidad a alta temperatura ver Klibanov y Ahern, 1987). Dado que estos procesos
de alteracién son irreversibles, pudiendo estar cinéticamente controlados, cabe esperar que
los termogramas de CDB correspondientes a la desnaturalizacién irreversible de proteinas
dependan claramente de la velocidad de barrido a la que se realiza el experimento, como de
hecho se ha observado experimentalmente en algunos casos. De esta forma, se han propuesto
recientemente en este Departamento modelos para el andlisis de las trazas de CDB que tienen
en cuenta el cardcter cinético de los procesos de alteracién irreversible de las proteinas
(Sanchez-Ruiz et al., 1988a; Sdnchez-Ruiz, enviado), habiendo ya aplicado estos modelos a
diferentes proteinas (Sdnchez-Ruiz et al., 1988a; Sdnchez-Ruiz et al., 1988b; Guzmadn et al.,

1990; Galisteo et al., en prensa; Conejero et al., en prensa).

En este trabajo se ha observado que la desnaturalizacién de la mielina es irreversible
y cinéticamente controlada, por lo que no seria correcto aplicar ningiin tratamiento de datos
basado en la termodindmica del equilibrio. Se ha intentado asf aplicar un enfoque cinético
(Sanchéz-Ruiz et al., 1988a; Freire et al., 1990) que se describird a continuacién. De todas
formas, la entalpia calorimétrica obtenida del drea bajo la curva de la capacidad calorifica
de desnaturalizacién es una medida correcta ya que su valor es independiente del efecto
cinético; de hecho, la tnica informacién termodindmica directamente accesible por CDB de

una transicién irreversible es su entalpia calorimétrica.
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1II. 2.6.1.5.4. Modelos cinéticos

Como se ha indicado, en este Departamento se vienen desarrollando modelos cinéticos
para poder analizar las transiciones de CDB correspondientes a la desnaturalizacién
irreversible de proteinas (Sdnchez-Ruiz et al., 1988a; Freire et al., 1990). Es de destacar que
estos modelos son, en la actualidad, los tnicos existentes en la bibliografia que tienen en

cuenta el cardcter cinético de las trazas calorimétricas.

A continuacién se describe de forma sucinta €l modelo cinético simple o de dos
estados, el cual se ha aplicado a nuestros resultados experimentales (Apartado IV. 2). Este
modelo considera que el proceso de desnaturalizacién se puede representar como un proceso
cinético de primer orden entre dos estados, nativo (N) y desnaturalizado (D), cuya constante

de velocidad, k, cambia con la temperatura de acuerdo con la ecuacién de Arrhenius.

N————-D k = A exp(-E/RT)

El tratamiento matemdtico de este modelo conduce a varios procedimientos para el
cdlculo de la energia de activacion, E, del proceso de desnaturalizacion (Sdnchez-Ruiz et al.,

1988a).

Procedimiento A: Para una temperatura dada, T, el calor absorvido, Q, serd
proporcional a la cantidad de proteina desnaturalizada; por lo tanto, el calor desarrollado a
una temperatura determinada, Q, y el calor total de desnaturalizacién, Q,, pueden expresarse

Q=[D]AHV (111.17)

Q =cAHV (IIL. 18)
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donde V es el volumen de la célula calorimétrica, [D] es la concentacién de proteina

desnaturalizada, c es la concentracién total de proteina y AH es la entalpia total del proceso
de desnaturalizacién por mol de proteina.

Como el proceso cinético se supone de primer orden, la ecuacién de velocidad para

dicho proceso viene determinada por

d[N]

dt

= k[N] | (111.19)

Teniendo en cuenta que la velocidad de barrido es v = dT/dt, la expresién anterior se puede
escribir

v d[N]
k =- (I11.20)
[N] dT

La concentracién de proteina nativa es [N] = c - [D] y segiin las ecuaciones III.17 y III.18

se puede expresar como

Q[ - Q
IN] = (I11.21)
AH V

Si derivamos esta ecuacién anterior respecto a la temperatura resulta

d[N] 1 dQ Cp
- _ (I11.22)
dT AHV dT AHV

y st la sustituimos en la ecuacién I11.20, haciendo uso de la expresién II1.21, obtenemos

k= —— (IIL.23)
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donde Cp es la capacidad calorifica a una temperatura determinada.

Esta tltima ecuacién permite el cdlculo de la constante de velocidad a partir de los
datos calorimétricos obtenidos por CDB. Asi, si suponemos que los valores de la constante
de velocidad se ajustan a la ecuacién de Arrhenius, k = A exp(-E/RT), en el intervalo de
temperaturas en que se produce la transicién calorimétrica, se puede obtener la energia de
activacioén del proceso, E, por un ajuste de In k frente a 1/T. Esta ecuacidn, segiin el modelo
de partida, debe ser vdlida para cualquier velocidad de barrido, por lo que todos los valores
de k obtenidos a una misma temperatura en experimentos a diferentes velocidades de barrido
deben corresponder a un mismo valor, es decir, todos los valores de k obtenidos a cualquier

velocidad de barrido deben corresponder a una misma recta en una grafica de Arrhenius.

Procedimiento B: Este método se basa en la influencia de la velocidad de barrido
sobre la temperatura a la cual la curva de capacidad calorifica presenta el valor maximo, Tm.

De la ecuacién II1.20 y aplicando la ecuacién de Arrhenius se obtiene

din[N] k A
= - = - exp(-E/RT) (I11.24)
dT v v

La elaboracion matemadtica de la ecuacién II1.24 conduce en este caso a la expresion

\' AR
= exp(-E/RTm) (111.25)
Tm? E

De esta forma para que se cumpla el modelo cinético simple, al representar In(v/Tnr)

frente a 1/Tm se debe obtener una linea recta cuya pendiente es -E/R.
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Procedimiento C: La obtencidn a partir de la ecuacién II1.24 de una expresién que
nos dé la concentracién de estado nativo en funcién de la temperatura requiere la evaluacién
de la integral de Arrhenius, exp(-E/RT) dT; esta integral carece de expresién algebraica
simple. Sin embargo, en este caso se puede convertir en una expresién ficilmente integrable
teniendo en cuenta que, dentro del estrecho intervalo de temperatura de una transicién
calorimétrica, se puede aceptar el que 1/Tm-1/T no difiere apreciablemente de (T-Tm)/Tm?>.
Por lo tanto, la integracién de la ecuacion de Arrhenius conduce finalmente a una expresién

de la forma

c E (T-Tm)
= exp (I11.26)
[N] R Tm”

In

en la que teniendo en cuenta la ecuacién III.21 se obtiene

Qt E 1 1
In{In = - {I11.27)
Qt-Q R Tm T

que permite el cdlculo de la energfa de activacién a partir de la representacién del miembro
de la izquierda frente a 1/T. Es interesante hacer notar que para T=Tm la ecuacién I11.27
predice
Qt
Qt - Qm

Il
o

(111.28)

Segun este procedimiento, para cada velocidad de barrido se deben obtener valores

concordantes de energia de activacién, asi como las Tm para cada curva, que deben, a su
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vez, coincidir con las experimentales, todo ello dentro del error experimental.

Procedimiento D: Para T=Tm y utilizando las ecuaciones III.24 y III.25, se llega
a una nueva ecuacion para E, curiosamente muy parecida a la de la AH"™ (ecuaci6n I11.13)
para transiciones reversibles de dos estados, que proporciona directamente el valor de E
e R Tm* Cp™

E = 111.29)
Qt

Esta expresion puede utilizarse para obtener directamente la energia de activacién a partir
de pardmetros del mdximo de las trazas.

Hay que hacer notar que las expresiones finales de cada uno de los cuatro
procedimientos descritos, para obtener la energia de activacién del proceso de
desnaturalizacién, implican diferentes aproximaciones y emplean diferentes pardmetros
calorimétricos obtenidos en los experimentos de CDB. Por lo tanto, si los valores de energia
de activacién que se obtienen por los distintos procedimientos coinciden, se puede afirmar

que el modelo cinético simple es valido para explicar ese proceso de desnaturalizacién.

III. 2.6.2. Anadlisis térmico en gel de poliacrilamida

II1. 2.6.2.1. Introduccién

El andlisis térmico en gel de poliacrilamida (ATG) es una técnica que se basa en la
solubilidad diferencial que presentan algunas proteinas, especialmente proteinas intrinsecas

de membrana, entre sus estados nativo y desnaturalizado.
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Es una técnica relativamente reciente que se aplicé por vez primera en el estudio de
la desnaturalizacién térmica de las membranas de eritrocito (Lysko et al., 1981). Lysko y
colaboradores observaron que al calentar la membrana de eritrocito se produce una
agregacion de las proteinas existentes en la bicapa debido, posiblemente, a la formacién de
puentes disulfuro intermoleculares entre proteinas préximas que se despliegan y dejan
expuestos grupos con posibilidad de reaccionar entre si. Al realizar una electroforesis en
ausencia de ditiotreitol, u otro agente reductor de puentes disulfuro, de muestras calentadas
a diferente temperatura, se observa que desaparecen bandas proteicas y aparecen agregados
en el origen de electroforesis correspondientes a las proteinas que sufren la desnaturalizacién.
De esta forma, la electroforesis en condiciones no reductoras se puede utilizar para relacionar
transiciones térmicas de CDB con la desnaturalizacién de determinadas protefnas en sistemas
complejos. Asi, se han estudiado sistemas como la membrana de eritrocito (Lysko et al.,
1981), el receptor de acetilcolina del Torpedo californica (Soler et al., 1984; Artigues et al.,
1987) y la membrana de las gotas de grasa de la leche (Burnier y Low, 1985).

En los ultimos afios, se ha infroducido una variacién en esta técnica permitiéndole una
mayor aplicaciéon. Rigell y colaboradores (Rigell et al., 1985) observaron que durante el
proceso de desnaturalizacién térmica del complejo citocromo ¢ oxidasa se producian cambios
en la solubilidad de determinadas subunidades del complejo enzimético y que las subunidades
nativas se podian separar de las desnaturalizadas mediante una solubilizacion diferencial por
detergentes. Gracias a esta modificacién en la técnica, se puede determinar la temperatura
de desnaturalizacién de una proteina (0 subunidad) que sufra un cambio en las propiedades
de solubilidad durante el proceso de desnaturalizacién, como es de esperar en las proteinas
intrinsecas de membrana.

Combinando esta técnica con la técnica de CDB se pueden llegar a asignar

transiciones endotérmicas de un termograma complejo a proteinas o subunidades proteicas

99



II. MATERIALES Y METODOS

determinadas del sistema que se estudia (Rigell et al., 1985; Rigell y Freire, 1987; Goins y
Freire, 1988; Thompson et al., 1989; Morin et al., 1990). Como se observa en estos trabajos
citados, hay proteinas dentro de estos sistemas estudiados que no presentan un cambio de
solubilidad- asociado a la desnaturalizacién térmica y, por tanto, no se puede obtener
informacién sobre ellas con la técnica de ATG; este suele ser el caso de proteinas

hidrosolubles y extrinsecas de membrana.

III. 2.6.2.2. Experimento de ATG

En la realizacién de un experimento de ATG se pueden distinguir una serie de pasos
sucesivos:

1.- Calentamiento de la muestra a una cierta velocidad de barrido.

2.- Solubilizacién diferencial de la muestra calentada.

3.- Electroforesis en gel de SDS-PA.

4.- Densitometria del gel obtenido y tratamiento de datos.

1.- Para la realizacion de un experimento de ATG y su posterior comparacién con los
experimentos obtenidos de CDB se necesita simular un barrido de temperatura lo mds
parecido al realizado en la CDB. Con tal fin, se ha utilizado un bafio de agua completamente
rodeado de poliestireno expandido para minimizar las pérdidas de calor con el exterior. En
la parte superior de este bafio se ha instalado una gradilla para introducir en ella tubos
eppendorf. En los tubos eppendorf se depositan 150 pl de membrana mielinica en 20 mM
de fosfato sédico (pH 7,0); a estos tubos se les corta el tap6n y se pone una varilla de vidrio
que ajuste perfectamente con el fin de poder sacar el tubo del bafio con la mayor facilidad

posible. La temperatura del bafio se ha aumentado a una velocidad constante de 1 K/min
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hasta un mdximo de 94 °C; cuando se alcanza la temperatura deseada se extrae un tubo con
muestra, el cual se introduce inmediatamente en un bafio de hielo. Para realizar el barrido
de temperatura se ha utilizado un generador de rampas lineales de voltaje basado en un
conversor digital-analégico disefiado y construido en este laboratorio (L6pez-Mayorga, 1983).
Esta sefial creada por el generador es utilizada como referencia por un controlador
proporcional de potencia. Este controlador compara dicha sefial con la sefial analdgica de
salida de un termémetro Lauda R 42/2 y suministra al baiio una potencia proporcional hasta
que la diferencia entre ambas sefiales se anula. La sonda del termémetro se encuentra
sumergida en el tampdn de disolucién de la muestra dentro de un tubo eppendorf con el fin

de medir la temperatura real de la muestra.

2.- Una vez realizado el barrido de temperatura y que todas las muestras han estado
al menos durante 15 minutos en el bafio de hielo se procede a la solubilizacidn diferencial.
Como cada sistema de proteinas presenta unas propiedades de solubilizacién diferentes no
se han podido utilizar las condiciones descritas en la bibliografia y se ha tenido que realizar
un estudio previo para determinar las condiciones dptimas de solubilizacién diferencial en
nuestro sistema de membrana mielinica. Después de realizar un estudio a diferentes
condiciones se decidi6 utilizar como detergentes solubilizantes el colato sédico y el Triton
X-100; este estudio, asi como las condiciones para cada detergente, se describirdn mds
adelante en el Apartado de Resultados (IV. 2). Un esquema del procedimiento de
solubilizacién es el siguiente: Se afiaden 50 ul de la disolucién adecuada de detergente a los
150ul de mielina en el mismo tubo eppendorf y se agita brevemente para mezclar el
contenido; posteriormente se sonica el tubo en un bafio de sonicacién durante un tiempo corto
(entre 45 y 90 segundos, segiin el detergente utilizado) y seguidamente se centrifuga a 17.000

rpm durante 1S minutos en cdmara fria en una centrifuga modelo Crist Haemofuge para
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obtener el solubilizado.

3.- El solubilizado obtenido en el paso anterior va a contener solo las proteinas que
permanecen nativas a esa temperatura, excepto la PBM que se solubiliza a todas las
temperaturas no presentando una solubilidad diferencial en las condiciones estudiadas; esto
es posiblemente debido a que la PBM es una proteina semiextrinseca y no presenta
diferencias de solubilidad entre su estado nativo y el desnaturalizado. Para la realizacién de
la electroforesis en gel de SDS-PA se toman 50 ul del solubilizado y se mezclan con 50 pl
de tampon de muestra de electroforesis (ver Apartado de Métodos) y se anaden 10 pl de una
disolucién de 0,5 mg de anhidrasa carbénica/ml que se utiliza como patrén interno para
normalizar las intensidades de banda de las diferentes calles en la electroforesis. Una vez
realizada la mezcla se incuba durante 30 minutos a temperatura ambiente y se realiza la
electroforesis pinchando 40 pl de la mezcla por calle, tal y como se describe en el Apartado

de Métodos III. 2.5.6.

4.- Una vez terminada la electroforesis, y después de haber tefiido y destefiido el gel,
se seca y plastifica este gel (ver apartado de Métodos) para poder realizar la densitometria
de todas las calles. Como se ha explicado con anterioridad, las medidas de densitometria se
han efectuado en un espectrofotémetro Beckman modelo DU-70 a 600 nm y promediando
10 lecturas por milimetro; las dreas de los picos se han obtenido por integracién directa del
aparato después de restar linea base. Las dreas de cada proteina asi obtenidas se dividen por
el drea de la banda de anhidrasa carbénica de la calle correspondiente para corregir posibles
errores al pinchar las muestras o en el proceso de tincién y destincion. Estos datos finales
se han tratado mediante un programa general de ajuste no lineal de minimos cuadrados

amablemente cedido por el Dr. E. Freire de la Johns Hopkins University (EE.UU.); este
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programa es general y permite al usuario crear distintos programas de ajuste no lineal por
minimos cuadrados para ecuaciones diferentes. En nuestro caso, hemos aplicado una ecuacién
deducida a partir del modelo cinético de dos estados para trazas irreversibles (Sdnchez-Ruiz
et al., 1988a) de la que se obtiene la temperatura a la cual la Cp es méxima, Tm, y asi poder
contrastarla con la temperatura del maximo en la transicién de desnaturalizacién de los

experimentos realizados por CDB.

III. 2.6.3. Espectroscopia infrarroja de transformada de Fourier

II1. 2.6.3.1. Introduccién

La espectroscopia infrarroja de transformada de Fourier, FT-IR, se basa en los
principios de la interferometria y de la transformacién de Fourier para presentar una serie
de ventajas sobre la espectroscopia infrarroja convencional (dispersiva). Mientras que ésta
tltima irradia a la muestra con un intervalo estrecho de longitudes de onda secuencialmente
hasta completar el intervalo espectral deseado, la espectroscopia FT-IR irradia la muestra con
todo el intervalo espectral de longitudes de onda simultineamente. Esta técnica de FT-IR

presenta fundamentalmente dos ventajas sobre la espectroscopia infrarroja convencional:

1- Aumento de la sensibilidad y de la velocidad (ventaja de Felgett). Como se ha
dicho al principio del apartado, en la técnica de FT-IR se trabaja con todas las longitudes de
onda a la vez, por lo que el tiempo que se tarda en obtener un espectro es mucho menor que
en la técnica convencional. Esto permite realizar estudios cinéticos y trabajar con muestras

inestables (por ejemplo, proteinas a temperaturas altas). Ademds, de esta forma, se puede
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conseguir un aumento de la relacion sefial/ruido para un mismo tiempo de experimentacién
ya que el nimero de espectros que se puede tomar es mucho mayor, con lo que se mejora
dicha relacion sefal/ruido. Debido a que la sefial es siempre la misma pero el ruido es
aleatorio, al promediar un mayor niimero de espectros se mejora la relacién sefial/ruido,

siendo ésta proporcional a la raiz cuadrada del mimero de espectros promediados.

2- Mayor rendimiento 6ptico (ventaja de Jaquinot). La técnica FT-IR no necesita
rendijas para obtener pequefios intervalos de longitudes de onda, por lo que la superficie de
incidencia de la fuente luminosa sobre la muestra es mucho mayor. De esta forma, la
intensidad de luz que llega a la muestra es mayor y, asi, la sensibilidad aumenta. Sélo por
esta ventaja la técnica de FT-IR puede llegar a ser unas 2000 veces mds sensible que la
técnica convencional.

Ademds, los espectrofotometros de FT-IR utilizan un ldser (de HeNe) para controlar
la posicion del espejo mévil; como se conoce con exactitud la longitud de onda del 14ser, ésta
constituye una referencia interna de longitud de onda, determinando las bandas con gran

precisién (de + 0,01 cm™ en nimeros de onda).

II1. 2.6.3.2. Instrumentacion

En la Figura III. 2.8 se observa un esquema de los elementos fundamentales de un

espectrofotometro de FT-IR. Este presenta tres elementos fundamentales:

1 - Una fuente luminosa (FL).
2 - Un interfer6metro de Michelson (IM).

3 - Un detector (D).
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FIGURA 1III. 2.8: Esquema de los elementos fundamentales que componen un
espectrofotometro de FT-IR. CM, cdmara de muestra, D, detector, EF, espejo fijo, EM,
espejo mévil, FL, fuente luminosa, IM, interferémetro de Michelson, SH, separador de
haces. ZPD representa el lugar en el que EM dista lo mismo de SH que éste de EF; se indica
ademds el desplazamiento de EM como retardo méximo (ver texto).
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1 - La fuente luminosa es policromdtica, similar a la de los espectrofotémetros
convencionales, ¢ irradia un haz luminoso con todas las longitudes de onda dentro del
intervalo de infrarrojo. Por lo general y para el Nicolet 20SXB, el intervalo de nimeros de

onda emitido estd entre 4000 y 1000 cm’.

2 - El interferémetro de Michelson estd formado por un separador de haces y dos
espejos, uno fijo y otro mévil; esta parte del espectrofotémetro reemplaza al monocromador
de los espectrofotémetros convencionales. El espejo mévil tiene que desplazarse con una
velocidad constante por lo que hay que minimizar su rozamiento; en el Nicolet 20SXB este
espejo estd suspendido por un colchén de aire.

La luz policromdtica de la fuente luminosa incide en el separador de haces, el cual
es un espejo semirreflectante que, idealmente, refleja sobre el espejo fijo el 50% de la
radiacién incidente y el otro 50% lo transmite incidiendo sobre el espejo mévil. Tanto el
espejo mdvil como el fijo reflejan toda la radiacidn que les llega, la cual se recombina de
nuevo en el separador de haces. Es aquf donde se producen las interferencias constructivas
y destructivas dependiendo de la posicién del espejo mévil con respecto al espejo fijo. Asi,
cuando la diferencia entre las distancias del separador de haces a los espejos fijo y mévil es
n 1/4 (n = 0 6 nimero par) veces la longitud de onda, se creard una interferencia
constructiva y el detector mide una intensidad mdxima para esa determinada longitud de
onda. Para el caso de que esta distancia sea de n 1/4 (n = niimero impar) veces la longitud
de onda, la interferencia serd destructiva y el detector no medird nada para esa longitud de
onda (hay que tener en mente que se trabaja con todas las longitudes de onda a la vez). De
esta forma se crea un haz de longitudes de ondas moduladas sinusoidalmente, cuyas
frecuencias vienen determinadas por la velocidad con 1a que el espejo mévil se desplaza. A

esta resultante se le denomina interferograma (Figura III. 2.9). Este interferograma contiene
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toda la informacidn acerca de la emisién de la fuente. Este haz resultante atraviesa la célula
donde la muestra absorbe selectivamente determinadas longitudes de onda y, posteriormente,
incide sobre el detector. Asi, el detector medird el interferograma afectado por la absorcién

de la muestra.

ZPD

FIGURA III. 2.9: Representacién de un interferograma obtenido en un espectrofotémetro
de FT-IR. ZPD, corresponde al punto del espejo mévil equidistante al separador de haces
con respecto al espejo fijo, donde todas las longitudes de onda se suman.
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3 - El detector es muy distinto al de los espectrofotémetros convencionales de
infrarrojo. En los espectrofotémetros de FT-IR el detector tiene que distinguir una
modulacién de 1a intensidad en funcién del tiempo (del desplazamiento del espejo mévil); esta
intensidad varia del orden de unas 1000 veces por segundo, por lo que €l tiempo de respuesta
del detector tiene que ser muy corto. Hay dos tipos de detectores: los térmicos y los
cudnticos. En el caso del Nicolet 2OSXB el detector es de tipo térmico , denominado TGS
(triglicina sulfato). La respuesta del detector es la suma de todas las longitudes de onda,
sinusoidalmente moduladas, presentes dentro del intervalo de la fuente luminosa. La
respuesta en el punto ZPD, posicion del espejo mdvil en la que éste se encuentra a igual
distancia del separador de haces que éste lo estd del espejo fijo, es méxima ya que es el dnico
punto en el que todas las longitudes de onda estdn en fase simultineamente.

La resolucién en un espectrofotémetro FT-IR viene determinada por la longitud que
se desplaza el espejo mévil respecto del punto ZPD, cuanto mayor sea este recorrido mayor
serd la resolucidn. Este fendmeno sucede ya que la transformada de Fourier solamente puede
distinguir dos frecuencias distintas si existe una diferencia en sus ondas moduladas; asf, si
dos frecuencias son similares también lo serdn sus ondas moduladas y sélo se apreciar4 esta
diferencia si el espejo se desplaza un espacio mayor. En los experimentos realizados en esta
Memoria se ha trabajado con un retardo méximo, dm, de 0,5 cm (desplazamiento del espejo
con respecto al punto ZPD), por lo que la resolucién en los espectros es de 2 cm’’.

Si un aparato de FT-IR estd bien disefiado, el ruido existente se debe al detector y
puede disminuirse acumulando interferogramas. Estadisticamente el ruido disminuye con la
raiz cuadrada del niimero de interferogramas tomado para cada experimento; en nuestro caso
se ha escogido tomar 400 interferogramas con el fin de disminuir el ruido pero no alargar

excesivamente el tiempo de experimentacion.
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HI. 2.6.3.3. Espectroscopia de FT-IR de proteinas

La aplicacién de la espectroscopia infrarroja al estudio de las moléculas biolGgicas en
su medio acuoso natural se ha visto grandemente dificultada durante mucho tiempo debido
a la fuerte absorcién que presenta la molécula del agua en la zona del infrarrojo (Figura III.
2.10). Esta dificultad se ha podido solucionar mediante el empleo de la espectroscopia de FT-
IR que, como se ha explicado anteriormente, permite aumentar en gran medida la relacién
sefial/ruido; asi, se pueden restar espectros con gran precision y distinguir la sefial debida

a la muestra dentro de un gran fondo de la referencia.

Como se observa en la Figura III. 2.10, el agua absorve fundamentalmente en tres
zonas del intervalo de infrarrojo; de ellas, la banda que absorbe alrededor de 1640 cm™! es
de gran importancia en el estudio bioldgico, ya que las proteinas presentan una zona de
absorcién entre 1600 - 1700 cm’™' (amida I) de la que se puede obtener informacién sobre
su estructura secundaria. Ademds esta banda del agua varia sensiblemente con cambios en
la temperatura, pH, fuerza iénica,... lo cual obliga a que los espectros de referencia y de
muestra se hagan en condiciones lo mds parecidas para poder hacer una resta correcta.

La banda del agua, que se debe a la flexién y tension del enlace O-H, se puede
desplazar hacia nimeros de onda menores usando D,O como disolvente en vez de H,O. Esto
permite detectar mejor la seiial de la amida I, por lo que hay gran cantidad de estudios de
proteinas realizados en D,O (Lee et al., 1985; Arrondo et al., 1987; Surewicz et al., 1987a;
Surewicz et al., 1987b; Jackson et al., 1989), aunque hay que tener en cuenta que la
deuteracion debe ser completa y, en cualquier caso, se estd alterando el medio natural de la

proteina.
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FIGURA II1. 2.10: Espectro de FT-IR entre 800 y 3500 cm™ de agua destilada a 20 °C. Se
han tomado 400 barridos con una resolucién de 2 cm’l.

110




III. MATERIALES Y METODOS

La banda amida I se debe fundamentalmente a la tensién del C=0 (en un 80%) y a
la tension del C-N y la flexién del C=0, todas ellas en el enlace peptidico (Krimm y
Bandekar, 1986). La vibracién de estos enlaces se ve afectada por la presencia de puentes
de hidrégeno, variando sus frecuencias caracteristicas segin la estructura secundaria qué
adopte la proteina. En la Tabla III. 2.1 se indican las frecuencias caracteristicas para cada

tipo de estructura secundaria de proteinas tanto en H,O como en D,O (Dong et al., 1990).

TABLA III. 2.1

Numeros de onda caracteristicos de la banda amida I para distintas estructuras

secundarias de proteinas (Dong et al., 1990).

ESTRUCTURA AMIDA 1 EN H,0 (cm™) AMIDA 1 EN D,0 (cm™)
Hélice « 1656 + 2,0 1650-1655
Estructura B 1624 + 0,5 1630-1640

1638 + 1,0 1680-1690
Giros 1666 + 1,0 1670-1680
1672 + 1,0
1680 + 1,0
Desordenada 1650 + 1,0 1644
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Como se observa en la Tabla III. 2.1, las frecuencias caracteristicas de cada tipo de
estructura se encuentran muy proximas entre si y, debido a que suelen ser bandas bastante
anchas, se suelen solapar llegando a formar una unica banda en la que aquellas son
précticamente indisﬁnguibles. De esta forma, hasta hace pocos afos, se determinaba la
estructura secundaria de las proteinas a partir de la forma global de la banda que engloba
todas las componentes (banda amida I), por lo que la informacién as{ obtenida era solamente
cualitativa y a menudo bastante imprecisa. Un gran avance para superar este problema y
poder resolver la estructura proteica por espectroscopia infrarroja ha sido el desarrollo de
procedimientos computacionales para el aumento de la resolucién de las bandas anchas
obtenidas por esta técnica. Estos métodos de “estrechamiento de bandas" permiten
descomponer las compléjas bandas amida en sus diferentes componentes. Susi y Byler (Susi
y Byler, 1983) fueron los primeros en aplicar estos métodos de aumento en la resolucién a
los espectros de infrarrojo de proteinas. Hay que matizar que este tipo de tratamiento de
datos no aumenta la resolucién instrumental sino que aumenta las diferencias de los
componentes ya resueltos en la medida, haciendo mds fécil su localizacién. Los métodos mds
usuales para el aumento en la resolucion de estas bandas son la autodeconvolucién de Fourier
y la segunda o cuarta derivada del espectro de absorcién o de su transformada de Fourier
(Cameron y Moffatt, 1987; Surewicz y Mantsch, 1988; Braiman y Rothschild, 1988; Dong
et al., 1990).

Los estudios de la dindmica molecular han demostrado que la relajacién vibracional
se puede expresar como una banda lorenziana (Oxtoby, 1981):

AW) = A, T[T + (v - vy
donde A, es la absorbancia méxima de la banda, v, es el nimero de onda para A, y t es la
anchura media del pico a media altura. La autodeconvolucién de Fourier de esta ecuacién nos

conduce a una expresién con un término de decaimiento exponencial, de tal forma que cuanto
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mayor sea el valor de T mayor es el término de decaimiento en la autodeconvolucién
(Surewicz y Mantsch, 1988). Por lo tanto, si al término de decaimiento se le multiplica por
un factor determinado, la anchura de la nueva banda (t’) disminuird, definiéndose el factor
de aumento de resolucién como: K= t/t’.

Otro método de aumento de resolucion en infrarrojo es el desarrollo de la segunda o
cuarta derivada tanto del espectro de absorcién como de su transformada de Fourier
(Cameron y Moffatt, 1987; Surewicz y Mantsch, 1988), ya que al realizar derivadas pares
los puntos de inflexidn se convierten en mdximos haciéndose mucho mds visibles.

Gracias a estos dos métodos de tratamiento de datos se pueden observar con mayor
claridad las frecuencias caracteristicas de los diferentes tipos de estructura secundaria que
presenta la proteina problema, como se ilustra en la Figura III. 2.11. De todas formas hay
que tener en cuenta que estos métodos explicados distorsionan el espectro original y
aumentan el ruido o los picos de vapor de agua existentes en el espectro resta.

Estos métodos permiten la identificacién de las estructuras presentes en la proteina,
pero solo de una forma cualitativa, ya que al procesar los datos se producen distorsiones en
la forma del espectro y se estrechan las bandas que forman la envolvente. De todos modos
se estdn desarrollando programas de ajuste de curvas para, una vez conocidos los nimeros
de onda de los picos, descomponer el espectro en las bandas correspondientes a cada tipo de
estructura y poder determinar su contribucién en tanto por ciento a la estructura total
(Surewicz et al., 1987a; Surewicz et al., 1987b; Surewicz y Mantsch, 1988). Recientemente
Dong y colaboradores (Dong et al., 1990) han publicado un método para determinar la
contribucién de cada tipo de estructura secundaria midiendo el é4rea de los picos
correspondientes de la segunda derivada, habiéndolo experimentado con éxito para 12
proteinas globulares. De todas formas, estas determinaciones cuantitativas de estructura

secundaria todavia son tema de polémica en los congresos internacionales, ya que diferentes
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FIGURA III. 2.11: Espectro de FT-IR entre 1500 y 1700 cm™ de la membrana mielinica
en tampon 20 mM de fosfato sédico (pH 7,0) a 20 °C, (A) después de restar el espectro del
tamp6n acuoso; (B) autodeconvolucién de Fourier del espectro resta en la que se ha utilizado
una anchura media de la banda lorenziana standar de 19,5 cm™ y un factor de aumento de
resolucidn, K, de 1,9; (C) cuarta derivada de la transformada de Fourier del espectro resta
con una apodizacién del 22%.
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descomposiciones pueden dar ajustes muy similares. Ademds, para este procesamiento de
datos hay que suponer que las absorbancias intrinsecas de cada tipo de estructura dentro de

la amida I son semejantes, hecho aiin no demostrado.

III. 2.6.3.4. Experimento de FT-IR

Para la realizacion de un experimento de FT-IR hay que tomar dos espectros
diferentes: de fondo y de referencia o de muestra. Todos ellos tienen que realizarse en las
mismas condiciones para optimizar la sefial (resolucién, nimero de interferogramas,...).

El espectro de fondo se realiza sin interponer nada al paso del haz de luz en la cdmara
de muestra; asi se obtiene el espectro de la fuente luminosa, es decir, la intensidad de luz
incidente para todo el intervalo de longitudes de onda.

Tanto el espectro de referencia como el de muestra se realizan interponiendo una
célula para liquidos, que contendrd la referencia o la muestra, entre el interferémetro de
Michelson y el detector. De esta forma se obtiene informacidn de la intensidad transmitida
bien por la referencia , bien por la muestra. Como la transmitancia es el cociente entre la luz
incidente y la luz transmitida, siempre hay que dividir, tanto el espectro de refencia como
el de muestra, por el espectro de fondo.

Una vez obtenidos los espectros de referencia y de muestra en transmitancia se procede
a la resta del componente de la referencia en la muestra. Para ello se resta al espectro de
muestra el espectro de referencia multiplicado por un factor, entre 0 y 1, que se considere
el mds adecuado; para tal fin se toma como criterio el anular la absorbancia en la zona entre
1700 y 1900 cm™!, en la que absorbe el agua y no la proteina; hay que tener en cuenta que
si se trabaja con lipidos, en la zona de 1800 cm’ hay absorcién debido a los grupos

carbonilos (Jackson et al., 1989).
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En este trabajo la referencia ha sido siempre tampén 20 mM de fosfato sédico (pH
7,0); debido a que el agua absorbe fuertemente en la zona de la amida I hay que escoger un
factor de multiplicacién de la referencia lo mds adecuado posible. El criterio que se ha
seguido para ello ha sido que la zona entre 1800 y 1900 del espectro resta quede plana ya
que en esa zona la muestra no absorbe radiacién. Se han realizado espectros de referencia
para cada temperatura de trabajo de la muestra porque el espectro del agua se ve afectado
fuertemente por la temperatura.

También se ha registrado un espectro de vapor de agua para restdrselo a los espectros
de muestra en los que aparecen bandas caracteristicas de vapor de agua, ya que estas bandas
de vapor de agua aparecen en la zona de la amida I e interfieren para la determinacién de
la estructura de la proteina, especialmente al trabajar con la segunda o cuarta derivada, dado
que son bandas muy agudas. Esto no ha sido necesario en todos los espectros ya que la
cdmara de muestra ha sido constantemente purgada con aire seco (ver Apartado de

Materiales).
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IV. RESULTADOS

IV. 1. PLP PURIFICADO POR DISOLVENTES ORGANICOS.

IV. 1.1. Introduccién

Debido a que la mayoria de los trabajos realizados hasta la fecha con el PLP han
utilizado métodos de obtencién basados en disolventes orgénicos, también en este trabajo se
ha purificado el PLP mediante disolventes orgdnicos para verificar alguno de los resultados
descritos en la bibliograffa y contrastar lo obtenido de esta manera con los resultados del PLP
purificado con detergentes. Especiélmente se queria profundizar en el estudio de la transicién
térmica reversible, previamente obtenida en este laboratorio (Mateo et al., 1986), y asignada

a la desnaturalizacion térmica reversible del PLP.

Para la purificacién del PLP por disolventes orgédnicos se ha utilizado sustancia blanca
extraida de cerebro vacuno en el mismo dia de la purificacién (ver Apartado III. 1.2.). La
purificacién se ha llevado a cabo segiin Monreal (Monreal, 1975) y los pasos seguidos se
detallan en el Apartado de Meétodos (111. 2.2). Una vez obtenido el PLP purificado se liofiliza
y €l sélido obtenido se almacena a -20 °C, como asi viene indicado en la bibliografia. La
pureza del PLP en este liofilizado se ha comprobado mediante electroforesis en geles de
SDS-poliacrilamida (SDS-PA) y se observa que la DM-20 aparece acompaiiando al PLP en
una proporcién considerable ya que ambas proteinas son muy similares y es muy dificil su
separacion (Trifilieff et al., 1986; Nave et al., 1987). La PBM no aparece pricticamente en

estas preparaciones de PLP por disolventes orgdnicos. Asi, densitometrias de geles de
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electroforesis indican un porcentaje minimo de PLP del 75%, correspondiendo el resto
fundamentalmente a DM-20 con cantidades despreciables de PBM. La proteina total
constituye un 14% del peso seco del liofilizado, lo que indica una relacién molar

lipido/proteina de 240/1, suponiendo un peso molecular medio para los lipidos de 775.

1V. 1.2. CDB del PLP purificado por disolventes orgdnicos

Los experimentos de CDB llevados a cabo con el PLP purificado por disolventes
orgénicos se han realizado a una velocidad de barrido de 1 K/min. Una cantidad de este PLP,
liofilizado y almacenado a -20 °C, se ha resuspendido en tampén 20 mM de fosfato sédico
(pH 7,0) para obtener una concentracién final de 5 mg de peso seco/ml (0,7 mg protefna/ ml).
Una vez resuspendido el PLP se han realizado los experimentos de CDB. Como se observa
en la Figura IV. 1.1 se obtiene una transicién endotérmica con una Td de 52 °C y totalmente
reversible cuando se recalienta la misma muestra, andloga a la ya descrita en la bibliografia
(Mateo et al., 1986).

Para comprobar en este caso la naturaleza de esta transicién se han extraido los
lipidos del liofilizado siguiendo el método de Santiago y colaboradores (Santiago et al., 1964)
que se explica en Métodos (Apartado III. 2.5.3). Con los lipidos asi obtenidos se ha realizado
CDB en las mismas condiciones que las elegidas para el PLP obteniéndose una transicién
muy similar a la que se obtiene con el liofilizado aunque con una Td algo inferior, 48 °C,
y una menor 4rea bajo la curva (Figura IV. 1.2.). También en este caso se observa que la
transicion es totalmente reversible y la forma de la curva en ambas muestras (Figuras IV. 1.1

y IV. 1.2) es muy similar.
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FIGURA 1V. 1.1: Perfil de la capacidad calorifica de exceso frente a la temperatura,
correspondiente al PLP purificado por disolventes orgdnicos (Monreal, 1975) y resuspendido
en tampon 20 mM de fosfato sédico (pH 7,0). A, primer barrido; B, recalentamiento de la
muestra. La velocidad de barrido es de 1 K/min. La concentracién empleada es de 4,3 mg
de lipido/ml y de 0,7 mg/ml de proteina. Los valores de Cp de exceso van referidos a g de
lipido presente en la muestra.
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FIGURA 1IV. 1.2: Perfil de la capacidad calorifica de exceso frente a la temperatura,
correspondiente a los lipidos extraidos del PLP purificado por disolventes orgénicos. Los
lipidos se han resuspendido en tampén 20 mM de fosfasto sédico (pH 7,0) para obtener una
concentracion de 5 mg/ml. A, primer barrido de la muestra, B, recalentamiento de la misma
muestra. La velocidad de barrido es de 1 K/min.
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Debido a esta similitud entre ambas endotermas se ha realizado un estudio mds
detallado con el fin de intentar confirmar la aparente naturaleza lipidica de la endoterma
obtenida con el PLP purificado con disolventes orgdnicos, en contraposicién a la naturaleza
proteica anteriormente asignada (Mateo et al., 1986). De esta forma, se han realizado
barridos de CDB, tanto del liofilizado como de los lipidos extraidos de €él, afiadiendo
cantidades crecientes de colesterol. Para esto se han preparado disoluciones del liofilizado,
del lipido extraido y de colesterol en cloroformo:metanol (2:1 v/v); se toma ell volumen
adecuado de cada disolucién para la relacién escogida (de liofilizado y colesterol o de lipido
extraido y colesterol), se evapora el disolvente de la mezcla correspondiente en corriente de
nitrogeno hasta sequedad y se tiene una noche en desecador para asegurarse de la eliminacién
de posibles trazas de disolvente. Posteriormente el resto sblido se resuspende en tamp6n 20
mM de fosfato sédico (pH 7,0) y se realiza el barrido de CDB. En las Figuras IV. 1.3y IV,
1.4 se incluyen los resultados de CDB que corresponden a transiciones reversibles y donde
se observa que el colesterol reduce la entalpia y la Td de la transicién en ambos casos,
liofilizado y lipidos extraidos (Figuras IV. 1.5 y IV. 1.6), lo cual es caracteristico del efecto
del colesterol en transiciones debidas a lipidos (Sturtevant, 1974; Mabrey et al., 1978). En
las Tablas IV. 1.1. y IV. 1.2. se observa un comportamiento muy similar p<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>