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1. EL CANCER

El cancer o neoplasia no es simplemente una enfermedad. Es una familia grande y
compleja de mas de 100 enfermedades que se caracterizan por un crecimiento anormal y
descontrolado de las células de un tejido particular y que pueden extenderse a otros. El cancer
se puede desarrollar en todos los érganos del cuerpo y aparecer a cualquier edad, aunque se da

con mas frecuencia en personas mayores de 50 afios.

Las células del cuerpo se dividen y multiplican constantemente para reemplazar a las
células viejas y danadas. Algunas veces, las células comienzan a dividirse innecesariamente
formando tejido en exceso conocido como un tumor. En la mayoria de los casos, los tumores
son benignos, lo que significa que no son cancerosos. Segun su tamafio y ubicacion, los

tumores benignos pueden causar algunos problemas de salud, pero no amenazan la vida.

Sin embargo, cuando una célula anormal (maligna, neoplasica) empieza a dividirse,
puede formar un tumor maligno o canceroso. Ello es resultado de la acumulaciéon de mutaciones
en varios de los genes que controlan el crecimiento y la supervivencia de las células
(oncogenes, genes supresores de tumor o genes que mantienen la integridad del ADN). La
mayoria de los tumores malignos crecen con bastante rapidez, invadiendo 6rganos y tejidos
cercanos. Las células cancerosas también pueden viajar a través del torrente sanguineo a otras
regiones del cuerpo. Cuando el cancer se propaga a partir de su sitio original el proceso se

denomina metastasis.

Cada cancer es un proceso diferente ya que depende del tipo celular que lo produce,
su etiologia, mecanismo de desarrollo, grado de malignidad y otros factores. A nivel bioquimico,
en las células y tejidos se producen anomalias que dan lugar a la aparicidn de una serie de

marcadores tumorales.

Una célula tumoral presenta seis caracteristicas principales: se divide en situaciones
en las que las células normales permanecen en reposo, emitiendo sus propias sefales de
proliferacion; no responden a las sefales de inhibicion del crecimiento; evaden la apoptosis;
proliferan sin control; tienen la capacidad de generar nuevos vasos sanguineos para asegurar su
supervivencia (angiogénesis); y son capaces de invadir tejidos cercanos e, incluso, de anidar y
proliferar en otras regiones remotas (metdastasis) (Hahn y Weinberg, 2002).

El céncer es la enfermedad genética mas frecuente; en los paises occidentales afecta a
una de cada tres personas y causa la muerte a una de cada cinco (Futreal y col., 2001). En
Estados Unidos, el cancer es la segunda causa de muerte (después de las enfermedades
cardiovasculares); en 2010, se diagnosticaron mas de 1,5 millones de nuevos casos (sin incluir

el melanoma) vy la cifra de muertes por cancer fue mayor de 560.000 (Kohler y col., 2011).

No obstante, segun la American Cancer Society, las tasas de mortalidad para las

distintas clases de cancer han ido disminuyendo en los Ultimos afios, sobre todo entre los
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hombres, quienes, en general, presentan tasas mas elevadas que las mujeres. Esta disminucidon
se debe a la caida del cancer asociado al tabaco y a la menor mortalidad del cancer colorrectal.
La mayor concienciacion por parte del publico se ha traducido en un aumento del nimero de
personas que cada afio se someten a pruebas de deteccion de cancer y en cambios del estilo de

vida para reducir el riesgo de contraer cancer.

2. CANCER DE PULMON

2.1. Epidemiologia

El cdncer del pulmdn aparece en el tejido esponjoso de los pulmones. Se divide en dos
tipos principales: cancer del pulmdn de células no pequefias y cancer del pulmoén de células
pequefias. El primero es mas comun y, por lo general, crece y se extiende mas lentamente que

el de células pequefias.

El cancer de pulmoén sigue constituyendo un gran problema de salud publica. Es la
mayor causa de muerte por cancer en el mundo en hombres y mujeres; produce mas de 5

millones de muertes al afio y se estima que la cifra se duplicara en el afio 2025 (Proctor, 2004).

En el afio 2007, se diagnosticaron mas de 200.000 nuevos casos de cancer pulmonar
en Estados Unidos. Actualmente, mueren mas hombres que mujeres cada afo por esta causa,
pero la tasa de mortalidad sigue aumentando (Pauk y col., 2005). La incidencia de céncer de
pulmén en Espafia es de unos 52 casos por cada 100.000 habitantes, 4 menos que la media
europea, debido fundamentalmente a la tardia incorporacién de las mujeres fumadoras (SEPAR,
2005). Segun el Centro Nacional de Epidemiologia y del Instituto de Salud Carlos III, cada afo
se diagnostican unos 18.500 casos nuevos y se producen unas 18.000 muertes por la misma

(Situacién del Cancer en Espafa, 2005).

La razén vardn: mujer es de 4,5 en Europa y 11 en Espafia, lo que refleja el retraso en
la adquisicién del habito tabaquico y el menor riesgo laboral de las mujeres espafiolas. En
términos de prevalencia parcial, la incidencia en los ultimos cinco afios se habra traducido en
unos 24.000 casos en Espafia. La escasa diferencia entre el nUmero de casos prevalentes e
incidentes refleja la elevada mortalidad de este tumor. Aproximadamente, 6 de cada 10
personas con cancer pulmonar han fallecido al afio del diagnostico y menos del 15% sobreviven
a los cinco afios del diagndstico. Por ello, la mortalidad sigue siendo un buen indicador para

estudiar la frecuencia de este tumor.

1. Introduccién y Objetivos



Capitulo I - Cancer de Pulmoén - 5

2.2. Factores de riesgo

La mayoria de los canceres de pulmén se diagnostican entre fumadores habituales o
quienes dejaron de serlo. Este hecho sugiere que el dafio molecular asociado al tabaquismo
produce una cascada de cambios genéticos, bioquimicos y celulares que perduran en el tiempo

y que, eventualmente, conducen al cancer, afios después de dejar de fumar.
En cuanto a los factores de riesgo del cdncer de pulmon tenemos:

] El tabaco. Alrededor del 80-90% de los canceres pulmonares en hombres y del 55-
80% en mujeres se relacionan con el tabaquismo (La Vecchia y col., 2010). Ciertos agentes del
tabaco, llamados carcinégenos, dafian las células pulmonares. El riesgo aumenta en proporcion
al nimero de cigarros diarios, con la profundidad de la calada y la duracion del habito. El humo
de segunda mano también es un factor de riesgo.

. La exposicion a arsénico, asbesto, polvo radioactivo, raddén y la contaminacion
atmosférica.

] La exposicion a radiaciones de fuentes laborales, médicas o ambientales

] Ciertas enfermedades pulmonares, como tuberculosis, aumentan el riesgo de cancer
de pulmon.

] El historial familiar de cancer y la historia personal. Hay mas posibilidades de que una
persona con cancer de pulmon desarrolle un segundo cancer de que otra lo padezca por primera
vez.

] La escasa ingesta de vegetales y fruta fresca, por la proteccién que aportan los
agentes antioxidantes de estos alimentos. (Cranganu y Camporeale, 2009; Khan y col., 2010).

Aunqgue el nimero de fumadores disminuye cada afio, en el afio 2005 todavia fumaba

el 31% de la poblacion europea y el 34% de la espafiola.
2.3. Localizacion y estadiaje

Los pulmones son los érganos esenciales del aparato respiratorio donde se realiza la
oxigenacion de la sangre. Estan situados en la caja toracica y separados entre si por el conjunto

de 6rganos que constituyen el mediastino (Figura 1.1).

Son o6rganos blandos, esponjosos, flexibles, dilatables y compresibles de color roséceo
y presentan una forma de cono irregular cuyo vértice superior llega al nivel de la primera costilla
y cuya base queda apoyada en el diafragma. El pulmdén derecho es mayor que el izquierdo y

esta constituido por tres Iébulos desiguales; el pulmdn izquierdo presenta dos.

En cada uno de los dos lébulos pulmonares se distinguen diferentes segmentos, bien
diferenciados, correspondiéndole a cada uno un bronquio segmentario, bronquios propiamente
dichos, bronquiolos (terminales y respiratorios) y, por ultimo, alveolos, donde se realiza el

intercambio gaseoso del pulmén.
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Figura 1.1. Anatomia de los pulmones

En el sistema TNM de estadiaje para el cancer de pulmodn, T indica el tamafio y lugar

de asentamiento del tumor primario; N se refiere a la afectacion ganglionar, de acuerdo con su

localizacion; y M indica la presencia o ausencia de metastasis a distancia (Tabla 1.1.).

La cirugia contintia siendo la mejor opcidn para tratar el cancer de pulmoén en estadios

precoces (I, II y casos seleccionados de IIIA). La precisién en el estadiaje ha conseguido reducir

la tasa de toracotomias exploradoras o resecciones incompletas a menos del 10%.

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) clasifica de manera histoldgica los tumores

pulmonares en:

] Lesiones Preinvasivas
- Carcinoma in situ
- Displasia escamosa
- Hiperplasia adenomatosa atipica
. Carcinoma de Células Pequefias (20-25%)
- Oat cells o células en grano de avena
- Indiferenciado
- Mixto o combinado
. Carcinoma Epidermoide o Escamoso (25-40%)
- Papilar
- Células claras
- Basaloide

- Variante de Células Pequefias
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L] Adenocarcinoma (25-40%)
- Acinar
- Papilar
- Broncoalveolar
- Solido con produccion de mucina
- Mixto
. Carcinoma de Células Grandes (10-15%)
- Células Gigantes
- Células Claras
] Carcinoma Mixto Adenoescamoso (1.5%)
] Tumor Carcinoide (1%)
. Carcinomas de glandulas bronquiales
- Carcinoma mucoepidermoide (0.05%)

- Carcinoma adenoide quistico (0.04%)

De acuerdo con criterios morfoldgicos y resultados clinicos, la OMS clasifica el cancer
de pulmén en carcinoma de células pequefias (small cell lung cancer, SCLC) y no pequefias
(non-small cell lung cancer, NSCLC). SCLC suponen el 20-25% de los casos; estan muy
asociados a fumadores (Khuder, 2001), son sensibles a quimioterapia y radiacién, y desarrollan
metastasis rapidamente. La supervivencia media tras el diagndstico es tan solo de 2-4 meses,
con deteccion temprana y terapia, un 10% de la poblacion esta libre de enfermedad a los 2
afios, pero los 5 afios la supervivencia es del 5-10%. NSCLC tiende a crecer y a diseminarse
mas gradualmente que SCLC. El tratamiento de eleccién para NSCLC es la cirugia si no hay
diseminacidon y segln sus caracteristicas histolégicas NSCLC se clasifica en adenocarcinomas
(AC), carcinomas de células escamosas o carcinoma epidermoide (CE) y carcinomas de células
grandes (CCG).

Los adenocarcinomas (AC) se dividen en dos tipos principales: 1) adenocarcinoma
usual, mas frecuente en mujeres y en no fumadores, de origen bronquial, localizado hacia la
periferia y con menor tamafio y crecimiento mas lento que los escamosos; y 2) carcinoma
bronquioloalveolar, de origen en los bronquiolos terminales o paredes alveolares, supone el
1-9% de todos los canceres de pulmén, tiene la misma frecuencia en ambos sexos y

diseminacion y metastasis tardia.

Los carcinomas epidermoides o escamosos (CE) son mas frecuentes entre fumadores
y en varones. Su origen se encuentra en los bronquios centrales mayores y, posteriormente,
infiltra de modo local y produce metdastasis tardias. La velocidad de crecimiento del tumor
primario es mayor que en otros carcinomas. Suelen ser sélidos, con diferenciacion coérnea o

presencia de abundantes puentes celulares.
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CATEGORIA TNM Y CLASIFICACION DE LOS ESTADIOS

Etapas T (tumor primario) en el cancer de pulmén de células no pequefias

Tx El tumor primario no puede ser evaluado o no ha sido visualizado por broncoscopia o imagenes pero si se
ha comprobado la presencia de células malignas en el esputo o secreciones bronquiales

TO No hay evidencia de tumor primario

Tis Carcinoma in situ. El cAncer se encuentra en la capa de las células que cubren los conductos respiratorios.
No se ha extendido a otros tejidos pulmonares.

T1 El tumor tiene 3cm o menos en su mayor dimensién, rodeado por pleura pulmonar sin estar afectada y no
hay evidencia broncoscépica de invasion mas alla del I6bulo bronquial.

T2 El tumor puede tener cualquiera de las siguientes caracteristicas: a) tener mas de 3cm; b) compromete el
bronquio principal pero no est4 a més de 2cm de la division de la tradquea en los dos bronquios, izquierdo y
derecho; c) se ha extendido a la pleura visceral; estd asociado con sintomas como neumonias obstructivas
o0 atelectasias colapso del pulmén), aunque no comprometen todo el pulmén.

T3 Tumor de cualquier tamafio que invade cualquiera de las siguientes zonas: pared toracica, diafragma,
pleura mediastinica (membrana que rodea el espacio entre los dos pulmones), pericardio parietal
(membrana que rodea el corazén); o un bronquio principal esta afectado y el tumor estd a menos de 2cm
del punto de la trAquea en que se divide en los dos bronquios principales; el tumor ha crecido en los
conductos respiratorios lo suficiente como para causar atelectasia (colapso pulmonar) o neumonitis
obstructiva en todo el pulmén.

T4 Un tumor de cualquier tamafio que invade cualquiera de los siguientes 6rganos: el mediastino, el corazon,
los grandes vasos, la traquea, el es6fago, la columna vertebral, o el punto en que la trdguea se divide en
los dos bronquios, izquierdo y derecho. Existen dos o mas tumores separados en el mismo I6bulo. Hay un
tumor con derrame pleural de células malignas.

Etapas N (compromiso ganglionar) en el cancer de pulmén de células no pequefias.
Nx Los ganglios linfaticos regionales no pueden ser evaluados

NO No hay metéstasis en los ganglios linfaticos regionales

N1 Se ha extendido a los ganglios linfaticos dentro del pulmén, ganglios linfaticos hiliares. La propagacion
afecta s6lo a los ganglios linfaticos del mismo lado del pulmén canceroso

N2 Metéastasis a los ganglios linfaticos mediastinicos, aquellos que se encuentran en el punto en que la traquea|
se divide en los dos bronquios. Todavia se mantiene en el lado del pulmén canceroso.

N3 El tumor se ha extendido a los ganglios linfaticos de la clavicula en cualquiera de los dos lados, a los
ganglios linfaticos hiliares o a los mediastinicos en el lado opuesto del pulmén afectado.

Etapas M (metéastasis distante) en el cancer de pulmén de células no pequefias
Mx La presencia de metastasis distante no puede ser evaluada

MO No hay metéstasis distante

M1 Existe metastasis distante. Los lugares que se consideran distantes incluyen otros I6bulos de los pulmones,
ganglios linfaticos més lejanos que los que se mencionaron en las etapas N y otros 6rganos o tejidos, tales
como el higado, los huesos o el cerebro

Agrupamiento en estadios de los subgrupos TNM

Carcinoma oculto  Estadio O Estadio | Estadio Il Estadio IlI Estadio IV
T,NoMo TisNoMo 1A T1NgM, HA TiN:Mo  IIA T{N,M, _ _
Cualquier T, cualquier N, My
IB T,NoM, B T,N;M, ToNaMo
T3NoMo TsN1Mo
TsN,Mo

11IB  Cualquier TN3Mg
Tacualquier NMg

Tabla 1.1. Clasificacién y Estadiaje del Cancer de Pulmén
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En cuanto a los carcinomas de células grandes (CCG), se encuentran formados por
células mas poligonales, de mayor tamafo que el resto de los carcinomas (el doble que las

células pequenas), con nucleos vesiculosos y son variantes mal diferenciadas de AC y CE.

Mientras la media de supervivencia para los carcinomas distintos de los de pulmén ha
mejorado notablemente en la Ultima década, la media de supervivencia de cancer de pulmédn a
los 5 afios sigue siendo muy baja (13-15%), a pesar de las innovaciones en el diagndstico,
pruebas, cirugia, técnicas quirdrgicas y tratamientos de quimioterapia. Los pobres resultados del
cancer de pulmon, comparado con otros tumores, podrian estar relacionados con peculiaridades
de la biologia broncopulmonar. La mejor comprension de los mecanismos moleculares que
llevan a las distintas clases de canceres de pulmdn podria abrir el camino a nuevas terapias

para mejorar tanto la supervivencia como la calidad de vida del paciente.

Los carcinomas de células pequefias (SCLC) y muchos de células no pequefias
(NSCLC) muestran caracteristicas neuroendocrinas, incluyendo la producciéon de neuropéptidos,
gue junto con la expresidon de receptores de la superficie celular producen ciclos repetidos de

crecimiento celular (Khuder, 2001).

La sefializacion colinérgica es necesaria para el desarrollo del pulmén (Hoo y col.,
1998) y para el crecimiento celular (Song y col., 2003; West y col., 2004). Prueba de ello es la
accion mitogénica de la nicotina sobre las células de pulmdn. Mediante la activacién de ciclos
autocrinos y paracrinos, la acetilcolina (ACh) posiblemente altera el crecimiento de las células de

pulmén.

2.4. Genética del Cancer de Pulmon

La patogénesis del CP conlleva la acumulacion de multiples anomalias moleculares
durante mucho tiempo (Knudson, 2002; Peto y col., 1975). Las alteraciones pueden ocurrir a
nivel de los genes silenciadores (via metilacion), cambios en la secuencia de DNA, amplificacién
o deleccién de segmentos del DNA, y/o ganancia o pérdida de cromosomas enteros. Los
cambios ocurren al principio, en tejidos de apariencia normal, esto es que no tienen las

caracteristicas de las células cancerosas.

La alteracion genética temprana mas frecuente en el cancer de células no pequefias
(NSCLC) es la pérdida de regiones genémicas en los cromosomas 3p y 9p, deleccién en brazos
cromosémicos de 5p y mutaciones de p53 y K-ras (Thiberville y col., 1995). Las pérdidas en las
regiones 3p y 9p has sido reconocidas como sucesos tempranos en la transformacién tumoral,
como lo demuestra su aparicion en lesiones preinvasivas (Sundaresan y col., 1995) y en tejidos
aparentemente normales de fumadores (Mao y col., 1997; Wistuba y col., 1997). En cambio, las
mutaciones en p53 y K-ras aparecen en las Ultimas etapas de la preneoplasia o en lesiones

invasivas. Otras alteraciones frecuentes son las amplificaciones de las regiones largas del
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brazo g del cromosoma 3 tanto en carcinomas invasivos (Massion y col., 2002) como en

lesiones preinvasivas (Massion y col., 2003).

Actualmente, se estan buscando e identificando cambios genéticos especificos en
células tumorales relacionadas con anomalias cromosdmicas, inactivacidon de genes supresores
de tumores especificos, la activacidon de oncogenes especificos, la expresion de receptores de
hormonas y la produccién del factor de crecimiento tumoral asociado con el desarrollo del

cancer.

Se ha encontrado una relacién entre el prondstico del CP de células no pequefias y la
actividad telomerasa, de tal modo que una actividad telomerasa elevada es un mal prondstico

con elevada recurrencia y mortalidad (Chen y col., 2006).

La finalizacién del proyecto genoma humano vy la posibilidad de utilizar nuevas técnicas
(microarrays) facilitaran el descubrimiento de anomalias genéticas pre-invasivas e invasivas en

cancer de pulmoén y el hallazgo de marcadores que faciliten la deteccién precoz.

MARCADORES MOLECULARES EN NSCLC
GENES | ALTERACION FRECUENCIA PRONOSTICO
Sobreexpresidn
P53 Mutacion 30-70% En discusion
Deleccion
c-erB2 | Sobreexpresion 30% En discusion
K-ras Mutacion 30-80% En discusion
BCL2 Sobreexpresion 10-35% En discusion
P16 Mutacion 70% Se desconoce
Deleccion
Rb , 15-30% En discusion
Mutacion
MARCADORES MOLECULARES EN SCLC
GENES | ALTERACION FRECUENCIA PRONOSTICO
myc Amplificacidn 20-40% * En discusion
Mutacién 90% )
p53 . En discusion
Sobreexpresion 50%
BCL2 Sobreexpresion 75-95% En discusion
Mutacion
Rb ) 90% No
Deleccion

Tabla 1.2. Marcadores Moleculares en NSCLC y SCLC. Resultados procedentes de tumores

o de lineas celulares (*).
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3. PROPIEDADES GENERALES DE LAS COLINESTERASAS

3.1. Introduccion

Las colinesterasas (ChEs) son las enzimas responsables de la hidrélisis del
neurotransmisor acetilcolina (ACh), liberado en las sinapsis colinérgicas. Su hallazgo se remonta
a principios del siglo XX, cuando se inician las investigaciones para establecer los mecanismos
de la transmisidn sinaptica y para estudiar sus componentes, localizacion, naturaleza y funcion.
En 1914, Dale propuso la existencia de la acetilcolina (ACh) y seis afios mas tarde Loewi
demostrd que la ACh era el neurotransmisor de las uniones neuromusculares en vertebrados.
En 1926 Loewi y Navratil (Loewi y Navratil, 1926) demostraron la existencia de una enzima en
los tejidos excitables que hidrolizaba la ACh con gran eficiencia, la acetilcolinesterasa (AChE).
Mas tarde, en 1938 Marnay y Nachmansohn detectaron altas concentraciones de
acetilcolinesterasa (AChE) en las uniones neuromusculares de diversos mamiferos y en los
organos eléctricos de Torpedo y Electrophorus (Marnay y Nachmansohn, 1937),(Marnay y
Nachmansohn, 1938) lo que asentd el papel de esta enzima en los mecanismos de transmision

colinérgica.

Los investigadores concluyeron que la AChE era esencial para que la ACh liberada tras
la estimulacidn nerviosa asociada con la transmisidn neuromuscular, se eliminara de forma

inmediata, dentro de los limites del periodo refractario (unos pocos milisegundos).

El estudio de la biologia celular y molecular de AChE, su distribucién en los tejidos y
los aspectos relativos a su funcionalidad se han visto favorecidos por la alta eficiencia catalitica
de la enzima, la sensibilidad y precisién de los ensayos de espectrofotometria (Ellman y col.,
1961) y radiometria (Johnson y Russell, 1975), asi como por la calidad de los métodos

histoquimicos (Karnovsky y Roots, 1964).

Hechos como la clonacidn de los genes de acetilcolinesterasa (Schumacher y col., 1986;
Sikorav y col., 1987) y butirilcolinesterasa (Arpagaus y col., 1990), la resolucién de la
estructura tridimensional para la AChE de Torpedo (Sussman y col., 1991a), mamifero (Marchot
y col., 1996b; Marchot y col., 1996a), y Drosophila (Harel y col., 2000), asi como el
establecimiento del modelo tridimensional de la BuChE humana (Nachon y col., 2002) han
permitido el disefio de nuevos plaguicidas, menos téxicos para humanos y vertebrados y mas
selectivos para insectos nocivos. Ademas, el descubrimiento de la participacion de las ChEs en
procesos no relacionados con la neurotransmision, tales como la morfogénesis, hematopoyesis,
tumorogénesis y apoptosis (Brimijoin y Koenigsberger, 1999; Grisaru y col., 1999a; Layer y
Willbold, 1995; Soreq y Seidman, 2001; Yang y col., 2002), han supuesto un fuerte impulso a

las investigaciones centradas en las acciones no colinérgicas de las colinesterasas
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3.2. Propiedades y Especificidad

Las colinesterasas hidrolizan ésteres de colina a mayor velocidad que otros ésteres,
comparando la velocidad de hidrdlisis en condiciones 6ptimas de concentracion de sustrato, pH
y fuerza idnica, en preparaciones libres de otras esterasas. Todas las esterasas que presentan
esta especificidad se inhiben con pequefias cantidades (10-5 M) de fisostigmina, un alcaloide
natural conocido también como eserina. Las ChEs se incluyen en el grupo de las serin-hidrolasas
(pues contienen serina en el centro activo) y, por tanto, se inhiben de forma irreversible por

compuestos organofosforados.

Aunqgue esta plenamente aceptada la divisién de las ChEs en acetilcolinesterasa y
butirilcolinesterasa, de acuerdo con el sustrato preferente (Silver, 1974), tal division resulta un
tanto imprecisa ya que solo los vertebrados superiores poseen ambas colinesterasas, cada una

codificada por su propio gen (Tabla 1.3).

El término acetilcolinesterasa (AChE), o acetilcolina: acetil-hidrolasa (E.C. 3.1.1.7), se
aplica a las enzimas que hidrolizan con preferencia acetilcolina o sus tioanalogos. En cambio, los
términos butirilcolinesterasa (BuChE) o acilcolina: acilhidrolasa (E.C. 3.1.1.8), colinesterasa
plasmatica, pseudocolinesterasa o colinesterasa no especifica, se reservan para las enzimas que
actian de modo mas eficiente sobre ésteres sintéticos (butirilcolina, propionilcolina o sus

tioanalogos).

e it
CH,-CO-0-C HE-CHE—I‘«lIJr— CH, CH,-CH,-CH,-CO-0-CH,-CH,— Pil+— CH,
CH, CH,
Acetilcoling Butirilcaling

Otro criterio que distingue AChE de BuChE es la afinidad por ciertos inhibidores
selectivos. AChE se inhibe fuertemente por BW284C51, mientras que etopropazina, iso-OMPA y
bambuterol reducen la actividad BuChE. Ademas, AChE se inhibe por exceso de sustrato, lo que

no le ocurre a la BUuChE.

AChE y BUChE se diferencian también en el tamafio de la subunidad catalitica
(ligeramente superior en BUChE) y en su inmunoreactividad. En general, los anticuerpos contra
AChE o BuChE no dan reaccién cruzada (Brimijoin y Rakonczay, 1986), salvo algunas

excepciones (Dreyfus y col., 1988).
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Tabla 1.3. Propiedades y nomenclatura de las colinesterasas.

ACETILCOLINESTERASA BUTIRILCOLINESTERASA

Nombre sistematico Acetilcolina:acetilhidrolasa Acilcolina:acilhidrolasa

Ndmero de la E.C. 3.1.1.7 3.1.1.8

Sustrato 6ptimo Acetilcolina Butiril o propionilcolina

Exceso de sustrato Inhibicién No inhibicién

Butiril- o benzoilcolina No sustrato Sustrato

D-Acetil-B-metilcolina Sustrato No sustrato

pH 6ptimo 7,5-8,0 8,5

Inhibicidon por BW284c51 Inhibicion fuerte Inhibicion débil

Inhibicidn por etopropazina Inhibicion débil Inhibicion fuerte

Tejidos con alta actividad Hematies, tejido nervioso, Suero sanguineo,
timo, placenta pancreas, higado

3.3. Colinesterasas en Vertebrados

Aunque todos los organismos animales expresan enzimas capaces de hidrolizar ACh
(Silver, 1974), no todas pueden denominarse ChEs, segun la definicion aceptada. Mientras los
vertebrados poseen un solo gen de AChE, en invertebrados existe una gran variedad en cuanto
al niumero de genes que codifican “colinesterasas”. En Drosophila melanogaster hay un sélo gen
y en Caenorhabditis elegans cuatro. Ademas, en los invertebrados la preferencia por el sustrato
es intermedia entre AChE y BuChE (Hall y Spierer, 1986).

La dualidad AChE/BUChE estd presente en los vertebrados superiores, y su origen,
probablemente proceda de la duplicacién de un gen en un ancestro de los gnatostomados
(Toutant y col., 1985a). De hecho, en el musculo de algunos peces se ha encontrado, ademas
de la actividad AChE, una actividad intermedia (Brodbeck y col., 1973; Leibel, 1988b; Leibel,
1988a; Stieger y col., 1989a; Yassine y col., 1991). En el pez Torpedo, un elasmobranquio, la
afinidad por el sustrato no permite diferenciar entre ambas ChEs, ya que BuChE hidroliza mejor
ACh que propionil (ProCh) o butirilcolina (BuCh) (Toutant y col., 1985b), mientras que el
cicléstomo Pretromyzon marinus solo tiene AChE (Pezzementi y col., 1987)

Parece que no hay una correspondencia directa entre AChE y BUChE, y su localizacion
en los tejidos (Edwards y Brimijoin, 1982) (Tabla 1.2). AChE predomina en el musculo y en el
sistema nervioso de vertebrados (Marnay y Nachmansohn, 1937; Marnay y Nachmansohn,
1938), en donde estd acompafiada por una pequefia cantidad de BuChE (Chatonnet y
Lockridge, 1989; Li y col., 2000), especialmente en estadios tempranos del desarrollo. Lo cierto
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es que, al menos en vertebrados, todos los tejidos tienen cantidades variables de AChE y
BuChE, aunque la relacién de actividades AChE/BuChE depende del tipo de tejido y de la
especie animal que se estudie.

Todos los fluidos bioldgicos, excepto lagrimas, sudor y orina, contienen actividades
AChE y BUChE y su deteccién en algunos fluidos puede tener importancia desde el punto de
vista clinico. Asi, el nivel de actividad AChE en el liquido amnidtico sirve para diagnosticar
anomalias en el desarrollo del tubo neural en fetos (Dale y col., 1981). Un descenso en la
relaciéon de actividades AChE/BuChE del liquido cefalorraquideo puede indicar un aumento en la

permeabilidad de la barrera hematoencefalica (Tornel y col., 1993; Tornel y Vidal, 1991).

Si bien es logica la expresion de actividad AChE en los tejidos neurales, sorprende su
presencia en la totalidad de los tejidos, sean o no excitables y con independencia del estadio de
desarrollo (embrionario o adulto) (Layer y Willbold, 1995). Asi, se ha medido actividad AChE en
higado (Gomez y col., 2000), células de la sangre: eritrocitos (Vidal, 1996), linfocitos
(Kawashima y Takeshi, 2000) y plaquetas (Martin-Valmaseda y col., 1995), timo (Rossi y col.,
1991), bazo (Nieto-Ceron y col., 2004), placenta (Rama Sastry, 1997), y células epiteliales
normales (Taisne y col., 1997; Ummenhofer y col., 1998) y tumorales (Vidal, 1996). Por otra
parte, también se ha observado amplificacién y/o expresion aberrante del gen ACHE (que
codifica a la enzima humana) en varios tejidos neoplasicos y lineas celulares tumorales (Soreq y
Zakut, 1993).(Soreq y Zakut, 1990a; Zakut y col., 1988b; Zakut y col., 1990)

Casi todos los tejidos tienen actividad BuChE, excepto eritrocitos, linfocitos y placenta;

abunda en higado (donde es sintetizada y vertida al plasma), corazén y cerebro.

Mientras que el papel de AChE en la transmisidon colinérgica es incuestionable, adn se
desconoce la funcién principal de BuChE. Por su abundancia en el plasma sanguineo, se ha
sugerido que participa en procesos de detoxificacion (Reddy y col., 1990). Ademas, como
sucede con AChE, diversos sistemas celulares proliferativos muestran elevada actividad BuChE,
tales como las células del sistema hematopoyético y ciertas células tumorales (Soreq y Zakut,
1993).

Dado que la BuChE puede actuar sobre numerosos sustratos, se ha sugerido que la
elevada cantidad de BUChE que circula libremente en el plasma de los mamiferos ejerce una
funcidn protectora, bien hidrolizando agentes tdxicos ingeridos oralmente, bien eliminando la
propia ACh vertida a la sangre, con el fin de prevenir acciones nicotinicas o muscarinicas no
deseadas. A pesar de las numerosas variantes alélicas de BUChE en humanos, parece que la
actividad BUChE no es imprescindible pues no se han observado anomalias fisioldgicas o
cambios patoldgicos en individuos deficientes o desprovistos de BUChE (Grisaru y col., 1999a;
Layer, 1995; Layer y Willbold, 1995; Soreq y col., 1994b; Soreq y Seidman, 2001).
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3.4. Mecanismo Catalitico y Relacion Estructura-Funcion

Las colinesterasas figuran entre las enzimas de accion mas rapida. Su eficiencia
catalitica solo esta limitada por la difusidn molecular (limite maximo tedrico impuesto para la
catdlisis de una enzima) (Hasinoff, 1982; Quinn, 1987). Una sola molécula (o cada subunidad)
de AChE es capaz de hidrolizar unas 25,000 moléculas de ACh por segundo, esto es una
molécula de ACh en menos de 0.05 milisegundos. La eficiencia catalitica de la AChE sdlo se ve
superada por la catalasa. Dada su distribucién en la naturaleza, el estudio de su mecanismo
catalitico no sélo es importante desde el punto de vista tedrico sino también a nivel practico,
porque las ChEs son el blanco de algunos pesticidas y gases nerviosos usados en la “guerra

quimica”, con fatales consecuencias para los humanos (Main, 1979; Padilla y col., 1995).

El conocimiento pleno de su modo de acciéon permitiria obtener agentes terapéuticos y
antidotos para administrar en casos de envenenamiento por organofosforados (Li y col., 1995).
También se podrian conseguir plaguicidas selectivos contra el sistema nervioso de insectos
indeseables, sin alterar la cadena trdfica e incluso disefiar nuevos inhibidores de AChE, mas
efectivos que los disponibles actualmente (tacrina, rivastigmina, donepezil y galantamina) para
mejorar la funcién colinérgica en el sistema nervioso central (SNC) y aliviar el déficit cognitivo

en los pacientes con Alzheimer (Giacobini, 1997).

Tanto el mecanismo de hidrdlisis de un sustrato acil-colina (ChO-COR) por parte de
una ChE (EnzOH), como la base de la inhibicién por organosfosforados podrian esquematizarse
segln se muestra en la Figura 1.2 (Schwarz y col., 1995a).

En la primera etapa, la enzima se une al sustrato, de modo que el grupo acilo queda
unido covalentemente a la serina del centro activo (Ser200 en Torpedo o Ser203 en mamiferos)
(Rachinsky y col., 1990). Se rompe el enlace éster del sustrato, se libera la colina y se produce
un intermedio acil-enzima (Rosenberry, 1975). En la segunda etapa interviene una molécula de

agua para liberar el grupo acilo y la enzima (Esquema A).

En el esquema B se detalla la base molecular de la toxicidad por organofosforados
(XPO(OR3R3). Los organofosforados incorporan un grupo fosfato a la Ser catalitica, en lugar del
resto acilo que aporta el sustrato natural. Se forma asi un enlace covalente entre el fésforo
nucleofilico y la serina, que se hidroliza muy lentamente o casi nada (Aldridge y Reiner, 1972).
La incapacidad de la enzima-fosforilada para hidrolizar ACh conlleva su acumulacién en las
sinapsis colinérgicas, la sobre-activacién de los receptores nicotinicos y muscarinicos, la
interrupcidn de la transmisiéon nerviosa y el deterioro de la funcién pulmonar y cardiaca, que
eventualmente lleva a la muerte, de ahi la fuerte toxicidad de los compuestos organofosforados.
Sélo un agente nucleofilico muy potente (representado como B, por ejemplo, una oxima
cuaternaria o un ién fluoruro) puede desplazar al organofosforado de la Ser catalitica (Schwarz
y col., 1995b).
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A) Catalisis:
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Figura 1.2. Mecanismo de hidrélisis de la acetilcolinesterasa. A. Catdlisis de un sustrato

acil-colina. B. Inhibicién por organofosforados.

3.5. Estructura del Centro Activo

La cristalizacidon de la AChE dimérica de Torpedo (Sussman y col., 1988) y el posterior
analisis estructural mediante técnicas de difraccion de rayos X (Sussman y col., 1991b) han sido

decisivos para conocer con detalle la topologia del sitio activo y el mecanismo de catalisis.

La estructura terciaria de la subunidad de AChE es parecida a la de otras
serina-hidrolasas, y coincide en lo esencial con el modelo propuesto a partir de los resultados de
dicroismo circular (Manavalan y col., 1985) y espectroscopia Raman (Aslanian y col., 1987;
Aslanian y col., 1991). Estos estudios revelan que los mondémeros de AChE de mamifero

(AChEm) y Torpedo tienen forma elipsoidal con dimensiones 45x60x65 & (Sussman y Silman,
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1992). Aunque muchas de las proteinas de la familia difieren en su secuencia primaria, todas
comparten las lineas maestras del plegamiento. La topologia comun consiste en una estructura
central con 8-11 hebras tipo B dispuestas de forma paralela y flanqueadas por hélices a (Krejci y
col., 1991; Ollis y col., 1992; Sussman y col., 1991b). La triada catalitica queda en el interior de

una estructura globular compacta (Figura 1.3).

Figura 1.3. Estructura tridimensional de las colinesterasas. A pesar de la disparidad en la
secuencia primaria de las proteinas de la familia de las hidrolasas, su estructura terciaria se ha
conservado para acomodar espacialmente los aminoacidos que forman la triada catalitica. El
modelo conocido como “plegamiento a/B de las hidrolasas” consiste en una estructura central
con 8 hebras conectadas por hélices a. Tomado de (Ollis y col., 1992).

El analisis por cristalografia de rayos X ha revelado la composiciéon de la triada
catalitica: Ser200, confirmada por marcaje con DFP radiactivo, posterior digestion con tripsina y
analisis de los péptidos generados (MacPhee-Quigley y col., 1985; Schumacher y col., 1986);
His440, identificada por estudios de mutagénesis (Gibney y col., 1990); y Glu327 (Sussman y
col., 1991b). La triada Glu-His-Ser es responsable de la hidrdlisis del sustrato, aumentando el
caracter nucleofilico del grupo hidroxilo de la Ser200 y facilitando la transferencia de protones
durante la catalisis. La Ser200 se sitla cerca del fondo de un canal estrecho y profundo, de
unos 20 A, proyectado hacia el interior de la proteina. En todas las moléculas de AChE
secuenciadas hasta ahora (excepto en Electrophorus), se conservan los aminoacidos préximos a
la Ser catalitica, en particular el hexapéptido PheGlyGluSerAlaGly. Esta secuencia existe también
en otros miembros de la familia de las serin-hidrolasas (Figura. 1.4).
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Figura 1.4. Secuencia de aminoacidos en regiones esenciales para la funcionalidad de
la AChE de Torpedo. Se muestra la composicién de los aminoacidos del centro activo y del
sitio anidnico periférico. Los aminoacidos de la triada catalitica se sefialan con asterisco. Los
restos que participan de alguna manera en la catalisis aparecen subrayados. También se indican
los sitios potenciales de N-glicosilacion (CHO) y las cisteinas que forman enlaces disulfuro inter o
intracatenarios. La region C-terminal varia en funcidon del procesamiento alternativo en el
extremo 3’ del gen. Se incluyen las abreviaturas de los aminoacidos. (Tomado de (Massoulie y
col., 1993).

Segun el modelo clasico, el centro activo de la AChE estd compuesto por dos subsitios:

El subsitio anidnico, con carga negativa, en donde el grupo amonio cuaternario
del sustrato se fija a la enzima por interacciones electrostaticas e hidrofébicas, de modo que el

enlace éster queda perfectamente alineado y proximo a la Ser del centro activo.

El subsitio esterasico, en donde se localiza la Ser que participa en la separacion

de colina y acetato (Wilson y Bergman, 1950).

El primer paso del mecanismo catalitico es la formacion del complejo Michaelis-Menten
(enzima-sustrato), para lo cual el sustrato interacciona con la Ser200, concretamente con el
oxigeno del hidroxilo. En la AChE, el canal de acceso al sitio catalitico esta tapizado por 14
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aminoacidos aromaticos, un 40% de la superficie total (Cygler y col., 1993; Sussman y col.,
1991b). Se genera asi un microambiente de anillos aromaticos (“guia aromatica”) que facilita la
difusion del sustrato hacia el sitio activo (Sussman y col., 1991b). En cambio, el hueco
homdlogo de la BuChE sélo tiene 8 restos aromaticos (Harel y col., 1992).

En el canal por donde pasa el sustrato hay algunos restos acidos, entre los que se
encuentran Asp276 y Glu278, en la boca de entrada formando parte de un sitio periférico,
Asp72 en el dominio del subsitio anidnico y Glu199 en la parte mas interna, en el subcentro

esterasico .

De esta forma, desde la boca del canal se extiende un poderoso campo electrostatico,
que proporciona la fuerza que, primero atrae, y luego conduce a la ACh al fondo del canal, en
donde mas tarde se re-orienta para quedar perfectamente acoplada al centro activo con la

ayuda de los grupos aromaticos.

El mecanismo tipico de las triadas de serin-hidrolasas con Asp-His-Ser (Blow y col.,
1969) contempla la transferencia de dos protones, ya que la triada catalitica funciona

principalmente como fuente y sumidero de protones (catalisis acido-base).

El dominio catalitico estd compuesto por varios subdominios en las regiones N-
terminal y C-terminal, que sin llegar a solaparse, mantienen un estrecho contacto entre si. La
interaccion es notable en el sitio periférico, de modo que las mutaciones en esta regién
comprometen la estabilidad y flexibilidad de la proteina. Ello sugiere que tanto la actividad
catalitica de AChE como su especificidad por el sustrato vienen determinadas por movimientos
dindmicos de la estructura proteica y no por una adaptacion fija entre el centro activo y sus

ligandos, segun la hipétesis de “llave y cerradura” (Figura 1.5) (Morel y col., 1999).

Estos datos coinciden con las propuestas tedricas basadas en la dindmica proteica, que
sugieren la existencia de una ruta alternativa, denominada “puerta trasera” (del inglés, back
door), mediante la cual la colina abandonaria el centro activo. Se evitarian asi los problemas de
trafico entre las moléculas que salen y las que entran por el pasillo catalitico (Kronman vy col.,
1994). Los detractores de esta idea se basan en los datos de mutagénesis dirigida (Kronman y
col., 1994), pero lo cierto es que los ensayos de inhibicién con anticuerpos monoclonales

apoyan fuertemente esta hipotesis (Simon y col., 1999).

Se ha propuesto que AChE tiene otra regidn, el sitio anidnico periférico (PAS), del que carece la
BuChE. Esta situado en la superficie de la proteina, cerca de la entrada del pasillo catalitico, y
engloba diferentes sitios de union para activadores e inhibidores alostéricos (Bourne y col.,
2003). El mecanismo molecular por el cual el PAS se acopla con el centro activo, para modular
la catalisis, no se ha aclarado del todo. EI PAS colabora en la unidon de sustratos con carga
positiva, y en su posterior orientacién hacia el centro activo, mediante la formacion de dipolos
electrostaticos entre restos de la proteina cargados negativamente y el sustrato catidnico.

Parece que el PAS esta implicado en el fendmeno de inhibicion por exceso de sustrato. Los

1. Introducciéon y Objetivos



20 - Propiedades Generales de las Colinesterasas - Capitulo I

Figura 1.5. Estructura de la AChE. El esquema muestra la localizacidn del centro activo (AS),
el sitio anidnico periférico (PAS), los puentes disulfuro (verde) y los sitios de N-glicosilacion
(atomos de oxigeno y nitrégeno en rojo y azul, respectivamente). Tomado de (Bourne y col.,
2006).

estudios con AChE humana han revelado los restos que conforman el PAS: el Trp279, la Tyr70 y
la Tyri21. Estos aminoacidos son de gran importancia en la fijacion de ligandos al sitio aniénico
periférico. Se cree que existe comunicacién entre el PAS y el centro activo de la AChE;
numerosas pruebas apoyan que en la conexion participa el Asp72, dado que interviene en
procesos que ocurren en ambos sitios de la molécula. También es posible que el Asp74, cercano
a la boca del hueco catalitico, informe al centro activo de la ocupacién del sitio periférico
mediante el resto Tyr334, al que se liga por puente de hidrégeno, y que sea éste Ultimo el que
transmita la informacién al aminoacido Phe330. La Phe330 se localiza en el subsitio hidrofébico
y su rotacion, impulsada por el movimiento de Tyr431, impide el acceso de otros ligandos al
sitio activo (Barak y col., 1994; Ordentlich y col., 1993; Shafferman y col., 1992). Por otro lado,
algunos datos sugieren que los aminoacidos Trp279 del PAS y Trp84 del centro activo se
comunican entre si. Se ha propuesto que el intercambio de informacion entre esos dos restos

decide la orientacion que adopta Trp84, lo que puede facilitar o entorpecer la estabilizacion de
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los complejos enzima-sustrato. No obstante, todavia no se ha podido demostrar que el Trp279

esté realmente implicado en la inhibicidon por exceso de sustrato caracteristica de la AChE

Asi mismo, la capacidad del PAS para unir cationes podria explicar la dependencia de
la hidrdlisis de ACh con la fuerza idnica del medio, a través de variaciones en Kcat y Km para la
AChE que podrian ser importantes para su funcion fisioldgica en las sinapsis (Berman y Nowak,
1992). También se ha propuesto la implicacion del PAS en las asociaciones proteicas
heterdlogas que ocurren en los procesos de sinaptogénesis o neurodegeneracion. La capacidad
de unir ligandos al PAS, que tiene la AChE pero no la BUChE, puede ser de gran utilidad para
disefar nuevos compuestos capaces de inhibir a la AChE en mayor o menor medida, sin afectar
a la BuChE (Lewis y col., 2002).

De la similitud entre los sitios activos de AChE y BuChE se infiere que los mecanismos
de accion de estas enzimas también deben ser muy semejantes. La BUChE humana y la AChE
de Torpedo tienen un numero de aminoacidos parecido, muchos de los cuales se han
conservado. Esto ha permitido disefiar un modelo tridimensional de BUChE (Harel y col., 1992),
que predice una estructura minimamente reordenada respecto a la de AChE. El modelo
conserva la triada catalitica, pero no el nimero de aminoacidos aromaticos en las paredes del
hueco catalitico (ocho en lugar de catorce). Las diferencias en la composicidon y conformacion
del hueco explicarian la mayor capacidad de BuChE, respecto a AChE, para alojar sustratos
artificiales voluminosos y de diferente naturaleza (Masson y col., 1998). Sin ninguna prueba
concluyente sobre la existencia de un sitio anidnico periférico en la BuChE, todo indica que el
mecanismo de catalisis es esencialmente el mismo para AChE y BuChE, salvo en lo referente a
la regulaciéon por el PAS.

3.6. Inhibicion de las colinesterasas

El uso de diversos inhibidores ha sido de gran ayuda para conocer la estructura del
centro activo de las ChEs. El subsitio aniénico fue descubierto gracias a los carbamatos
fisostigmina y prostigmina, que se comportan como inhibidores competitivos de AChE (Wilson y
Bergman, 1950). Aunque difieren en su estructura (fisostigmina es una amina terciaria mientras
que la prostigmina posee un grupo amonio cuaternario, Figura 1.6), ambos impiden la unién
de ACh en el rango de pH en el que los carbamatos poseen carga positiva. Este subsitio anidnico
es también el blanco de otros inhibidores reversibles de AChE, tales como el edrofonio y la

tacrina.

En cambio, los inhibidores irreversibles se unen al centro activo de la AChE,
reaccionan con la Ser catalitica y actian como verdaderos sustratos de la enzima. Dentro de
este grupo destacan los agentes organofosforados, como el diisopropilfluorofosfato (DFP) y el

ecotiopato, y los organosulfatos, como la dimetoxona.
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Figura 1.6. Inhibidores de AChE. El efecto inhibidor de fisostigmina, prostigmina, edrofonio
y tacrina sobre la AChE reside en su capacidad de unién al sitio aniénico del centro activo. El
propidio, en cambio, interacciona con el centro anidonico periférico (PAS). Los compuestos

bis-cuaternarios decametonio y BW284c51 pueden fijarse a los dos centros anidnicos.

La existencia de los sitios anidnicos periféricos se puso de manifiesto al comprobar que
la unién de la AChE con el inhibidor reversible propidio no impedia la unién simultdnea de otros
inhibidores al sitio catalitico, lo que llevd a pensar que quizas este sitio periférico podria estar

relacionado con el fendmeno de inhibicion alostérica que manifiesta la AChE.
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A su vez, existen inhibidores bis-amonio cuaternario, que poseen la capacidad de
unirse a los dos centros anionicos, el periférico y el principal, siempre y cuando los grupos
amonio disten entre si al menos 14 A. Este es el caso del decametonio y el BW284c51, que se
erigen como potentes inhibidores especificos de la AChE.

4. GENETICA DE LAS COLINESTERASAS

4.1. Estructura de los Genes

El nUmero de genes que codifican las colinesterasas varia en funcién del organismo.
Mientras que la mayoria de los invertebrados poseen un solo gen para AChE (Drosophila)
(Fournier y col., 1992), en Culex (Sutherland y col., 1997) y en el cefalocordado Amphioxus
hay dos (Sutherland y col., 1997), y en el nematodo Caenorhabditis elegans hay cuatro genes,
aunque la mayor parte de la actividad enzimatica procede de la expresion de uno de ellos

(Arpagaus y col., 1998; Combes y col., 2001; Grauso y col., 1998).

En vertebrados, el gen ACHE fue clonado por primera vez del 6rgano eléctrico de
Torpedo (Schumacher y col., 1986; Sikorav y col., 1987), donde se identificé un solo gen. Lo
mismo se observd poco después en raton (Li y col., 1991; Rachinsky y col., 1990). Mas tarde se
identificaron en pollo dos clases de subunidades con tamafios de 100 kDa y 110 kDa, debido a

las variantes alélicas del mismo gen (Randall y col., 1994).

Las subunidades cataliticas de AChE y BUChE en vertebrados estan codificadas por dos
genes distintos, ACHE y BUCHE (Soreq y Zakut, 1993; Taylor y Radic, 1994). Ambos genes
muestran una organizacién similar en exones e intrones, pero difieren en la composicién de
nucleétidos; ACHE es rico en pares de guanina-citosina (G+C), mientras que BUCHE lo es en
adenina-timina (A+T) (Chatonnet y Jbilo, 1991; Chatonnet y Lockridge, 1989). Es posible que la
duplicaciéon del gen ancestral que origind los genes ACHE y BUCHE ocurriese antes de la
evolucion de los primeros vertebrados (Soreq y Zakut, 1990b; Taylor, 1991); al proceso inicial
le debid seguir otro de divergencia que produjo cambios en la composicién de bases, segun la
expresion especifica de los genes en los tejidos. La identificacion de dos genes distintos, uno
para AChE y otro para BuChE, en todos los vertebrados estudiados sugiere que ambas proteinas

SON necesarias para su supervivencia y que, previsiblemente, desarrollan funciones distintas.

El gen de AChE humana se localiza en la regién 22 del cromosoma 7 (Ehrlich y col.,
1992; Getman y col., 1992) y el de BUChE se sitla en dos cromosomas, en el 3 (3g26) (Gnatt y
col., 1991) que codifica la subunidad catalitica de BuChE (gen CHE1l) y también en el

cromosoma 16, del que se desconoce totalmente su significado bioldgico.
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El gen ACHE humano tiene un tamano de 7 Kb e incluye 6 exones y 4 intrones; el
exén 1 no se traduce pero alberga dos origenes de transcripcion; los exones 2, 3 y 4
constituyen la mayor parte de la secuencia codificadora invariable (4.5-4.7 Kb), y aportan toda
la informacion necesaria para producir una proteina cataliticamente activa (en Torpedo son dos
los exones que generan el dominio catalitico). El ensamblado alternativo de los exones 5y 6, en
el extremo 3’, proporciona varios ARNm, cuyos productos proteicos difieren en el extremo C-
terminal. La region C-terminal es responsable del polimorfismo molecular de AChE (Massoulie,
2002).

El gen BUCHE es mucho mayor (73 Kb) que el gen ACHE y esta formado por 4
exones: el primero no se traduce pero incluye dos sitios potenciales de inicio de la transcripcion;
el exon 2 contiene la mayor parte de la secuencia codificadora (83%) e incluye el extremo
N-terminal, el centro activo y posiblemente un tercer sitio de inicio de la traduccién; el exén 3
es de pequefio tamafio; y por ultimo, el exdn 4 codifica el extremo C-terminal. Ademas, el gen
presenta tres intrones, el intrén 1, de tamafio pequeno (6.5 Kb), y los intrones 2 y 3 de unas 32

Kb cada uno (Arpagaus y col., 1990; Gnatt y col., 1991).

4.2. Elementos de Control

Una vez establecida la existencia de un solo gen para AChE en vertebrados, mediante
pruebas de clonaciéon y andlisis de Southern blot, se propuso la existencia de distintos
elementos que regulan su expresidn en distintos tejidos y tipos celulares y que son
responsables, en parte, de la diversidad de formas moleculares. El promotor de ACHE incluye
una regidn de 596 pares de bases, la cual es esencial para la expresidén del gen en tejidos sanos
Yy posee secuencias consenso para la unién de varios factores de transcripciéon (Ben Aziz-Aloya y
col., 1993; Getman y col., 1995)

Muchas de estas secuencias corresponden a genes que se expresan de manera
especifica en aquellos tejidos o tipos celulares en los que abunda la AChE. Entre éstas figuran
secuencias aceptoras de factores de transcripcion propios del sistema nervioso, como Egr-1,
CREB y AP2, secuencias asociadas con la expresidn génica especifica del musculo (factor MyoD),
y los motivos Zeste, GAGA y USF, conocidos como sitios de reconocimiento para genes
inducidos durante el desarrollo embrionario (Aziz-Aloya y col., 1993). Sin embargo, como la
secuencia promotora no explica por si sola la complejidad del patrén de expresion del gen ACHE
humano en cada tejido particular, se ha propuesto la presencia en el gen de elementos de

control adicionales (Schwarz y col., 1995a).

El promotor incluye, entre otros, motivos consenso para AML1/Runxl, un factor
asociado a la leucemia (Perry y col., 2002), y para c-fos, otro factor de transcripciéon conocido
por regular la expresién del gen ACHE bajo condiciones de estrés (Kaufer y col., 1998); 17Kb
aguas arriba del sitio de inicio de la transcripcion de ACHE existe un dominio de potenciamiento

distal que incluye sitios de unién a factores osteogénicos, tales como el 17p-estradiol y la 1,25-
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dihidroxivitamina D3, un elemento de respuesta a corticoides, y sitios de union para NF-«B, c-
fos y C/EBP (Shapira y col., 2000). A su vez, el control transcripcional de la produccion de AChE
depende de un potenciador interno, situado en el primer intrén, que contiene sitios consenso de
unién para AP2, SP1, NF-xB y GATA1 (Chan y col., 1999). Todas estas areas en el locus ACHE
estan consideradas como controladores potenciales de la expresidon del gen ACHE en tumores
cerebrales. En la Figura 1.7 se muestran los sitios de union para los factores de transcripcion
hematopoyéticos en el potenciador distal, en el promotor proximal y en el dominio potenciador
del intron-1 de AChE. Estos incluyen motivos altamente conservados de actuacidon cis de AP1,
NF-kB, HNF3, Stat5, LMO2, SP1 y GATA3, asi como los elementos palindromicos de respuesta a
glucocorticoides (GRE).

ACHE locus 7922

Factores de transcripcion

Sp-1
GATA-3 0 000 0c
Stat-5 - -
AP-1 o !
NfkB | \/u w Splicing alternativo en 3
LMO-2 v, R b X T AGrER |
& AChE-H
o | AChET
17.6 Kb 170Kb  2Kb 1Ko 0.1Ko -0.1Kb -1.5Kb
Potenciador Promotor

distal proximal Exon 1 Intron 1

Figura 1.7. Sitios de union de algunos factores de transcripcion hematopoyéticamente
activos en el locus de AChE. En la figura se muestran los motivos de unién de factores de
transcripcién hematopoyéticos y relacionados con el estrés, localizados en las distintas areas del
gen AChE (Perry y col., 2002).

La expresién coordinada de los genes que codifican al receptor nicotinico de
acetilcolina (nAChR) y a AChE en las sinapsis colinérgicas (Kristt y Kasper, 1983) refleja un
control preciso de la expresién de diversos genes implicados en la sintesis de las proteinas que

participan en la sinapsis.

4.3. Ensamblado Alternativo de Exones

La eliminacién de secuencias no codificantes del transcrito primario (intrones) y el
posterior ensamblado de las secuencias adyacentes (exones) representa un nuevo nivel de

control de la expresion de la AChE en los tejidos.
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La estructura primaria de la subunidad catalitica madura de las ChEs esta constituida
por un dominio comun grande, de unos 540 aminoacidos, seguido de una regién C-terminal
pequefa, variable y muy importante por su papel en la oligomerizacion de las subunidades y en
el destino celular de las mismas. El dominio comiUn muestra gran homologia en todas las ChEs

de invertebrados y vertebrados.

El origen del polimorfismo de la AChE en mamiferos y Torpedo reside en el
ensamblado alternativo de los exones finales para generar los ARNm maduros en los que el
exdén E4 se une al E5, al E6 o al pseudointrén I4. Ademas, el procesamiento postraduccional de
la AChE, que comprende cambios fuertemente regulados a lo largo del desarrollo del tejido y es
especifico de cada tipo celular, contribuye a la variedad de formas moleculares, a través de la
glicosilacion, incorporacion de restos de glicosilfosfatidilinositol (GPI), asociacién de subunidades
entre si y con proteinas estructurales no cataliticas. El estado de agregacion de las subunidades
cataliticas y la adicion o no de subunidades estructurales son factores que determinan las

propiedades hidrodinamicas de las moléculas de AChE y su localizacion subcelular.

Asi, en mamiferos y Torpedo se han hallado tres transcritos diferentes, que se originan
por la reorganizacidon de los exones del gen ACHE, denominados transcritos T, H y R. En los tres
casos, el polipéptido codificado consta de unos 540 aminoacidos, y muestra elevada homologia

en todas las ChEs de invertebrados y vertebrados.

El transcrito T (del inglés, tailed) lleva los exones (E1) -E2-E3-E4-E6. Al eliminar el
intrén 14 y el exén E5, en el extremo C-terminal aparece una region de 40 aminoacidos (41 en
BUuChE) denominada péptido T o WAT (del inglés tryptophan amphiphilic tetramerization
domain), que presenta una cisteina (en la posicion -4 en vertebrados) y varias series de restos
aromaticos. Dicha cisteina genera enlaces disulfuro entre subunidades cataliticas o entre
subunidades cataliticas y no cataliticas. Las moléculas de AChE con subunidades T se localizan
principalmente en cerebro y musculo de mamifero. El péptido T aporta propiedades hidrofébicas
a la proteina, asi como la capacidad para formar asociaciones cuaternarias. Mientras que el
péptido T parece estar implicado exclusivamente en el proceso de tetramerizacidon, en la

dimerizacion interviene una zona comun para las subunidades Hy T.

Las subunidades AChE-T generan mondémeros anfifilicos (G1A), dimeros anfifilicos

(G2A), tetrameros anfifilicos (G4A), tetrdmeros no anfifilicos (G4NA) Yy una especie intracelular

no anfifilica (de 13,5 S, probablemente un hexdmero) (Bon y Massoulié, 1997). También
producen las asociaciones heteroméricas de tetrameros de AChE con la subunidad colagénica Q
(ColQ) (moléculas collagen-tailed) o con una subunidad de anclaje a la membrana rico en

prolina (PRiMA; del inglés Proline-rich membrane anchor) (moléculas ancladas a la membrana).

El ARNm (E1)-E2-E3-E4-E5-(E6), el transcrito H (hydrophobic), genera subunidades H

que forman los dimeros anfifilicos tipo I. Estos dimeros llevan restos de glicosilfosfatidilinositol
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(GPI), uno por cada subunidad de AChE, mediante los cuales los dimeros (y mondmeros) son

capaces de fijarse a la superficie de las células hematopoyéticas (Figura. 1.8).
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Figura 1.8. Estructura de los genes de las colinesterasas de mamiferos. El esquema
muestra las subunidades de AChE producidas por ensamblado alternativo de los exones
comunes (1, 2, 3y 4) (de color rojo), que poseen toda la informacion necesaria para generar un
polipéptido cataliticamente activo, y los exones alternativos 5 o 6 (en diferentes colores), que
proporcionan la regién C-terminal responsable de las propiedades hidrodinamicas de la
subunidad y del modo de anclaje a las membranas. Los intrones se muestran de color blanco, a
excepcién del pseudointrén I4. Se acepta que todas las formas moleculares de BuChE derivan

de un solo transcrito.

En mamiferos, aunque el exén E6 permanece unido al E5, no se lee, ya que la
secuencia E5 contiene un codén de terminacién. La regién C-terminal hidrofébica o péptido H
(de 31 aminoacidos en humanos) tiene una o dos cisteinas proximas al dominio catalitico, que
establecen uniones intercatenarias por puente disulfuro, y una sefial para la sustitucién

enzimatica de gran parte del péptido (29 restos) por un resto GPI (Turner, 1994).

El péptido H contiene ademas un sitio de corte denominado w, que pasa a ser el resto
C-terminal de la proteina madura y estd localizado aguas arriba de una secuencia hidrofébica.
La falta de homologia entre los péptidos H de la AChE de Drosophila, Torpedo y mamiferos,
indica que admite ciertas variaciones siempre y cuando el péptido H contenga tres elementos

indispensables: el resto de Cys, un sitio de corte w y una secuencia hidrofébica.

La subunidad H se expresa en varios tejidos de Torpedo (musculos, drgano eléctrico) y

de mamiferos, en las células hematopoyéticas, donde degrada cualquier resto de acetilcolina
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presente en la corriente sanguinea. Los transcritos H y su proteina producto, la AChE con

anclaje de GPI, no se han detectado en peces teledsteos, reptiles o aves.

Por ultimo, encontramos el tercer tipo de transcrito, el R (readthrough). Dicho
transcrito se ha identificado en Torpedo (Sikorav y col., 1988), mamiferos (Legay y col., 1993)
y en varias lineas celulares tumorales (Karpel y col., 1994; Karpel y col., 1996). Normalmente,
no se detecta en cerebro de ratones adultos, pero aparece en situaciones de estrés. El transcrito
R tiene la particularidad de mantener la secuencia intronica 14 en el extremo 3’ que sigue al
ultimo exdén codificante del dominio catalitico, E4. De este modo, la organizacion del ARNm
(maduro) es (E1)-E2-E3-E4-14-(E5)-(E6). La secuencia codificadora incluye E4 y una parte de
14, donde un coddn de parada sefala el final de la traduccidn. Estudios experimentales han
desvelado que la supresion antisentido de AChE-R reduce la migracion neuronal y favorece la
proliferacion de células progenitoras; la sobreexpresion de AChE-R no ejerce afecto alguno (Dori
y col., 2005).

El extremo C-terminal de la subunidad R consta de 30 aminoacidos (péptido R o ARP)
y carece de Cys para formar enlaces disulfuro con otras subunidades -cataliticas y/o
estructurales. Como la subunidad R no tiene secuencias hidrofdbicas expuestas para
interaccionar con los fosfolipidos de las membranas, es probable que las subunidades
permanezcan como mondmeros solubles. El producto R, se ha encontrado en Torpedo y en
mamiferos y su péptido ARP se observé en tejidos embrionarios y cerebro de ratéon adulto
(Massoulie y col., 2005).

Se ha observado una sobreexpresion de transcritos R en cerebro de ratones expuestos
a agentes anticolinesterasicos o sometidos a estrés (Kaufer y col., 1998; Meshorer y col.,
2002). La Dra. Soreq y sus colaboradores atribuyen a la AChE-R, y mas concretamente al
péptido ARP, un papel destacado en la proliferacion/diferenciacion de los progenitores
hematopoyéticos. Este hecho permitiria mantener la homeostasis hematopoyética y superar
agresiones de diversa indole. Sus estudios sugieren el posible uso clinico del péptido ARP para el
mantenimiento y expansion ex vivo de las células progenitoras (Deutsch y col., 2002; Grisaru y
col., 2001).

Algunos datos indican que la AChE-R en neuronas del hipocampo interviene en la
adquisicién de la memoria a largo plazo, tras un periodo de agresién intensa (Nijholt y col.,
2004). Por otra parte, parece que en el interior de las neuronas, la AChE-R interacciona con la
proteina RACK1 y ambas con la quinasa CBII (PKCBII) que participa en el acondicionamiento al
miedo. En ratones normales sometidos a estrés aumentan los niveles de AChE-R y PKCRII.
Estos resultados sugieren que la AChE-R puede regular la funcionalidad de la PKCBII neuronal
(Birikh y col., 2003).

Los dominios C-terminales de las subunidades de AChE determinan el procesamiento
postraduccional y el destino de las moléculas. Si un organismo produce distintas clases de

subunidades, éstas se expresan de manera especifica en cada tejido o tipo celular. Por ejemplo,
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en mamifero adulto, las células sanguineas (eritrocitos, linfocitos y, segun la especie animal,
plaguetas) producen principalmente AChE-H, mientras los tejidos nerviosos central y periférico,
y los musculos expresan subunidades AChE-T (Massoulié y col., 1993). Ademas, en funcion de
la especie animal, la expresion de los diversos tipos de subunidades difiere notablemente en los
tejidos; Drosophila contiene AChE-H en su sistema nervioso, Torpedo posee AChE-H en sus

musculos y los mamiferos expresan subunidades AChE-T en ambos tejidos.

La complejidad del polimorfismo de la AChE aumenta al considerar que, ademas de las
variantes de ARNm que cambian en el extremo 3’, y por tanto, en el extremo carboxilo terminal,
otros transcritos se diferencian en el extremo 5’, el que codifica el extremo amino de la proteina
(Meshorer y col., 2004).(Figura 1.9).

ATG. "7, .-" . ATG P
. i c. T

le 1 2 3 1 El-%

500 bp
N-AChE-R (NR) le 2 3 4|14 5 (666)
AChE-R (R) 1 2 3 4|14 5 (570)
N-AChE-S (NS) le 2 3 (4,6 (680)
AChE-S (S) ] 2 3 /46 (584)

Figura 1.9. Estructura del gen de la AChE mostrando el uso alternativo del
promotor. Se muestran los transcritos con sus respectivas ORF (Open Reading Frame) para
las variantes AChE-R (readthrough) y AChE-S (sinaptica o variante T). Basado en Meshorer y
col. 2004)

La elevada homologia secuencial entre los genes ACHE y BUCHE sugiere que ambas
enzimas desarrollan funciones fisiolégicas parecidas. El gen ACHE tiende a duplicarse y a
transcribirse en las etapas tempranas del ciclo celular. El gen incluye un dominio atenuador rico
en G+C, posiblemente implicado en el control de su propia transcripcion. En cambio, el gen
BUCHE lleva secuencias codificadoras con niveles de actividad transitoriamente elevados en

células en divisién (Soreq y col., 1990).

Hasta la fecha, se sabe poco del gen BUCHE. Los resultados descartan la formacion de
varios transcritos por ensamblado alternativo de exones. En consecuencia, se admite que todas
las formas moleculares de BuChE proceden de la asociacion de subunidades T, la proteina

producto del Unico transcrito. Los datos sugieren que las proteinas de cada tejido especifico
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regulan el nivel de oligomerizacion de las subunidades de BuChE. Asi, al inyectar el ARNm de
BuChE (transcrito in vitro) en ovocitos de Xenopus se forman dimeros, mientras que en el tejido
de origen, el mismo mensajero genera varias formas moleculares (Dreyfus y col., 1989; Soreq y
col., 1989).

En humanos se han identificado distintas variantes alélicas naturales del gen BUCHE,
como resultado de mutaciones puntuales (Furtado-Alle y col., 2008; La Du, 1989; Lockridge,
1990; Parmo-Folloni y col., 2008; Schwarz y col., 1995a; Schwarz y col., 1995b). Estas

variantes difieren en la produccion de enzima, estabilidad y actividad enzimatica.

5. FORMAS MOLECULARES DE LAS COLINESTERASAS

5.1. Introduccion

La extraordinaria diversidad molecular que muestran las ChEs procede de cambios a
nivel genético, post-transcripcional y post-traduccional. Tales cambios van a ser determinantes
para su localizacion y funcidon en el contexto de las sinapsis colinérgicas y en regiones no

sinapticas.

Las ChEs se hallan en los tejidos y fluidos bioldgicos como mondmeros y oligdmeros
de subunidades cataliticas. La variedad de moléculas de AChE y BUChE procede de la
agregaciéon de subunidades cataliticas idénticas entre si (homo-oligdmeros), que a su vez
pueden ligarse a proteinas estructurales, para formar hetero-oligémeros. Cada clase de
molécula de AChE y BuChE corresponde a una forma molecular, entendiendo como tal la
definicién de la IUPAC-IUB (1971), que recomienda el uso del término “forma molecular” para
proteinas derivadas de asociaciones cuaternarias que expresan la misma actividad enzimatica y
gue no se inter-convierten de manera espontanea (Massoulié y Bon, 1982). Es importante
sefalar que la IUPAC recomienda el uso del término “isoenzima” para aquéllas proteinas
oligoméricas cuyas subunidades procedan de genes distintos y, por tanto, con distinta secuencia

polipeptidica.

El tamafio de la subunidad catalitica de AChE oscila entre 70 y 80 kDa, aunque ciertas
subunidades tienen valores superiores (100-110 kDa), como ocurre con la AChE de cerebro de
pollo (Rotundo, 1984a). Algunas de estas formas moleculares poseen subunidades de anclaje
no cataliticas: subunidades colagénicas (subunidad Q; Apdo. 1.5.2.2) o subunidades
hidrofébicas (subunidad P; Apdo. 1.5.3.3). Se denominan formas homomeéricas las que sélo
presentan subunidades cataliticas y formas heteroméricas las que contienen subunidades

estructurales adicionales (Massoulié y col., 1993).
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Todas las formas moleculares de AChE y BuChE se origina por procesos post-
transcripcionales y post-traduccionales especificos de cada tejido y que estan regulados por el
desarrollo. Pese a que todas las formas moleculares muestran propiedades cataliticas similares,
difieren en sus parametros hidrodinamicos, solubilidad, interacciones idnicas o hidrofébicas,
dotacién de carbohidratos y, ademas, en la estructura cuaternaria (probablemente el factor
determinante de la localizacion celular preferente, segin Massoulié y Bon (Massoulié y Bon,
1982). Aprovechando estas diferencias, existen diversos medios para separar los componentes
moleculares de AChE y de BUChE homogeneizando los tejidos, por cromatografia de filtracion en
gel, sedimentacion en gradientes de densidad de sacarosa y electroforesis en geles de

poliacrilamida, en condiciones no desnaturalizantes (Bon y col., 1991).

Las moléculas de AChE y BuChE se distribuyen en dos grupos muy diferentes: el de

las formas asimétricas (A) y el de las formas globulares (G). Las formas G pueden ser

monomeros (Gi), dimeros (G>) o tetrameros (G4) de la subunidad catalitica. Las moléculas
heteroméricas con la subunidad estructural P también son G4. Las formas A, todas

heteroméricas, contienen uno (A4), dos (Ag) o tres tetrameros cataliticos (A1) asociados a una

subunidad estructural o tallo de naturaleza colagénica. El subindice sefiala el nimero de
subunidades cataliticas en cada forma molecular. La Figura 1.10 muestra las formas

moleculares mas representativas de AChE.

Las subunidades se clasifican como T, H o R, de acuerdo con la naturaleza del péptido
C-terminal resultante del procesamiento alternativo del transcrito primario. Aunque este
dominio no es esencial para la actividad catalitica, decide la organizaciéon estructural de los

oligédmeros y por consiguiente, su localizacion final.

En vertebrados superiores, las subunidades AChE-T y AChE-H son las mas importantes
desde el punto de vista fisiolégico, porque originan las moléculas con estructuras mas
complejas. Las subunidades AChE-T generan varias formas homoméricas y heteroméricas.
Entre las Ultimas figuran los tetrameros de cerebro de mamifero, con la proteina estructural de
20 kDa (subunidad P), y las formas asimétricas de las uniones neuromusculares, con 1,2 o 3

tetrémeros ligados a una molécula particular de coldgeno (subunidad Q).

La heterogeneidad estructural de AChE y de BuChE en vertebrados es parecida, como
demuestra el hecho de que en todos los tejidos y especies investigados, a cada forma molecular
de AChE le corresponde otra de BuChE (Chatonnet y Lockridge, 1989; Massoulie y col., 1993;
Massoulié y Bon, 1982; Silman y Futerman, 1987a). El coeficiente de sedimentaciéon de la
molécula de AChE es ligeramente menor que el de su homéloga de BuChE, y lo que es mas, no
se han observado diferencias apreciables en el coeficiente de sedimentacién de las formas de
AChE (o BuChE) extraidas de distintos tejidos del mismo organismo ni en los procedentes de

distintos organismos.
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Figura 1.10. Formas moleculares de las colinesterasas. Se representa el gen de la AChE
humana, los mensajeros maduros generados por ensamblado alternativo, y toda la variedad de
formas moleculares que se obtiene de cada mensajero. El criterio basico de clasificacion
distingue las formas asimétricas (A) y las globulares (G). El polimorfismo molecular de la BuChE

emana de un sdlo transcrito y de la subunidad proteica correspondiente.

1. Introduccién y Objetivos



Capitulo I - Formas Moleculares de las Colinesterasas - 33

Suponiendo que el estado de agregacion molecular es el responsable ultimo de la
localizacion celular, el polimorfismo estructural de las ChEs facilitaria el transporte, la
localizacion y asociacion estable de las enzimas en su sitio funcional. No parece que la
disposicion estructural represente una ventaja cinética, ya que la actividad hidrolitica de los
centros activos es independiente del nimero y de la organizacidon de las subunidades. Esta
conclusion anterior se ve reforzada por la ausencia de cooperatividad entre las subunidades de

los oligémeros (Vigny y col., 1978; Viratelle y Bernhard, 1980).

Dentro de una misma especie animal la distribucién de las formas moleculares difiere
mucho de un tejido a otro, hasta el punto de que cada tejido tiene una composicion particular
de moléculas de AChE y/o BuChE, seguramente para satisfacer sus necesidades funcionales
especificas. Algunas patologias producen cambios en la distribucion de los componentes
moleculares de AChE y/o BUChE, lo que es importante a efectos de diagndstico. Esto ocurre en
las distrofias musculares (Cabezas-Herrera y col., 1994a; Cabezas-Herrera y col., 1997), en la
enfermedad de Alzheimer (Saez-Valero y col., 1997) y en la de Hirschsprung (Caussé y col.,
1987).

5.2. Formas Asimétricas

Las formas asimétricas de AChE y BuChE se caracterizan por la presencia de un tallo
de colageno, constituido por una triple hélice de tres subunidades colagénicas (Q). Como cada

hélice puede contener un tetrémero de subunidades cataliticas tipo T, las formas asimétricas

pueden ser A4, Ag, y A12, segun lleven uno, dos o tres tetrameros.

El tallo colagénico es rico en hidroxiprolina e hidroxilisina (Anglister y col., 1976;
Rosenberry y col., 1980), sensible a colagenasa y reacciona con anticuerpos contra el colageno
(Anglister y col., 1979). En los tetrdmeros unidos al tallo de coldgeno, dos de las subunidades
cataliticas permanecen unidas entre si por enlace disulfuro, y las otras dos subunidades se
asocian al tallo de colageno por puentes disulfuro (Rosenberry y Richardson, 1977). Con todo,
parece que las cisteinas no son imprescindibles para la unién de las subunidades cataliticas al

tallo de colageno.
La Figura 1.11 muestra la estructura cuaternaria de la forma A12 de la AChE.

Las formas asimétricas de AChE se hallan en todos los vertebrados y no han sido
detectadas en invertebrados. Predominan en el musculo esquelético, y sobre todo en su placa
motora (Bon y col., 1979; Fernandez y col., 1979a; Fernandez y col., 1979b). En mamiferos y
aves, las formas A de AChE se localizan en musculo esquelético y cardiaco, nervio vago y
ganglio periférico cervical superior (Gisiger y col., 1978; Skau y Brimijoin, 1980). En el tejido
nervioso, los niveles de estas formas no superan el 1% de la actividad total de la enzima, al
igual que sucede en el encéfalo de mamiferos y aves, siendo este porcentaje ligeramente mayor

en peces, reptiles y anfibios.
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El hallazgo de formas asimétricas hibridas en musculo de pollos recién nacidos, en las
gue subunidades de AChE y BUChE estan unidas a un mismo tallo colagénico, pone de relieve la
similitud entre AChE y BUChE (Tsim y col., 1988b; Tsim y col., 1988a). Estas moléculas hibridas
desaparecen en el pollo normal adulto (Tsim y col., 1988c), aunque permanecen en el musculo

distrdéfico, posiblemente como restos de una organizacidon molecular primitiva.

g—S

Figura 1.11. Representacion de la forma A12 de AChE, segun (Simon y col., 1998).

A baja fuerza ibnica, las formas asimétricas pueden unirse a polianiones tipo
glicosaminoglicano, que interaccionan con las cargas positivas del tallo colagénico (Bon y col.,
1979; Bon y Massoulié, 1978). De ahi la necesidad de medios con alta concentraciéon de sales
para extraerlas de los tejidos. Esta interacciéon es responsable de la asociacion de AChE a las
cubiertas extracelulares, como la lamina basal del musculo (Figura. 1.12) (Hall y Kelly, 1971;
Lwebuga-Mukasa y col., 1976; McMahan y col., 1978). Las formas globulares también se
pueden unir a la ldmina basal de esta manera, aunque con menos fuerza que las asimétricas.
Ademas, las moléculas asimétricas pueden quedar inmovilizadas en la ldmina basal del musculo
por interacciones covalentes con otras proteinas, posiblemente con la participacion de una

transglutaminasa (Emmerling y col., 1981).

La triple hélice de coldgeno de AChE contiene dos dominios HBDs (del inglés,
heparin-binding domains), ambos incluyen la secuencia consenso (grupos de aminodacidos
basicos) propio de las proteinas que se unen a heparina pero difieren en su afinidad por la
misma. Es posible que los dominios HBD sean importantes a la hora de localizar las formas
asimétricas en sitios especificos de la lamina basal, con el objetivo de garantizar su correcta

orientacidn en la estructura supramolecular (Deprez y col., 2000; Deprez y Inestrosa, 1995).
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Figura 1.12. Anclaje de las moléculas asimétricas de AChE a la matriz extracelular.
Las formas asimétricas interaccionan con las cadenas de glicosaminoglicanos que contienen los
proteoglicanos mediante el tallo colagénico, (Inestrosa y Perelman, 1990). Las formas
asimétricas extraidas de los tejidos se agregan en medios con baja fuerza idnica. Sin embargo,
tras un tratamiento suave con colagenasa, para eliminar la fracciéon distal del tallo, los
productos liticos pierden la capacidad de agregacion. Este hecho sugiere que la parte distal del

tallo es responsable del anclaje a la matriz extracelular.

La liberacion de las formas A por heparina, dermatan sulfato y condroitin sulfato, asi
como por heparinasas y condroitinasas, sugiere un papel especifico de los proteoglicanos,
heparan-sulfato y glicosaminoglicanos del grupo condroitin/dermatéan sulfato en el anclaje de las

formas asimétricas a la ldmina basal.

5.3. Formas Globulares

Se encuadran en este grupo todas aquellas formas moleculares de AChE (o BuChE)
que carecen de tallo colagénico. Las formas globulares son mas abundantes y estdn mas
distribuidas en los tejidos y fluidos bioldgicos que las formas asimétricas, especialmente en

vertebrados (Silman y Futerman, 1987b).
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Las formas globulares constituyen un grupo muy heterogéneo en el que, segln sus

propiedades hidrodindamicas, en particular el coeficiente de sedimentacién, encontramos

mondmeros G1 (entre 4 y 5S), dimeros Gy (6-7S) y tetrameros G4 (9-11S).

Las formas G, de AChE y BUChE pueden ser anfifilicas o hidrofilicas, segun lleven o no
la subunidad hidrofdbica P. Las variantes con el péptido P son frecuentes en las membranas del
sistema nervioso central (Boschetti y col., 1996; Inestrosa y col., 1987). En el érgano eléctrico
de Torpedo aparecen complejos formados por dimeros de AChE y una proteina no catalitica (8S)
(Bon y Massoulie, 1980), y en el plasma humano se han identificado mondémeros de BuChE

unidos de manera covalente a la albumina (Masson, 1991).

5.3.1. Formas globulares anfifilicas y no anfifilicas.

Estd plenamente demostrada la existencia de dos clases de formas globulares, las

anfifilicas (GA) y las no anfifilicas o hidrofilicas (GNA o} GH).

A diferencia de las formas hidrofilicas, las moléculas anfifilicas de AChE y BUChE son
capaces de fijarse en micelas de detergente o en liposomas preparados con fosfolipidos, bajo
condiciones no desnaturalizantes. La razon estriba en la presencia de dominios hidrofébicos en
tales moléculas anfifilicas. Esta propiedad facilita su anclaje a las membranas y la asociacidon con
micelas de detergente (Figura. 1.10). La formacién de complejos enzima-detergente altera el
coeficiente de sedimentacion de la proteina, en mayor o menor medida, segin sean las
propiedades micelares del detergente (Moral-Naranjo y col., 1996), fendmeno que no ocurre,

obviamente, con las moléculas hidrofilicas.

Ademas, se han observado cambios en el radio de Stokes y en la migracion
electroforética de las moléculas anfifilicas de AChE, en condiciones no desnaturalizantes (Garcia-
Ayllbn 'y col., 1999). Por esto, usando distintos detergentes podemos conocer el
comportamiento hidrodindmico de una determinada forma molecular de AChE o BuChE. Los
detergentes mas usados para este fin son el Triton X-100 y el Brij 96. La migraciéon de las
formas anfifilicas en un gradiente de sacarosa se retrasa si hay Triton X-100 en el medio, pero
aun mas si el gradiente lleva Brij 96 (que forma micelas de menor tamafio que el Triton X-100)

(Canovas-Mufioz y col., 1990; Grassi y col., 1982; Saez-Valero y col., 1993).

Normalmente, el tamafio de la enzima es mayor que el del dominio, o del componente
hidrofdbico, por lo que las moléculas anfifilicas de AChE o BUChE se consideran ectoenzimas.
Con digestidn proteolitica limitada es posible eliminar los dominios hidrofébicos de las ChEs. Asi
se liberan formas liticas cataliticamente activas, muy parecidas en tamafio a las originales, pero

incapaces de asociarse con liposomas y detergentes (Moya-Quiles y col., 1992).
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5.3.1.1. Formas globulares anfifilicas tipo I: Moléculas con subunidades AChE-H

Dentro de los dimeros anfifilicos de AChE, se conocen dos tipos (I y II), cada uno
generado por un ARNm maduro distinto. Los dimeros y mondmeros tipo I estan formados por
subunidades AChE-H; tienen un péptido C-terminal con una o dos cisteinas y una sefial para
incorporar glicosilfosfatidilinositol (GPI). El resto GPI, con etanolamina-glicano-fosfatidilinositol,
se une por enlace amida al extremo carboxilo de la subunidad catalitica (Bon y col., 1988)
(Figura. 1.13), de modo que el fosfolipido confiere propiedades anfifilicas a las moléculas de
AChE y las capacita para ligarse a las membranas. El resto GPI de AChE se puede marcar con
trifluoro-fenil-diazirina (Stieger y col., 1984) y, mediante tratamientos proteoliticos, se ha

podido conocer su estructura y composicion.

NH’C:O/ Enlace amida
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Figura 1.13. Estructura del resto glicosilfosfatidilinositol (GPI) que fija la AChE a la
membrana. Los mondmeros y dimeros de AChE de tipo I poseen GPI. R1 y R2 indican restos
alquilo o acilo. En la AChE de eritrocito humano, el dominio hidrofébico del glicolipido es un
alquil (R1-0) acil (R2-COOQO) dglicerol. Las flechas marcan los sitios de corte por la fosfolipasa D
(PLD) y fosfolipasa C especifica para el fosfatidilinositol (PIPLC) (Basado en (Ferguson, 1991).

La fraccién no peptidica contiene etanolamina, un glicano con 6-8 monosacéridos de
composicion variable (Ferguson, 1992), y fosfatidilinositol, cuyos restos de &acidos grasos

saturados e insaturados quedan incluidos en la membrana.

Se han localizado formas anfifilicas Gy tipo I de AChE en eritrocitos y linfocitos de

mamiferos (Gomez y col., 2003; Low y Finean, 1977; Nieto-Ceron y col., 2005; Roberts y

Rosenberry, 1985), érgano eléctrico de Torpedo (Futerman y col., 1983), musculo de Xenopus
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(Inestrosa y col., 1988), rifion, higado y timo de rata (Futerman y col., 1983) y ratén (Gomez y
col., 2000; Nieto-Ceron y col., 2005), y en musculo esquelético y cardiaco de ratén (Garcia y
col., 1988; Gomez y col., 1999; Moral-Naranjo y col., 2010). También se han encontrado
dimeros y mondmeros con GPI en células tumorales humanas (Saez-Valero y Vidal, 1995; Saez-
Valero y Vidal, 1996) y mondomeros en larvas de Drosophila (Toutant y col., 1988). No se han
observado moléculas de BuChE con GPI, a excepcion de un “intermedio” de colinesterasa en
musculo de platija (Stieger y col., 1989b).

A pesar de que los péptidos C-terminales de las subunidades H de AChE de Torpedo y
mamifero carecen de homologia en su secuencia, tienen en comun dos caracteristicas
funcionales: 1) la presencia de uno o dos restos de cisteina cerca del dominio catalitico, lo que
permite la formacion de dimeros por enlace disulfuro-intercatenario; y 2) la existencia de una
region hidrofdbica en el extremo C-terminal del péptido H, precedida por una sefial de corte (8-
10 restos) donde puede incorporarse un resto de GPI (Massoulie, 2002).

La secrecion de precursores no procesados de AChE-H puede contribuir, en parte, a la
produccion de AChE extracelular, como la que se encuentra en el plasma sanguineo (Massoulie,
2002).En las células hematopoyéticas de mamiferos, la expresion de AChE-H se relaciona con la
diferenciacion (Lapidot-Lifson y col., 1989b; Patinkin y col., 1990). No obstante, se desconoce el
significado biolégico de la AChE con GPI en las células sanguineas (eritrocitos, linfocitos y
plaguetas), sobre todo porque su actividad varia mucho entre distintas especies animales, e

incluso no aparece en las células sanguineas de reptiles y aves.

Inmediatamente después de la sintesis de AChE en el reticulo endoplasmico, la
subunidad AChE-H incorpora rapidamente un resto de GPI preformado en el propio reticulo. La
acilacion el anillo de inositol parece depender del equipo enzimatico de la célula (Toutant y col.,

1990), y no de la naturaleza del péptido que se elimina antes de afiadir el glicofosfolipido.

La estructura del resto GPI va a depender de la maquinaria biosintética de cada célula.
Por tanto, su composicién varia en las formas G> ligadas a la membrana plasmatica de varios

tipos celulares o en las mismas células procedentes de diferentes mamiferos. Ademas, en un
mismo tejido pueden coexistir varios tipos de dimeros de AChE que difieren en la fraccién
glucidica y/o lipidica. En humanos, el dominio hidrofébico de los dimeros anfifilicos de AChE tipo

I consiste en un alquilacilglicerol (Toutant y col., 1991; Toutant y Arpagaus, 1990)

Las fosfolipasas C especificas para el fosfatidilinositol (PIPLC) cortan la region
hidrofébica del glicolipido y convierten la enzima anfifilica en hidrofilica (Silman y Futerman,
1987a). Esta transformacion no se produce cuando uno de los hidroxilos del inositol forma un
éster con un resto acilo adicional. Esto ocurre en la AChE de eritrocito humano, donde un
hidroxilo del inositol queda esterificado con el &cido palmitico (Roberts y col., 1988). Por esta
causa, un 90% de la enzima del eritrocito humano (Toutant y col., 1989) y un 60% de la de
ratén (Gomez y col., 2003) es resistente a la PIPLC. El resto acilo adicional en el inositol impide
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la formacion del intermedio fosfato ciclico del inositol. A pesar de que la AChE de eritrocito
humano es sensible a la fosfolipasa D (PLD), la enzima resultante mantiene las propiedades
anfifilicas porque el inositol conserva el resto acilo. Cuando esto sucede, se puede hidrolizar el
grupo acilo adicional por tratamiento con hidroxilamina, en condiciones alcalinas. La incubacion

posterior con PIPLC o PLD facilita la conversion de la AChE anfifilica en hidrofilica.

Es posible que in vivo actle una PIPLC enddgena para liberar AChE de las membranas.
Ello explicaria la presencia de abundantes formas liticas de AcHe en Drosophila. Por otro lado, la
accion de la fosfolipasa enddgena generaria diacilglicerol o alquilacilglicerol, dos segundos

mensajeros activadores de la proteina quinasa C (Civenni y col., 1998).
5.3.1.2. Formas globulares derivadas de las subunidades AChE-T

Los vertebrados producen subunidades T de AChE y BuChE, las cuales generan una
gran variedad de moléculas, que incluye desde mondmeros, dimeros y tetrdmeros sin proteinas
estructurales a moléculas heteroméricas complejas (Figura 1.10). El péptido T de las
subunidades AChE-T y BuUChE-T de vertebrados estd constituido por 40 y 41 aminoacidos,
respectivamente (Massoulie, 2002). En ambos casos, hay un resto de cisteina en la posicion -4

del extremo C-terminal, que permite la formacién de enlaces disulfuro intercatenarios.

Las subunidades AChE-T producen las moléculas G1A, GzA, G4A, G4'\IA Y,

seguramente, un hexamero de 13,5 S, ademas de los tetrameros asociados con PRiMA y ColQ.
A) Mondémeros y dimeros anfifilicos de tipo II

Aunque los tejidos excitables y no-excitables expresan mondémeros y dimeros
anfifilicos (G;* y G,*) de AChE y BuChE, con subunidades AChE-T y BuChE-T, la relacién de
mondmeros y dimeros de AChE (y BuChE) varia segun la especie animal y el tejido que se

considere.

Los dimeros de tipo II se diferencian de los de tipo I en su resistencia a las
fosfolipasas y en la no agregacion en medios acuosos en ausencia de detergentes. Debido a la
semejanza con las propiedades de las formas anfifilicas tipo I, las moléculas homdlogas pero sin

GPI se denominan formas anfifilicas tipo II (Figura. 1.10) (Massoulie y col., 1993).

Respecto a la BUChE, se han encontrado dimeros de tipo II en células de la mucosa

intestinal de rata (Sine y col., 1991). El plasma de ratdén contiene pequefias cantidades de
moléculas GzA y G1A de BuChE, junto a las G4H, que son las formas mas abundantes (Garcia-

Ayllon y col., 1999a).
B) Tetrameros hidrofdébicos con subunidad de anclaje P (PRiMA)

Son las moléculas de AChE méas abundantes en el sistema nervioso de mamiferos y
sus subunidades cataliticas estan codificadas por el transcrito T. En el sistema nervioso, los
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tetrameros de AChE se unen a las membranas celulares a través del PRIMA, de modo parecido a
como las formas asimétricas se fijan a la ldmina basal de la unidon neuromuscular por la
subunidad ColQ (Perrier y col., 2002).

Estos tetrameros hidrofobicos estan constituidos por cuatro subunidades cataliticas,
dos de ellas unidas entre si por enlaces disulfuro y otros dos mondémeros asociados al tallo
hidrofébico de 20 kDa por puente disulfuro. El tallo se denomina PRIMA (del inglés, proline-rich
membrane anchor), y previamente “subunidad P”. La proteina PRIMA es responsable de las
propiedades anfifilicas de los tetrameros y sirve para anclarlos a las membranas celulares del
sistema nervioso (Figura. 1.14) (Gennari y col., 1987). Al igual que ColQ, la proteina PRIMA
puede ligarse a las subunidades de BuUChE. El uso de anticuerpos anti-PRIMA revelé que la
proteina de anclaje formaba parte de los tetrd@meros de AChE y BUChE en las membranas de

cerebro, musculo y corazdn de raton (Perrier y col., 2002).

PRAD

Subunidad AChE-T

a- hélice hidrofébica —
Dominio Transmembranoso

Sitios de N- y O-Glicosilacion —

Tetramero con Subunidad de
Anclaje P (PRiMA); G

Péptido senal DEC DM DC

Ny O-Glicosilaciones
R
PRAD
C C CC C C S S

PPPPLPPPPPPPPPP

PRIMA

Figura. 1.14. Estructura de la forma molecular G4A de AChE con la proteina PRIMA. La
proteina transmembranal PRiIMA (20 kDa) sirve de anclaje a la membrana de los tetrameros
G4A. En la subunidad PRIMA se observan: 1) el péptido sefial N-terminal, seguido de un

dominio extracelular (DEC) con 5 cisteinas, una secuencia rica en prolinas (PRAD) y los sitios
potenciales de N- y O-glicosilacién; 2) el dominio transmembranal DTM; y 3) la zona C-terminal

citopladsmica (DC), con las serinas susceptibles de fosforilacion (Perrier y col., 2002).

Es importante sefalar que las proteinas ColQ y PRIMA estan codificadas por los genes

correspondientes, que obviamente son distintos de los genes ACHE y BUCHE. Esto implica que
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la cantidad de moléculas de AChE (y BuUChE) con el tallo colagénico ColQ y con la proteina
hidrofébica PRIMA depende del nivel de expresion de los genes COLQ y PRIMA. La escasez de
ColQ plenamente funcional, por mutaciones o por una menor eficiencia en la traduccién de la
proteina, supondra un importante déficit de formas asimétricas en la unidn neuromuscular. El
resultado puede ser la aparicion de patologias musculares, como es el caso de la miastenia

congénita ocasionada por deficiencia de ColQ (Kimbell y col., 2004).

Por su parte, la disponibilidad de PRIMA también dependera de la expresion del gen
correspondiente. La menor expresion del transcrito PRIMA en el musculo esquelético y nervio
cidtico de ratones con distrofia muscular (Cabezas-Herrera y col., 2011; Moral-Naranjo y col.,
2010), en comparacion con la de los tejidos de ratones control, puede estar detras de la
importante reduccidn de los tetrameros de AChE y BuChE anfifilicos (con PRIMA) en el musculo
distrdfico de ratéon y humano. La deficiencia de dichos tetrameros en la membrana superficial de
la fibra muscular y neuronas puede contribuir a las anomalias funcionales observadas en el

musculo esquelético y el nervio periférico de los enfermos con distrofia muscular.

Ademas de los tetrameros anfifilicos de AChE (G4A), que suponen cerca del 80% del

total de los tetrameros, el cerebro de mamifero contiene tetrameros hidrofilicos (G4H), que se

extraen del tejido con alta fuerza idnica y sin detergente (Liao y col., 1994). En el cerebro
humano, la actividad recuperada con alta concentracion de sales alcanza un 20% de la actividad
total (Saez-Valero y col., 1993). Ademas, en el liquido cefalorraquideo aparece un tercer tipo de
molécula tetramérica, totalmente hidrofilica. Como se libera desde el sistema nervioso central,

se considera un componente de secrecion (Dally y Greenfield, 1994; Tornel y col., 1993).

La mayor parte de la actividad BuChE en el SNC se debe a una molécula G4A, ligada a

la membrana, requiere detergentes (Triton-X-100) o proteasas para su extraccidon y es
resistente a la PIPLC (Treskatis y col., 1992).

5.3.2. Oligomerizacion de las subunidades de AChE.

Los dimeros formados con subunidades AChE-H poseen una estructura espacial en la
que las hélices a7,8 y aio del dominio catalitico de una subunidad interaccionan con las

correspondientes de la otra subunidad, en una zona de contacto denominada FHB (del inglés,
four-helix bundle) (Figura. 1.15). Mediante mutaciones, como las sustituciones de
aminoacidos, en la superficie de las hélices a se reduce la dimerizaciéon de las subunidades
AChE-H y AChE-T, y se demuestra asi que los dos tipos de subunidades utilizan el mismo

dominio de interaccién, el dominio FHB (ver Figura. 1.15 en violeta) (Morel y col., 2001).

Los dimeros anclados por GPI s6lo conservan unos pocos restos C-terminales del
péptido H inicial, entre los que se incluyen la Cys que une las subunidades por puentes
disulfuro. Mientras en los dimeros de AChE-H la cisteina se encuentra préxima al final del
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dominio catalitico, en los de las subunidades AChE-T, la cisteina implicada en el enlace disulfuro
se localiza cerca del extremo C-terminal. Si en las subunidades de AChE-H o AChE-T se
sustituye la cisteina por serina se suprime la dimerizacion. La generacion de dimeros también
disminuye con subunidades truncadas, AChE-C (sin péptido H o T), pero persiste si tales

subunidades retienen la Cys C-terminal (AChE-C2).

Dentro de los tetrameros, la interfase dimero-dimero se extiende perpendicular al
plano constituido por los dos haces de cuatro hélices. El pequefio bucle Q, entre los
aminoacidos Cys257-Cys272 (Figura. 1.15. en amarillo), estd muy conservado en las
moléculas de AChE junto con las hélices a adyacentes. Este bucle sobresale de la superficie de
cada subunidad y se asocia con el sitio anidnico periférico de la subunidad adyacente, ocluyendo
estéricamente la entrada al pozo catalitico. También existe un bucle Q de mayor tamafio, entre

los restos Cys69-Cys96 (en rosa) situado sobre la entrada al pozo.

Figura 1.15. Asociacion de las subunidades AChE-H y AChE-T. Se observa como las
hélices a3 7,8 y a1 (en violeta) forman el FHB de los dimeros y tetrameros y la interaccion de

los bucles Q de cisteinas (amarillo) con el sitio anidnico periférico (PAS) de la subunidad

adyacente.
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6. BIOLOGIA CELULAR DE LAS COLINESTERASAS

6.1. Biosintesis y Ensamblado

Las colinesterasas, al igual que otras glicoproteinas de membrana y de secrecién, son
sintetizadas en ribosomas asociados el reticulo endopldsmico rugoso (RER) como precursores
inactivos. Después las subunidades de AChE y BuChE se liberan en el lumen, donde incorporan
el oligoglicano base y los restos de GPI (si los hubiera), se elimina el péptido sefial, las
subunidades adquieren la estructura terciaria 6ptima, se generan los dimeros y oligémeros, y
finalmente, las moléculas expresan actividad enzimatica (Massoulie y col., 1993). Mas tarde, los
oligosacaridos se modifican en el aparato de Golgi y a menudo incorporan N-acetilglucosamina y
galactosa. En funcién de la especie animal, las moléculas de AChE y BUChE pueden afiadir acido
sidlico. Al final, s6lo aquellas moléculas que han completado con éxito el procesamiento de sus
cadenas carbohidrato, se dirigen al exterior, como moléculas de secrecidn o permanecen

asociadas a la superficie celular (Rotundo, 1984b).

Los estudios han revelado la existencia de depdsitos de enzima inactiva en diversos
tejidos. Mediante marcaje radiactivo y analisis de sedimentacidon se ha podido seguir el esquema

de la biosintesis de la AChE en la linea celular T28 de neuroblastoma de ratén (Lazar y col.,

1984). En estas células T28 abundan las formas Gi, mayoritariamente intracelulares, y las

formas G4 en la superficie celular. Ademas, las células vierten algunas formas G1 y G4 al medio
de cultivo. Analizando la incorporacion de aminoacidos radiactivos a la AChE sintetizada de

novo, se observa que la forma Gi1 se renueva rapidamente, en pocas horas, mientras que la

sustitucion de G4 necesita varios dias. Probablemente, cada forma proceda de varios depdsitos,

cada uno con diferente vida media. La actividad catalitica aparece 30 minutos después de
completarse la sintesis polipeptidica. Al parecer, este periodo de latencia es necesario para que
el precursor inactivo adquiriera el plegamiento adecuado y para que los puentes disulfuro

estabilicen la conformacion necesaria para expresar actividad.

Todo parece indicar que las diferencias estructurales entre las moléculas activas e
inactivas son minimas, lo que apunta a que la maduracién del centro catalitico implica cambios
conformacionales en la molécula de AChE en un estadio temprano de su biogénesis (Rotundo,
1987).

La glicosilacién es util para conocer la progresion de las ChEs a través de los diferentes
compartimentos subcelulares, puesto que son conocidos los mecanismos por los que los
glicanos se modifican en el aparato de Golgi. De hecho, mediante el uso de varias lectinas
vegetales para identificar los monosacaridos terminales en los oligoglicanos, Rotundo fue capaz
de demostrar que el ensamblaje de las formas con tallo de colageno tiene lugar en las cisternas
del Golgi trans (Rotundo, 1984b).
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La Figura 1.16 recoge algunos de los procesos implicados en la biosintesis,

ensamblado y transporte de la AChE.

GENOMA Factores de transcripcion
l < Factores implicados en el

. — procesamiento del
NUCLEO Transcripcion mensajero nuclear

Procesamiento postranscripcional

ARNm muiltiples
RETICULO [ Traduccién |
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VESICULAS EN RUTA Exocitosis

HACIA LA MEMBRANA Secrecion de las formas hidrofilicas

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

Figura 1.16. Regulacion de la biosintesis, maduracion y transporte de las formas
moleculares de AChE. Modificado de (Vallette y col., 1991).

La estructura cuaternaria de las diferentes formas de ChEs (Gi, G2 y G4) deberia

presentar una secuencia légica de ensamblado progresivo, en la que las subunidades cataliticas
(mondmeros) oligomerizan para dar dimeros, que a su vez se asocian para formar tetrameros
(moléculas homoméricas) y finalmente, moléculas heteroméricas por la union con subunidades
estructurales. Aunque este esquema pueda ser cierto en lo esencial, todo apunta a que la
situacion in vivo es mucho mas compleja, y dificil de reproducir in vitro, especialmente en lo que
atafie a la composicidn particular de formas moleculares en cada tejido, debido a la accién de

factores extracelulares y de otros elementos.
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6.2. Glicosilacion de las Colinesterasas

Al igual que sucede con otras glicoproteinas de secrecion, las subunidades proteicas de
las ChEs pasan por el reticulo endoplasmico rugoso (RER), donde incorporan varias unidades del
oligoglicano base (NAcGIc)2(Man)9(Glc)3 en restos de Asn de secuencias Asn-X-Ser o Asn-X-Thr
(X: cualquier aminoacido excepto prolina). Después de un procesamiento inicial y de superar el

control de calidad, las glicoproteinas marchan con destino al Golgi.

Las glicoproteinas presentan una composicidon de oligosacaridos muy heterogénea,
debido a las modificaciones que sufre el oligoglicano base en el Golgi. La adicién secuencial de
restos de azlcares transcurre en las diferentes cisternas del aparato de Golgi (cis, medio y
trans); cabe destacar la eliminacion de residuos de manosa y la adicién de N-acetilglucosamina
en el Golgi medio, y la de galactosa y acido sidlico en el Golgi trans.

Frente a su masa molecular, el porcentaje de carbohidratos es del 10-15% en la AChE
(Massoulie y col., 1993) y algo superior en la BUChE, hasta un 25% (Weitnauer y col., 1999).
Aunque todas las formas moleculares de AChE y BuChE contienen glicanos, se han encontrado
diferencias en la composicion de los oligosacaridos de moléculas homadlogas en un mismo tejido
de diferentes animales (Massoulie y col., 1993), entre distintos tejidos o fluidos del mismo
animal (Tornel, 1992; Weikert y Layer, 1994) e incluso entre regiones subcelulares del mismo

tejido (Cabezas-Herrera y col., 1997; Campoy y col., 1992).

Hasta hoy, no existen evidencias de O-glicosilacion en las ChEs y el nimero de sitios
de N-glicosilaciéon depende del organismo (Arpagaus y col., 1991; Rachinsky y col., 1990). Por
estudios de mutagénesis dirigida, se ha observado que la eliminacién progresiva de los sitios de
N-glicosilacién de la AChE altera de forma gradual la sintesis y secrecion de la enzima respecto
a la molécula nativa, sin que ello afecte a la actividad de la enzima secretada (Velan y col.,
1993).

Estos datos indican que la glicosilacién correcta de las formas moleculares de las ChEs
es importante para el ensamblado de las subunidades en oligdmeros, para la apropiada
secrecién y para proteger a la enzima frente a la proteolisis. En algunos casos, las enzimas
carentes de carbohidratos o glicosiladas de manera anémala pueden perder su actividad o

dirigirse a un compartimento celular erréneo (Cabezas-Herrera y col., 1994b; Vidal, 1996).

Las lectinas vegetales constituyen una magnifica herramienta para el estudio de la
glicosilacion de las proteinas: la unidon de concanavalina A (Con A), aglutinina de germen de
trigo (WGA), aglutinina de ricino (RCA), de lenteja lens culinaris (LCA) o la lectina del artrépodo
Limulus a una glicoproteina particular aporta evidencias indirectas de la presencia de manosa,
N-acetilglucosamina, galactosa terminal o acido sidlico, respectivamente. Mediante el uso de
lectinas se sabe que las formas de AChE confinadas en la membrana celular o secretadas
contienen oligosacaridos complejos (Cabezas-Herrera y col., 1997; Moral-Naranjo y col., 1999).
La distinta interaccién de las moléculas asimétricas del musculo de ratén con la lectina RCA ha
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permitido distinguir dos clases de moléculas que difieren en su localizacion subcelular final. Asi,
se ha observado que las especies asimétricas (A12), con destino a la matriz extracelular del

musculo esquelético, incorporan restos de galactosa terminal en el Golgi trans; en cambio, las
que no adquieren galactosa pasan del Golgi a las membranas internas del musculo, mas

concretamente al reticulo sarcoplasmico (Cabezas-Herrera y col., 1997).

El estudio de la glicosilacion de las ChEs con lectinas también nos puede aportar

informacion de su origen, en situaciones donde colinesterasas de diferentes tejidos confluyan en
un mismo medio. Como ejemplo ilustrativo, la BUChE G4  del plasma humano interacciona casi

por completo con RCA, pero no su homologa de cerebro humano, lo que ha permitido deducir

que la BUChE del LCR (liquido cefalorraquideo) procede del cerebro y del plasma. En los casos
de meningitis bacteriana, se ha observado que toda la BuChE G4H del LCR se une a RCA, lo que

sugiere un trasvase de la enzima plasmatica al LCR a consecuencia de la mayor permeabilidad

de la barrera hematoencefalica que produce esta patologia (Tornel y col., 1992).

Los trabajos relativos a la glicosilacion de las ChEs siguen arrojando pruebas en
cuanto a su posible utilidad diagndstica. Se ha visto que la AChE del cortex frontal y LCR
(extraccién postmortem) de pacientes con Alzheimer presenta un modelo de glicosilacién
distinto que la enzima del grupo control o de enfermos con otro tipo de demencias. En cambio,
la glicosilacién de la AChE es normal en el cerebelo de individuos con Alzheimer, donde rara vez

se forman depodsitos de placas de amiloide. Estos resultados muestran que la proporcién de
moléculas ligeras de AChE (G2A y G1A) aumenta en la corteza cerebral y en el liquido

cefalorraquideo (LCR) de los enfermos de Alzheimer, al tiempo que cambia el patron de
glicosilacion respecto al de las formas homologas de individuos sanos (Saez-Valero y col., 1997;
Talesa, 2001).

6.3. Localizacion Celular de las Formas Moleculares de AChE

La gran variedad de formas moleculares de las colinesterasas se puede entender como

un mecanismo para la ubicacidn correcta de las distintas moléculas en su sitio funcional
concreto. Las formas globulares G4 predominan en la superficie externa de las células; por el

contrario, la mayoria de las formas ligeras G1 y Gy se localizan a nivel intracelular. Esta

diferencia se ha ratificado in vivo en cerebro de rata empleando el anticuerpo monoclonal anti-

AChE ZR1, que penetra en el sistema nervioso central cuando se inyecta en sangre. Tras la

inyeccidn en ratas, se observa que ZR1 interacciona in vivo con la forma G4 de cerebro pero no

con la Gi. En disolucién, el anticuerpo reconoce por igual a ambas formas moleculares

(Brimijoin y col., 1990).
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Los anticuerpos dirigidos contra el extremo C-terminal de las subunidades AChE-H o
AChE-T muestran la diferente distribucion de las formas moleculares de AChE. En las uniones
neuromusculares, las formas asimétricas de AChE se localizan tanto dentro de las células como

en la superficie celular, en asociacion con la ldamina basal (Rotundo y col., 2008). En cambio, las
A . . o .
formas G2 (con GPI) estan ausentes de la hendidura sinaptica, y se localizan preferentemente

en la superficie de las terminales nerviosas.

La distribucion de formas moleculares de AChE en la membrana plasmatica de las

neuronas no es uniforme, concentrandose la enzima en la regidon axonal. De hecho, en el
. . , A . o ,
sistema nervioso de mamiferos la forma G4 con PRIMA (mayoritaria en cerebro de mamiferos)

se localiza preferentemente en la membrana presinaptica (Marquis y Fishman, 1985), donde al

menos una parte esta integrada en microdominios de membrana o “rafts” (Xie y col., 2010).
6.4. Secrecion de las Colinesterasas

En diversos tejidos, las colinesterasas son transportadas a la superficie celular y
vertidas al medio extracelular, pero para ello deben adquirir el plegamiento correcto y los restos
de carbohidratos adecuados. La mayoria de los fluidos corporales, como suero, LCR, saliva, etc.,
contienen formas solubles de AChE, aunque se desconoce la funcidon que ejercen. Es previsible
gue la mision de las ChEs en estos fluidos biolégicos sea hidrolizar cualquier resto de acetilcolina

en el medio e impedir asi una activacién no deseada de los receptores colinérgicos.

En este sentido, la valoracién de la actividad ChE en los fluidos bioldgicos puede tener
aplicaciones en la clinica. Un ejemplo de ello lo constituye la importante reduccién de la
actividad de AChE en la saliva en los pacientes con Alzheimer (Sayer y col., 2004). Las
diferencias en la actividad AChE son también considerables en los enfermos que responden o no
a la terapia con inhibidores de colinesterasas. La alta variacién intra-individual estd retrasando
su aplicacién para el diagnédstico de la enfermedad de Alzheimer o como marcador de exposicidon

a los agentes organofosforados (Ng y col., 2009).

In vivo, G4 es la principal forma secretada por los musculos y los sistemas nerviosos

central y periférico. La secrecién de las formas A de AChE y BuChE precede al anclaje a la
ldmina basal, en las uniones neuromusculares. En cultivos de células PC12, la liberacién de
AChE se origina mediante los dos tipos de secrecidn conocida: exocitosis constitutiva y
regulada. En cada caso se libera un conjunto distinto de formas moleculares de AChE, lo que
sugiere que el empaquetamiento de las moléculas en los dos tipos de vesiculas es
independiente y que el espectro de formas de AChE liberadas depende de la naturaleza del
estimulo. Los estudios indican que los dominios cataliticos y los péptidos C-terminales de las
colinesterasas contribuyen a la formacion y secrecion de los distintos oligémeros (Liang y col.,
2009).
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7. FUNCIONES ALTERNATIVAS DE LAS COLINESTERASAS

La existencia de ChEs en tejidos y células no excitables sugiere que dichas enzimas
participan en funciones “no colinérgicas”, esto es no relacionadas con la transmision colinérgica.
Los datos acumulados apuntan a que, mediante las acciones no colinérgicas (o no cataliticas),
las ChEs participan directamente en procesos de proliferaciéon y diferenciacién celular y en la
morfogénesis. La AChE parece jugar un papel importante en el crecimiento axonal (Bigbee y
col., 2000), sinaptogénesis (Sternfeld y col., 1998a), adhesidn celular (Bigbee y Sharma, 2004)
y migracion neuronal (Byers y col., 2005; Dori y col., 2005), funciones independientes de la
capacidad enzimatica para hidrolizar ACh (Soreq y Seidman, 2001) y mas relacionadas con la
fuerte tendencia que muestran ciertos dominios estructurales de las ChEs de interaccionar con
otras proteinas. Es importante destacar que las distintas variantes de las ChEs y/o sus péptidos
C-terminal producidos por protedlisis difieren en la expresion estas funciones “no cataliticas”
(Dori y col., 2005; Grifman y col., 1998; Massoulie y col., 2005; Sternfeld y col., 1998b). En
general, aunque las variantes AChE-T (AChE sinaptica) y AChE-R son inducibles por inhibidores
de las colinesterasas o por dafio neuronal, la expresion de AChE-R parece estar relacionada con
los procesos de neuroproteccién y reparacion y la produccion de AChE-T con fendmenos de

neurotoxicidad (Cohen y col., 2002; Perrier y col., 2005).

Entre las funciones no clasicas, se puede incluir la hidrdlisis de ACh en un contexto no
sindptico, un papel que ejercen las ChEs circulantes en sangre, en forma soluble (BuChE) o
ligadas a células sanguineas (AChE). Las colinesterasas pueden incluso desarrollar acciones
cataliticas distintas de la esterasa, como la actividad arilacilamidasa asociada a la BuChE y AChE
(Balasubramanian y Bhanumathy, 1993; Boopathy y col., 2007; George y Balasubramanian,
1981; Montenegro y col., 2008a; Montenegro y col., 2008b).

Es posible que las ChEs estén involucradas en fendmenos de adhesion celular, sin
necesidad de expresar actividad catalitica alguna (Bigbee y Sharma, 2004; Johnson y Moore,
2007; Paraoanu y Layer, 2008; Soreq y Seidman, 2001). Conviene sefialar la presencia de ChEs
en bacterias (Perez y col., 2002) e, inesperadamente, en plantas (Madhavan y col., 1995;
Momonoki, 1997; Momonoki y col., 1998; Sagane y col., 2005), organismos en los que todavia
se desconocen sus funciones. Algunas de estas funciones no clasicas se han atribuido al centro
anionico periférico (PAS). Entre ellas destacan los fenédmenos de adhesion celular, formacion de
depdsitos de amiloide y el crecimiento de las neuritas (Johnson y Moore, 2006).

7.1. Actividades Cataliticas no Colinérgicas

Las colinesterasas son enzimas altamente eficientes para la hidrdlisis de ésteres de
colina aunque no son sus Unicos sustratos (Layer y Willbold, 1995). Asi, la aspirina y sus

derivados neutros son hidrolizados por estas enzimas (Masson y col., 1998).
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Es muy probable que la AChE y la BuChE manifiesten actividad arilacilamidasa (AAA)
inhibida por aminas. Mediante esta actividad, las ChEs hidrolizan el enlace amida de algunas
arilacilamidas, como el sustrato o-nitroacetanilida (Allebrandt y col., 2005; George vy
Balasubramanian, 1980; Layer y col., 2005).

Los inhibidores clasicos de las ChEs y la 5-hidroxitriptamina (serotonina) reducen la
actividad arilacilamidasa (Darvesh y col., 2003; George y Balasubramanian, 1980). Se
desconoce la identidad del sustrato enddgeno, por lo que falta por aclarar el significado
fisiologico de la actividad AAA. Dado que varios analgésicos, como el paracetamol, contienen un
grupo acilamida, que puede ser hidrolizado por la actividad AAA, algunos autores han sugerido
que las ChEs podrian estar implicadas en la percepcion y/o modulacidn del dolor. La serotonina
prolongaria los efectos analgésicos al bloquear su hidrdlisis, via inhibicion de la AAA de las

colinesterasas (Balasubramanian y Bhanumathy, 1993).

La maduracion y/o degradacidon de ciertos neuropéptidos, caso de los derivados de las
encefalinas que se generan a partir de cromogranina A (Ismael y col., 1986), se asociaron, en
un principio, a una actividad proteolitica en las ChEs (Lockridge, 1982). Sin embargo, los
trabajos posteriores descartaron esa actividad proteasa o peptidasa de las ChEs (Checler y col.,
1994; Checler y Vincent, 1989) y la atribuyeron a proteasas contaminantes en las enzimas
purificadas (Chatonnet y Masson, 1985; Chatonnet y Masson, 1986; Checler y Vincent, 1989;
de Serres y col., 1993).

La BUChE es la enzima responsable de la hidrdlisis de succinilcolina (suxametonio, un
anestésico miorrelajante). La degradacion rapida del suxametonio por la BuChE plasmatica es
fundamental para que el paciente recupere la ventilacién pulmonar. Una ralentizacién extrema,
producida por la exposicion a organofosforados (motivos laborales) o asociada a variantes
genéticas silentes de la BUChE , puede llevar a la aparicidon de episodios de apnea prolongada y
paralisis (Perez-Guillermo y col., 1987b; Perez-Guillermo y col., 1987a). Por otro lado, BUChE es
capaz de hidrolizar drogas como fisiostigmina (Silver, 1974), cocaina (Lynch y col., 1997,
Mattes y col., 1997) y heroina (Lockridge y col., 1980; Valentino y col., 1981). Muchas de estas
acciones se atribuyen a su actividad colinesterdsica, pero en algunos casos la BUuChE actta con

actividad no esterasica.

Hay quienes consideran que la BuChE es una enzima superflua, apoyandose en el
hecho de que un numero indeterminado de personas, sin manifestacidon patoldgica alguna, son
portadoras de variantes genéticas “silentes” de BUChE, cuya actividad enzimatica es 0-10% de
la normal. De las 39 variantes genéticas identificadas para BuChEg, 30 corresponden a formas
silentes (Lockridge y Masson, 2000). Tales variantes se originan por mutaciones puntuales y por

cambios en la pauta de lectura durante su sintesis (Lockridge y Masson, 2000).

Por otro lado la capacidad de BuChE para hidrolizar acetilcolina sin sufrir inhibicion por
exceso de sustrato, permite considerarla como una “enzima de apoyo” en la hidrodlisis del

neurotransmisor, cuando la actividad AChE esté inhibida o ausente, como ocurre a elevada
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concentracion de acetilcolina o en ratones knock-out para AChE. Aunque se desconoce el
sustrato bioldgico de la BUChE, a la vista del amplio repertorio de sustratos y agentes que
transforma, puede que funcione como una proteina “fijadora” o “inactivadora” de agentes con
actividad anticolinesterasica. La inmovilizacion de estos agentes por la BUChE protegeria a la
AChE sinaptica de la inhibicién e impediria el bloqueo de los receptores colinérgicos nicotinicos y
muscarinicos (Perez-Guillermo y col., 1987b; Perez-Guillermo y col., 1987a) (Loewenstein-
Lichtenstein y col., 1996; Soreq y col., 1992b). La capacidad de la AChE eritrocitaria para
hidrolizar heroina, una capacidad que no tiene la enzima de cerebro, se puede interpretar como

un mecanismo de proteccion frente a agentes anticolinérgicos (Salmon y col., 1999).

Es de destacar que la sintesis de BuUChE tiene lugar principalmente en higado y que
algunos de los intermedios de la p-oxidacion, como el butiril-CoA pueden dar lugar, en presencia
de colina, a butirilcolina. Por su parte, la butirilcolina ejerce una poderosa accion nicotinica,
siendo necesaria su rapida eliminacidon para evitar la apariciéon de efectos tdxicos. Ademas, la
presencia de BUChE en las células endoteliales de capilares corticales y vénulas postcapilares del
higado sugiere que BuChE ayuda a promover el crecimiento tisular previniendo la formacién de
ésteres de colina, potencialmente tdxicos, a consecuencia del intenso metabolismo de acidos

grasos en el tejido en crecimiento.
7.2. Funciones no Cataliticas

La expresion espacio-temporal de AChE durante estadios tempranos de la
embriogénesis, en la extensién de las neuritas en embriones y en el desarrollo muscular, asi
como la presencia de AChE en contextos no colinérgicos, como en neuronas no colinérgicas y en
células hematopoyéticas, osteogénicas y neoplasicas, sugiere que las ChEs ejercen “funciones

”ow

no clasicas”, “no colinérgicas” o “no cataliticas”.

Se ha propuesto que la liberacidn de AChE en varias regiones del cerebro regula la
accion de algunos neurotransmisores no colinérgicos (Layer y Willbold, 1995). Asi, por ejemplo,
En la sustancia negra, una estructura con apenas sinapsis colinérgicas, se libera actividad AChE
junto con dopamina. La coliberacién podria estar relacionada con la actividad motora o con la
estimulacion sensorial (Greenfield, 1985; Greenfield, 1991). La aplicacion exdégena de AChE a la
sustancia negra produce la hiperpolarizacion reversible de una subpoblacién de neuronas, efecto
mediado por la apertura de canales de K" dependientes de ATP (Webb y Greenfield, 1992).
Todo indica que el efecto es especifico de AChE y no de BUChE, y que es independiente de la
actividad catalitica, ya que esta funcién moduladora persiste después de la inhibicidn irreversible
de AChE con DFP (diisopropilfluorofosfato) o con preparaciones de AChE hervida (Massoulié y
col., 1993).

La presencia de AChE en los progenitores de las células sanguineas senté la base de
su posible participacion en los procesos de hematopoyesis y trombopoyesis (Grisaru y col.,
1999b; Lev-Lehman y col.,, 1997; Paoletti y col., 1992). Se ha demostrado la activacion
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transcripcional del gen ACHE en linfocitos activados por hemaglutinina, y se ha puesto de
manifiesto que en el proceso colaboran las acciones cataliticas y no clasicas de AChE
(Kawashima y Takeshi, 2000).

La participacion de las ChEs en las interacciones proteina-proteina fue inesperada y
sorprendente por la variedad de funciones celulares implicadas. Las colinesterasas muestran
homologia secuencial con lipasas y esterasas, pero también con proteinas no cataliticas, un
fendmeno atribuido a la diversificacion evolutiva de una proteina ancestral comun (Pezzementi y
Chatonnet, 2010); En vertebrados, la primera proteina homdloga de la AChE que se identificd
fue la tiroglobulina (Swillens y col., 1986). A ésta siguieron la neuroliguina-1 y la neuroliguina-2
(NL-1 y NL-2). En invertebrados, la glutactina, gliotactina y neurotactina de Drosophila
muestran secuencias homologas con proteinas de la familia de las serin-hidrolasas. El conjunto
de proteinas que comparten dicha homologia secuencial forman la familia CLAM
(“Cholinesterase-Like Adhesion Molecules”) y parecen esenciales para la formacion de uniones
intercelulares (Gilbert y Auld, 2005).

Diferentes equipos de investigacion han aportado pruebas acerca de la implicaciéon de
AChE en la extension de las neuritas, con independencia de su capacidad hidrolitica (Bigbee y
Sharma, 2004; Sharma y col., 2001; Sternfeld y col., 1998a). En un principio quedé muy clara
la participacién de AChE en la neuritogénesis mediante una actividad no catalitica, ya que el uso
de inhibidores dirigidos a su centro activo, como edrofonio o tacrina, no bloqueaban tal efecto.
En cambio, los inhibidores del sitio aniénico periférico (PAS), como el propidio o la galamina,
demostraron que el PAS es el responsable de la actividad neurotréfica de AChE (Mufioz y col.,
1999).

También ha quedado demostrada la participacion del PAS en los procesos de adhesion,
mediante el uso de anticuerpos monoclonales dirigidos contra el sitio catalitico o contra el PAS
de la molécula de AChE (Johnson y Moore, 1999; Johnson y Moore, 2000b). De hecho, se ha
observado que la AChE humana es capaz de interaccionar, a través del PAS, con la laminina-1
de raton y con el colageno tipo IV humano, dos componentes importantes de la matriz

extracelular.

7.3. Colinesterasas en la Proliferacion Celular y el Desarrollo

Embrionario

La aparicion de los componentes del sistema colinérgico, incluidas las ChEs, antes de
la sinaptogénesis (Filogamo y Marchisio, 1971), sustenta la hipotesis acerca de la existencia de
un operador colinérgico primitivo en todas las neuronas en desarrollo e independiente del
neurotransmisor que vayan a producir finalmente. Esta expresidon transitoria de las ChEs se ha
denominado “colinesterasa embrionaria” (Drews, 1975; Paraoanu y col., 2006). Las acciones de

la expresion espacial y temporal de las ChEs durante la embriogénesis quedan patentes si se
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tienen en cuenta los efectos teratogénicos de inhibidores de las ChEs, como los compuestos

organofosforados en embriones de aves

La deteccién de actividad BUChE en las células de Schwann (Dubovy y Haninec, 1990),
y en otros tipos celulares que rodean a los axones, durante el desarrollo del pollo, sugiere que la
enzima puede influir en los procesos de elongacion axonal y locomocion. BUChE comparte esta
funcidn con AChE, ya que en estudios del desarrollo del embridn de pollo, se ha observado una

expresion diferencial de AChE y BUChE en cerebro y retina (Paraoanu y Layer, 2008).

Puesto que la expresién de BUChE precede a la de AChE, se ha propuesto que la
BuChE regula la expresion de AChE (Layer y Willbold, 1995). Koelle y colaboradores fueron los
primeros en describir cierta dependencia entre la expresion de AChE y BuChE (Koelle y Ruch,
1983; Koelle y col., 1976). La presencia de moléculas activas de BuChE favorece la expresion de
AChE, un fendmeno observado durante la diferenciacion celular de neuronas o en periodos de
recuperacion de AChE tras su inhibicion irreversible (Koelle y col., 1979; Koelle y col., 1982). El
grupo del Prof. Layer ha propuesto que una relacion BuChE/AChE anormal durante el desarrollo

de un tejido particular puede indicar una alteracion patoldgica grave (Layer, 1996).

La actividad BuChE es elevada en varios sistemas celulares proliferativos, como los de
la periferia del ojo (Layer y col., 1992; Robitzki y col., 1997), los del sistema hematopoyético y
ciertas células tumorales (Bartha y col., 1982; Soreq y col., 1991). En trabajos con tumores
intracraneales (gliomas, meningiomas, etc.), se observa una relaciéon directa entre la actividad
BuChE del tumor y la capacidad proliferativa de las células (Barbosa y col., 2001; Vidal, 2005).
Aungue se sabe que los inhibidores de la actividad BuChE reducen la proliferacion celular, se

desconocen los mecanismos moleculares por los que la BUChE estimula la mitosis.

En células de neuroblastoma, se ha observado que durante la etapa de diferenciaciéon

se produce un incremento en los niveles de AChE asociada a la membrana y de secrecidon, que
corresponde principalmente a la molécula G4. Con inhibidores especificos para AChE y BuChE,

asi como con anticuerpos, se ha demostrado la implicacién de la AChE en la adhesién de las
células de neuroblastoma. Esta funcién de adhesidn es ejercida a través del PAS de la AChE. En
cambio, la BUChE parece tener un efecto anti-adhesivo (Johnson y Moore, 2000a).

En estudios con células derivadas de un adenocarcinoma de colon humano, células
Caco-2, se observan los cambios en la actividad de las ChEs dependientes de la diferenciacién
celular (Plageman y col., 2002). Los autores del trabajo observaron que la diferenciacion celular
(tras 21 dias de cultivo continuo) lograba aumentar 7,5 veces la actividad AChE. La propuesta
es coherente con el aumento simultaneo de la actividad AChE y de otros marcadores de

diferenciacién, como la fosfatasa alcalina (Plageman y col., 2002).

El hecho de que ratones “knock-out” para AChE, incapaces de expresar actividad
AChE, sobrevivieran hasta tres semanas después de su nacimiento (Xie y col., 2000) sorprendid

extraordinariamente a la comunidad cientifica, por cuanto estaba plenamente asumida la idea
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de que la AChE era una proteina esencial para la vida. Para explicar la supervivencia de los
ratones en ausencia de AChE se propuso un papel compensatorio de BuChE (Li y col., 2000). El
desarrollo relativamente normal de los ratones knock-out para AChE contrasta con el fenotipo
letal en los mutantes de Drosophila, inviables ya desde el estado embrionario (Greenspan y col.,

1980), un efecto que se relaciona con la falta de BUChE en Drosophila.
7.4. Papel de AChE en la hematopoyesis

A pesar de los numerosos estudios que describen la presencia de los componentes del
sistema colinérgico en células de origen hematopoyético, incluyendo la colina acetil tranferasa
(CHAT), las colinesterasas AChE y BuChE, y los receptores de acetilcolina, (Wessler y col.,
1998; Deutsch y col., 2002) el papel del operador colinérgico en la regulacién de la homeostasis

hematopoyética todavia no ha sido totalmente aclarado.

Como la AChE se expresa en diferentes lineas hematopoyéticas (Burstein y col., 1980)
(Deutsch y col., 2002; Serobyan y col., 2007; Soreq y Seidman, 2001), se ha propuesto que la
enzima interviene en el ajuste de la composicién celular hematopoyética normal. También, se
ha correlacionado la exposicidon a insecticidas inhibidores de AChE con mayor riesgo de
desarrollar leucemias (Perry y Soreq, 2004). Los estudios epidemioldgicos han confirmado que
existe una correlacion significativa entre la disminucién de las ChEs en sangre y la aparicion de

leucemias en trabajadores agricolas expuestos a organofosforados (Brown y col., 1990).

Estudios con ratones transgénicos que sobre-expresan AChE-R sugieren que esta
variante de AChE estd parece estar relacionada con la recuperacién trombopoyética, lo que
aporta un nuevo mecanismo terapéutico para reforzar la produccion de plaquetas. (Grisaru y
col., 2006). Ademas, el gen ACHE reside en un locus cromosdémico sujeto a frecuentes rupturas
en procesos de malignidad hematopoyética (Ehrlich y col., 1992), mutacién y amplificacion
génica en leucemias (Lapidot-Lifson y col., 1989a; Stephenson y col., 1996) y otras
anormalidades de las células sanguineas, incluyendo la deficiencia plaquetaria asociada al lupus

eritematoso (Zakut y col., 1992).

La localizacion nuclear de AChE en los megacarioblastos humanos refuerza la hipétesis
de un posible papel regulador durante la fase de proliferacion temprana de los megacariocitos
(Soreq y col., 1994a). Sin embrago, dado que la secuencia polipeptidica de AChE no incluye
ninguna sefial de localizacion nuclear, ha de haber alguna proteina (o proteinas), desconocida
por ahora, que se encargue de transportar la AChE al nlcleo. En este sentido, recientemente se
ha descrito que la interaccién entre AChE y la proteina RanBPM facilita su traslocacion al ndcleo,

al menos durante la apoptosis (Gong y col., 2009).

Mientras que los eritrocitos humanos poseen elevada actividad AChE (Dutta-
Choudhury y Rosenberry, 1984), no sucede lo mismo en los megacariocitos maduros (MKs). En

cambio, en roedores la actividad AChE es considerable en los megacariocitos maduros y
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plaquetas, y muy baja en eritrocitos y en megacariocitos inmaduros (Matsumura-Takeda y col.,
2007).

Por otro lado, la AChE parece ejercer una accion no colinérgica sorprendente en los
macrofagos. Al cultivar macrofagos procedentes del peritoneo de rata en presencia de AChE, se
observa un incremento en el consumo de oxigeno, independiente de la respiracidon mitocondrial.
La incapacidad del BW284c51 para bloquear este efecto, descarta la implicacion de la actividad
catalitica de AChE. Estos estudios indican que la AChE activa sistemas no mitocondriales que
consumen oxigeno en macréfagos, por acciones que son independientes de los sitios catalitico y

periférico (Klegeris y col., 1994).

8. LAS COLINESTERASAS EN DISTINTOS ESTADOS
PATOLOGICOS

Debido a la importancia fisioldgica de la AChE para el mantenimiento de la vida, por
un lado, y a la existencia de un solo gen ACHE en vertebrados, por otro, no se conocen
patologias causadas por defectos de la estructura propia del gen. En cambio para BuChE se han
identificado distintas variantes derivadas de mutaciones genéticas naturales (La Du y col.,
1991; Lockridge, 1991; Lockridge y col., 1991; Lockridge y col., 1997; Mikami y col., 2008;
Primo-Parma y col., 1992; Takagi y Mori, 1997). Son muchos los ejemplos de patologias en las
que se han detectado anomalias en los componentes del “operador colinérgico”. Dicho operador
estd constituido por los elementos que participan en la sintesis del neurotransmisor ACh (colina
acetiltransferasa), en su degradacion (ChEs) y por los receptores (nicotinicos y muscarinicos).
Respecto a las colinesterasas, las alteraciones en la expresién génica y en los procesos
post-transcripcionales o post-traduccionales, que operan sobre los transcritos primarios o sobre
las proteinas recién sintetizadas, pueden producir cambios que afectan al contenido de AChE y/o
BuChE, a la composicién de formas moleculares, o las propiedades estructurales de dichas
enzimas (Grisaru y col., 1999a).

Las alteraciones de las propiedades de las ChEs son de utilidad clinica ya que pueden
aportar informacién diagndstica y/o prondstica de la enfermedad en estudio. Sirva como
ejemplo el caso de la AChE neural, cuyos cambios en su cantidad, actividad y estructura se
podrian emplear para el diagnostico precoz de patologias neurodegenerativas, como la
enfermedad de Alzheimer o Parkinson (Garcia-Ayllon y col., 2007; Garcia-Ayllon y col., 2010) o
en el diagnostico prenatal de defectos en la formaciéon del tubo neural (Chen, 2008). En
oncologia, ademas de los estudios que sugieren una influencia de las colinesterasas en la
tumorogénesis (control de la proliferacidn, diferenciacién, apoptosis y metdastasis), se ha

propuesto que los cambios en la expresidén y propiedades de las colinesterasas son de utilidad
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para predecir la supervivencia y la progresion de la enfermedad en cancer de ovario (Motamed-
Khorasani y col., 2007).

8.1. Hemoglobinuria paroxistica nocturna

El sindrome de Marchiafava-Micheli, también conocido como hemoglobinuria
paroxistica nocturna, es un trastorno poco frecuente que se caracteriza por hemolisis y
hemoglobinuria, mas acentuada durante el suefio. El sindrome de Marchiafava-Micheli ocasiona
una clase particular de anemia y es mas frecuente en hombres de 20-30 afios, pero ocurre en

ambos sexos y a cualquier edad.

El origen de esta enfermedad es una anomalia que puede aparecer de modo natural o
inducida por ciertos farmacos usados para mejorar la pancitopenia asociada a la anemia
aplastica. El resultado de la enfermedad es un defecto de la membrana celular de las células
sanguineas, especialmente de los hematies, que los hace muy vulnerables a la lisis mediada por
el sistema complemento. La causa de la patologia es una mutacion somatica en las células
madre hematopoyéticas de la médula 6sea. Como resultado, las células madre y toda su
progenie pierden la capacidad para producir proteinas con restos de glicosilfosfatidilinositol
(GPI). La razon estriba en las mutaciones en el gen PIG-A, cuya expresion es necesaria para la
Ultima etapa de la sintesis de GPI. La falta del anclaje GPI impide la fijacion a la membrana
celular de las proteinas CD59 y CD55, cuyas actividades son de capital importancia a la hora de
regular la lisis de los hematies por el complemento (Taylor y Hooper, 2011). La deficiencia de
GPI hace que varias proteinas, entre las que se incluye la AChE, no puedan quedar
inmovilizadas en la membrana de los eritrocitos, por lo que escapan al medio externo (Chow y
col., 1985; Rao y col., 1993).

8.2. Defectos del tubo neural

Con el nombre de defectos del tubo neural se conocen una serie de malformaciones
congénitas debido a fallos en el cierre del tubo neural durante los primeros estadios del
desarrollo embrionario. En Espafa, la incidencia es de 0,80 por cada mil recién nacidos vivos (la
mitad debido a anencefalia y la otra mitad a espina bifida). Desde la incorporacién al programa
de deteccién precoz la medida de a-fetoproteina (AFP) en el suero materno, la prevalencia de

los defectos del tubo neural se ha reducido hasta practicamente cero.

La AChE del liquido amnidtico tiene un importante valor diagndstico de posibles
defectos del tubo neural. En tales casos, aumenta la actividad AChE en el liquido amnidtico y en
un gel de electroforesis no desnaturalizante (método mas seguro de diagnosis, sin falsos
positivos) se detecta una banda especifica o una electro-variante anémala (Chubb y col., 1979;
Smith y col., 1979).
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En nifios con meningitis bacteriana aumentan las actividades AChE y BuChE en el
liquido cefalorraquideo de modo significativo (Tornel y col., 1993; Tornel y Vidal, 1991). Por otro
lado, mientras que la BUChE de origen neural apenas interacciona con la lectina de ricino (RCA”
), la enzima plasmatica se fija en su totalidad a la lectina (RCA*) (Tornel y col., 1992). En
circunstancias fisioldgicas normales, sélo un 60% de la enzima del liquido cefalorraquideo (LCR)
se liga a RCA, lo que prueba que en el LCR convergen la enzima neural y la plasmatica. En nifios
con meningitis bacteriana, aumenta poderosamente la actividad BuChE en el LCR y el
porcentaje de interaccion con la lectina RCA, hechos que demuestran que el incremento de
actividad se debe al transito de la BUChE plasmatica hacia el LCR, probablemente por un
deterioro de la barrera hematoencefalica y no por una alteracion de la secreciéon de la BuChE
neural. Se ha propuesto que la fracciéon de BUuChE-RCA* en el LCR puede servir como un indice
del grado de integridad de la barrera sangre-cerebro. Dicha fraccion BuChE reactiva aumenta a

medida que se deteriora la permeabilidad de la barrera.

8.3. Sindromes Miasténicos

La miastenia gravis (MG; “debilidad muscular grave”) es una patologia neuromuscular
que se caracteriza or debilidad extrema y fatiga de los musculos esqueléticos. El defecto
subyacente es una disminucion del nUmero de receptores nicotinicos de acetilcolina en la unién
neuromuscular. El déficit de receptores puede ser ocasionado por una repuesta inmune anormal
0 a mutaciones en alguna de las proteinas de la unidon neuromuscular, que son esenciales para
el correcto acoplamiento de la excitacion con la contraccién. La miastenia gravis es
relativamente frecuente; afecta a 1 de cada 7.500 personas y aunque puede aparecer a

cualquier edad, es mas frecuente en mujeres de 20 a 40 anos y en hombres de 50 a 70 afios.

Uno de los sindromes miasténicos esta relacionado con cambios en la composicion de
formas de AChE en las sinapsis neuromusculares (Engel y col., 1977). La ausencia casi total de
formas asimétricas de AChE en las uniones neuromusculares causa fatiga y una debilidad
muscular extrema, debido a la sobre-activacion y desensibilizacion de los receptores nicotinicos.
Esta situacion empeora si se administra edrofonio, un inhibidor reversible de la AChE. En los
enfermos, la subunidad catalitica de AChE es totalmente normal; en cambio, las mutaciones
generan formas truncadas de la subunidad colagénica Q, que ahora son incapaces de unir los
tetrdmeros de AChE y, por tanto, de producir moléculas asimétricas. Como los musculos de los
enfermos carecen de formas asimétricas de AChE, la cantidad de ACh en las proximidades de
los receptores nicotinicos es mucho mayor de lo necesario, lo que se traduce en un

funcionamiento anormal de los receptores (Ohno y col., 2000).

Otro de los sindromes miasténicos se debe a un déficit de receptores nicotinicos como
resultado de una respuesta autoinmune, que produce anticuerpos frente a los receptores de
acetilcolina y reduce el nimero de receptores necesarios para la excitacidon muscular. En el
tratamiento de la myasthenia gravis, a causa de autoinmunidad, se vienen utilizando inhibidores
de la AChE. Se pretende con ello evitar la hidrdlisis del neurotransmisor, aumentar su cantidad
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en el entorno de los receptores y compensar asi la falta de receptores (Jaretzki, III y col., 2000;
Keesey y col., 1982; Keesey, 2004). Sin embargo, estos inhibidores induce la sobreexpresion de
la variante “readthrough” de la enzima, AChE-R, en el musculo de ratones sanos, al tiempo que
dafan la integridad del musculo y la estructura de la unidon neuromuscular (Brenner y col.,
2003). A través del aumento de proteina AChE-R, ciertos fadrmacos podrian agravar algunas
enfermedades. El aumento de la proteina AChE-R con farmacos anti-AChE y los efectos
adversos de esta variante de AChE ponen en entredicho la utilidad de los inhibidores de AChE
para detener la progresiéon de las miastenias y alertan sobre sus efectos nocivos en otras
patologias. Recientemente se ha observado que el uso de oligonucledtidos antisentido, que
disminuyen selectivamente los niveles de AChE-R en sangre, mejoran la supervivencia, fuerza
muscular y el estado clinico de ratas en fase terminal con myasthenia gravis autoinmune

experimental (Punga y Stalberg, 2009).
8.4. Las colinesterasas en enfermedades neurodegenerativas

Los niveles de actividad y/o la distribucidon de formas moleculares de AChE y/o BuChE
cambian en numerosos trastornos neuroldgicos. Entre estos figuran la enfermedad de
Alzheimer, Parkinson, Huntington, sindrome de Guillain-Barré, esquizofrenia, mania, depresion
y neuritis alérgicas. Aunque todavia falta por demostrar la existencia de una relacidon causa-
efecto entre los cambios de las ChEs y esas patologias, es probable que las ChEs estén
implicadas en el origen de alguna de ellas, por lo que su estudio puede ser de gran utilidad para

la prevencion y/o la aplicacion de terapias apropiadas.

Por su frecuencia y gravedad, la enfermedad de Alzheimer es sin duda el trastorno
neurodegenerativo mas importante. Como sucede en la demencia fronto-temporal, Parkinson y
el mal de de Creutzfeld-Jacob, el Alzheimer tiene su origen en el procesamiento aberrante de
ciertas proteinas. La demencia senil tipo Alzheimer (SDAT) es la mas frecuente de todas las
demencias seniles irreversibles; se caracteriza por una pérdida progresiva de la memoria, en
particular de la memoria reciente, de la funcién cognitiva y de la orientacién temporo-espacial.

Su origen es aun desconocido y probablemente multifactorial.

Una de las posibles causas del desarrollo de la enfermedad de Alzheimer es la pérdida
de la inervacion colinérgica del cortex. Asi, se ha observado pérdida neuronal en el hipocampo,
un centro de la memoria, y en la corteza cerebral implicada en el razonamiento, la memoria, el

lenguaje y otros procesos del pensamiento. En la SDAT disminuye la actividad AChE, sobre todo
las formas G4 de AChE (Arendt y col., 1992; Atack y col., 1983), probablemente a consecuencia

de la pérdida de fibras colinérgicas presinapticas. Para preservar la cantidad de ACh, se ha
venido tratando a los pacientes desde hace mas de diez afos con inhibidores de AChE
(Colombres y col., 2004), que frenan las alteraciones en los primeros estadios del Alzheimer.
Sin embargo, estos farmacos pierden su razén de ser una vez que han degenerado las neuronas

colinérgicas.
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Los estudios bioquimicos indican que la AChE favorece la formacion de fibras de
amiloide y la produccion de complejos AChE/beta-amiloide muy téxicos. Tales efectos se pueden
evitar con inhibidores que bloquean el PAS de la AChE, lo que abre una puerta al tratamiento
del Alzheimer. Ademas, las observaciones citoquimicas han revelado ciertas diferencias entre las
moléculas homdlogas de AChE asociadas a placas seniles y las asociadas a neuronas (Inestrosa
y col., 2005).

A principios de los ochenta, surgié la denominada “hipdtesis colinérgica” para explicar
el origen de la SDAT. Su desarrollo inicial estd estrechamente vinculado a cambios estructurales
en las sinapsis colinérgicas (Dekosky y Scheff, 1990), pérdida de receptores de ACh (Mash y
col., 1985) y muerte de neuronas productoras de ACh (Davis y Maloney, 1976). La hipdtesis
colinérgica postula que la causa principal de la demencia es el descenso de la cantidad de ACh
en regiones cerebrales relacionadas con la memoria y aprendizaje. Los resultados histoquimicos
indican que la degeneracion de las proyecciones colinérgicas que ascienden al cortex e

hipocampo incide directamente en la etiologia de la enfermedad.

La demencia produce cambios en los patrones de formas moleculares de AChE en
. . S, . A
ciertas regiones cerebrales, con una disminucion selectiva de las formas G4 (Siek y col., 1990).
Por el contrario, las formas monoméricas de AChE y BuChE aumentan ligeramente. La pérdida
. A . -~ . .
de las moléculas G4  ancladas a las terminales axonicas se relaciona con la degeneracion de los

elementos presinapticos que caracteriza a la patologia (Dekosky y Scheff, 1990). En cambio, no
se aprecian anomalias en la cantidad de las formas monoméricas, que se suponen asociadas a

las estructuras postsinapticas, no alteradas por la enfermedad (Fishman y col., 1986).

El hallazgo de actividades AChE y BUChE en las estructuras histopatoldgicas (los
denominados “nudos u ovillos neurofibrilares” y las “placas seniles”) que se observan en el
cerebro de pacientes fallecidos con Alzheimer llevé a pensar que las ChEs estaban implicadas en
la agregacion del péptido beta-amiloide o en la consolidacidon de las placas seniles. De hecho, al
cruzar ratones transgénicos para el péptido amiloide humano con ratones transgénicos para la
AChE humana, se observd que las crias, doble transgénicas para ambas proteinas,
desarrollaban placas seniles un 30-50% mas rapido que los padres. Su cantidad aumentaba con
la edad y llegaban a ser mucho mas numerosas en los dobles transgénicos al cabo de 9-12

meses (Rees y col., 2003; Rees y Brimijoin, 2003).

El grupo del Dr. Inestrosa ha demostrado que la AChE favorece el ensamblado de los
péptidos AB. Sugieren que el entorno hidrofébico proximo al PAS de la AChE facilita el
plegamiento y posterior agregaciéon de los péptidos (Dinamarca y col., 2010; Inestrosa y col.,
2008). Ademas, han observado que, en comparacion con la AChE del encéfalo normal, la
enzima asociada a las placas seniles conserva su actividad a pH relativamente acido, es menos
sensible a los inhibidores y requiere mayor concentracion de sustrato para inhibirse por exceso
del mismo. Estas anomalias se atribuyen a cambios en el plegamiento de la subunidad de AChE

(Geula y Mesulam, 1995; Inestrosa y Alarcon, 1998). Por otro lado, han observado que la
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toxicidad de los complejos AChE-AB es mayor que la de los agregados AB solos, y que su
intensidad depende de la cantidad de AChE que se una al complejo y de la variante del péptido
AB que intervenga en el mismo; los agregados AChE-AB40 son mas toxicos que los de AChE-
AB42, (Alvarez y col., 1998; Munoz y col., 1999).

La reciente implicacion de la AChE en la apoptosis de células de neuroblastoma, avala
la hipdtesis de la posible asociacién entre AChE y la apoptosis neuronal en la enfermedad de
Alzheimer (Yang y col., 2002). Se ha propuesto un papel inductor de apoptosis para las
variantes de AChE N-extendidas (Toiber y col., 2008).

Hasta el momento, ningln tratamiento ha conseguido detener la progresién de la
demencia. En base a la hipotesis colinérgica, la mayor parte de los trabajos para detener el
deterioro cognitivo propio del Alzheimer se han centrado en la recuperacion de los niveles de
ACh, mediante inhibidores de AChE, cuyo éxito parece quedar reducido a las fases iniciales de la
enfermedad. Por otro lado, se ha comprobado que la administracién de los precursores del
neurotransmisor no es efectiva. En la actualidad, las esperanzas de los investigadores estan

puestas en los inhibidores de colinesterasas de nueva generacion (Pepeu y Giovannini, 2009).

8.5. Las Colinesterasas en las Distrofias Musculares

Las distrofias musculares constituyen un grupo diverso de enfermedades
degenerativas y hereditarias, que afectan a humanos y animales. Estan caracterizadas por la
debilidad y el desgaste progresivo del masculo esquelético, aunque también pueden afectar al
sistema nervioso y alterar las propiedades de las células sanguineas (Engel, 1986). La distrofia
muscular mas frecuente y devastadora en humanos es la distrofia muscular de Duchenne
(DMD). Afecta a uno de cada 3500 varones nacidos y los pacientes mueren a causa de una
insuficiencia cardiaca o respiratoria. La distrofia muscular de Becker (DMB) es mas benigna que
la de Duchenne, ya que su progresion y efectos son mucho menos dramaticos. A nivel celular,
ambas miopatias suponen la pérdida de fibras musculares individuales y la destruccion de la
ordenacion regular de las miofibrillas, a causa de la degeneracién y la necrosis (Anderson y
Kunkel, 1992).

Algunas de estas miopatias afectan a la cantidad y/o composicion de las formas
moleculares de las ChEs y el estudio de estas enzimas en tejidos sanos y patoldgicos puede dar
informacion acerca de los mecanismos que controlan la sintesis, ensamblado y procesamiento

de las ChEs y aclarar su posible implicacion en la enfermedad.

El andlisis de las formas moleculares de las ChEs en musculo distréfico de ratéon ha
revelado una marcada disminucion de los tetrameros de AChE, hecho que parece reflejar la falta
de maduracion del musculo durante el desarrollo (Cabezas-Herrera y col., 1993; Cabezas-
Herrera y col., 1997; Gisiger y Stephens, 1988; Skau, 1990). Ademas, en comparacién con los

musculos de los ratones sanos, los tejidos patoldgicos muestran mayores actividades AChE y
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BuChE, y una mayor proporcion de especies ligeras (Cabezas-Herrera y col., 1994b; Cabezas-
Herrera y col., 1994a). Estas anomalias podrian ser especificas del tejido, puesto que no se
observa en el suero de ratones distréficos (Cabezas-Herrera y col., 1994a), cerebro (Moral-
Naranjo y col., 1996; Moral-Naranjo y col., 1997) o corazén (Gomez y col., 1999) y si en timo
(Nieto-Ceron y col., 2006; Sanchez y col., 2005).

8.6. Las colinesterasas y la modulacion de enfermedades

asociadas al estrés

Es posible que la AChE sea un factor que regule la respuesta hematopoyética al estrés
(Grisaru y col., 2006; Perry y col., 2007). En situaciones de estrés se producen cambios rapidos
en la composicion de las células sanguineas, como demuestra el fuerte aumento de linfocitos y
plaquetas. Al parecer, los cambios hematoldgicos asociados al estrés estan acompafiados por
una sustitucion de la variante AChE-T (forma sinaptica) por la variante AChE-R (mielopoyética)
(Perry y col., 2007).

Las células hematopoyéticas de los mamiferos contienen AChE; de hecho, esta enzima
se usa como marcador citoquimico de los megacariocitos de raton desde hace mas de tres
décadas (Saito, 1997; Zajicek, 1957) y, ademas, se sabe que la AChE estd implicada en la
megacariocitopoyesis y produccion de plaquetas (Lev-Lehman y col., 1994).

El equipo de la Dra. Soreq ha demostrado el papel activo de la variante AChE-R en el

sistema hematopoyético y su posible implicacidon en la respuesta al estrés. Ha observado que el
. . . + . .
tratamiento de los progenitores de las células CD34 humanas con cortisol, a concentraciones

similares a las del plasma durante el estrés moderado, aumenta 150 veces el nivel del ARNm
para la AChE-R. Ademas, en ratones sometidos a estrés fisico (esfuerzo por natacién) se ha
identificado el péptido C-terminal de AChE-R con anticuerpos. De hecho, los elementos
promotores de AChE tienen sitios consenso para la unién de factores hematopoyéticos y para
factores inducidos por estrés. El potenciador distal de AChE liga receptores de glucocorticoides
mediante los elementos de respuesta (GRE). Asi mismo, varios factores de transcripcidon
hematopoyéticos tienen sitios de unién en el promotor de AChE, como STAT5, que junto con el
receptor de glucocorticoides participa en la induccion transcripcional (Figura 1.7) (Weber y col.,
1999) (Yamate y col., 2010).

Los estudios sugieren que ARP, el péptido C-terminal de AChE-R, es un nuevo factor
de crecimiento hematopoyético, capaz de promover la expansién del linaje mieloide y la
trombopoyesis caracteristica del estrés. Se ha propuesto incluso que ARP puede mejorar la
eficiencia de la expansion clonal de células madre hematopoyéticas ex vivo, para su posterior

trasplante en la médula ésea (Deutsch y col., 2002).

Las células embrionarias y tumorales expresan la variante readthrough de AChE,

AChE-R (Karpel y col., 1996) y su cantidad aumenta en respuesta al estrés y a la inhibicién de
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AChE (Meshorer y col., 2002). Después de un trauma, se observa una sobreexpresion
persistente de AChE-R en cerebro de ratdn, que, seguln parece, esta implicada en los cambios

en la estructura y funcidon neuronales asociados al estrés (Cohen y col., 2002).

Las situaciones de estrés agudo aumentan el riesgo de neurodegeneracion. La
variante AChE-R se acumula en el cerebro de mamiferos en periodos de estrés intenso y parece
atenuar la posible neurodegeneracion. Al contrario sucede con la variante sinaptica (codificada
por el transcrito T), que intensifica todas las caracteristicas propias de las respuestas al estrés
neuronal (Sternfeld y col., 2000). Diversos estudios en ratones transgénicos (para las variantes
T y R de AChE) y ratones control afianzan la funcion moduladora de AChE-R para prevenir el
paso desde un estado de estrés agudo hacia una enfermedad neuroldgica progresiva (Sternfeld
y col., 2000).

También se ha observado que bajo situaciones de estrés crénico celular, la regulacion
aberrante de AChE puede facilitar la apoptosis, la formacién de placas, dafios cognitivos y la
degeneracion de células colinérgicas nerviosas. (Toiber y Soreq, 2005). Los estudios in vitro e in
vivo, practicados en condiciones de estrés, tras un golpe de calor o tras la inhibicion de AChE
con organofosforados, han revelado un aumento moderado del transcrito AChE-R, sin cambios

aparentes en la actividad enzimatica (Perrier y col., 2005).

La implicacién de las variantes especificas de AChE en la progresion de enfermedades
neurodegenerativas y sindromes neuromusculares abre nuevas vias terapéuticas basadas en

dichas variantes o sus correspondientes RNAmM (Meshorer y Soreq, 2006)

Aunque se ha relacionado la infertilidad masculina con el estrés, se desconoce la
proteina o proteinas responsables. Cuando los ratones mutantes readthrough, que sobrexpresan
la variante AChE-R, se someten a estrés disminuye el peso de su glandula seminal, el nimero
de espermatozoides y su motilidad. El hecho de que la cantidad de AChE-R sea menor en los
espermatozoides de hombres no fértiles que en los fértiles hace del transcrito R un posible
marcador molecular de la infertilidad asociada al estrés (Mor y col., 2001). En humanos se han
descrito variaciones en la expresion de las colinesterasas en relacion con el cancer de prostata y
la infertilidad (Nieto-Ceron y col., 2010).

8.7. Colinesterasas y Cancer

Numerosas evidencias experimentales sugieren que las ChEs pueden estar implicadas
en el desarrollo del céncer. La expresidn, actividad y naturaleza de las colinesterasas se ve
alterada a nivel genético y/o proteico en diversos carcinomas, por lo que estas enzimas pueden
ser importantes marcadores de ciertos desdrdenes del crecimiento celular. De este modo, las
aberraciones del gen ACHE son comunes en leucemias (Lapidot-Lifson y col., 1989b), en
carcinomas de ovario (Zakut y col., 1990) y en lineas celulares tumorales que expresan

transcritos aberrantes de AChE por errores en el ensamblado alternativo (Karpel y col., 1994).
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Ademas, tanto en tumores cerebrales como no cerebrales se han observado cambios en la
estructura y/o expresion del gen de ACHE, junto con la presencia de moléculas de ChE con
propiedades anormales (Zakut y col., 1988a) (Greenfield, 1996) (Small y col., 1996).

En diversos tumores humanos, se ha encontrado una correlacién entre el crecimiento
de las células neoplasicas y la expresion anormal y/o amplificacion de los genes para AChE y/o
BuChE (Soreq y col., 1992a). Existe abundante informacién sobre la actividad colinesterasica y
la composicion de formas moleculares en meningiomas (Saez-Valero y Vidal, 1995, 1996),
gliomas(Garcia-Ayllon y col., 2001; Saez-Valero y col., 1996) neurinomas (Garcia-Ayllon y col.,

1999b) y cancer de mama (Ruiz-Espejo y col., 2002; Ruiz-Espejo y col., 2003)

En los tumores de mama aumenta la actividad AChE y disminuye fuertemente la
BuChE (Ruiz-Espejo y col., 2002). En cambio, en los nédulos linfaticos afectados por metastasis
de cancer de mama cae la actividad AChE sin cambio aparente de la actividad BuChE (Ruiz-

Espejo y col., 2003).

En los meningiomas y neurinomas predomina la actividad AChE, y en los gliomas
(astrocitomas, oligodendrogliomas y meduloblastomas) la BuChE. Se ha observado una
asociacion entre la agresividad del astrocitoma humano y los cambio en la composicion de las
variantes de AChE (Perry y col., 2002). Los perfiles de formas moleculares de AChE y/o BuChE
son diferentes en meningionas, gliomas y neurinomas, lo que puede ser Util para el diagndstico,
o en todo caso, para completar los resultados de los andlisis histopatoldgicos. Los gliomas
muestran niveles particularmente elevados de BuChE, en concordancia con la presencia de
dicha enzima en las células gliales (Saez-Valero y col.,, 1996). La relaciéon de actividades
AChE/BUChE varia independientemente del grado de malignidad (Razon y col., 1984; Saez-
Valero y Vidal, 1996; Wolleman y Zoltan, 1962).

Los genes ACHE y BUCHE se amplifican en algunas leucemias, cancer de ovario,
megacariocitopoyesis anormal y en otras neoplasias (Soreq y Zakut, 1990a; Zakut y col., 1990)
(Grisaru y col., 1999b; Schwarz y col., 1995a). Al parecer, el grado de amplificacién estd
relacionado con la gravedad del cancer. También se ha observado co-amplificaciéon de los genes
ACHE y BUCHE con varios oncogenes en ciertas leucemias, megacariocitopoyesis anormales y
en carcinomas malignos de ovario (Lapidot-Lifson y col., 1989b).

En el plasma de pacientes con diversos tipos de cancer (pulmén, ovario, mama, tracto
digestivo, etc.) sometidos a quimioterapia se ha encontrado una actividad ChE anormal,
intermedia entre AChE y BuChE, porque responde a inhibidores de AChE (BW284C51) y BuChE
(iso-OMPA) (Zakut y col., 1990). El grupo del Dr. Vidal ha identificado formas hibridas de ChEs
(heterotetrameros), formadas con subunidades de AChE y BuChE, en gliomas, pero no en

cerebro normal, meningiomas o neurinomas (Garcia-Ayllon y col., 2001).

Los experimentos de hibridacion del ADN de células sanguineas de pacientes con

policitemia verdadera o con leucemia mieloide aguda muestran una considerable amplificacion
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de los genes de las ChEs y de otros como c-raf, c-myc y c-fes/fos. Los resultados sugieren que,
en estados precancerigenos, los genes amplificados de las ChEs podrian estar implicados en el
mantenimiento del estado proliferativo. De hecho, en la mayoria de los tumores analizados, los
genes de las ChEs se amplifican antes que los oncogenes, y el gen BuChE antes que el ACHE
(Soreq y Zakut, 1993), de modo semejante a lo que sucede en el estado embrionario, donde la
expresion de BUChE precede a la de AChE (Layer, 1983).

Se sospecha que la AChE puede intervenir en enfermedades hematoldgicas. La idea se
basa en el hecho de que los agentes organofosforados inhiben precursores de AChE que estan
relacionados con el descenso de la concentracion de hemoglobina, la cantidad de eritrocitos y el

nivel de hematocrito (Bukowska, 2005).

Los cambios en la actividad o en las propiedades estructurales que se producen en las
ChEs de carcinomas abren la posibilidad de usarlas como marcadores tumorales. Sin embargo,
la utilidad de su estudio va mas alla, porque tal vez la sobreexpresion de las ChEs esté
relacionada con la causa primaria del neoplasma y juegue un papel directo o indirecto en la
neoplasia (Soreq y Zakut, 1990c; Soreq y Zakut, 1990a). Conviene recordar la intervencion de
las ChEs en los procesos de proliferacion y diferenciacion celular y en los fendmenos de
adhesion intercelular. De hecho, se ha observado que la transfeccion de células de retina de
pollo con oligonucledtidos antisentido del gen BUCHE incrementa la apoptosis (Robitzki y col.,
1998). Por otro lado, los oligonucleétidos antisentido contra AChE modifican la hematopoyesis
(Lev-Lehman y col., 1994; Soreq y col., 1994a) y los oligonucleétidos antisentido contra BuChE
detienen la proliferacién de megacariocitos, los precursores de plaquetas (Lapidot-Lifson y col.,
1992).

También se ha visto que en células de eritroleucemia (K562) y-irradiadas aumenta la
actividad AChE al tiempo que cesa la proliferacion (Schwenke y col., 1995). En los foliculos de
Graaf aumenta la actividad AChE en los procesos de maduracidon y ovulaciéon (Guraya y col.,
1995). Estos antecedentes, junto al papel reconocido de la AChE en los procesos de desarrollo
embrionario (donde la apoptosis es necesaria para la remodelacién de los tejidos) hicieron

pensar en una posible relacién entre la actividad AChE y la apoptosis.

En el contexto de las ChEs en cancer, cabe destacar la participacién activa de AChE en
apoptosis (Park y col., 2004). La apoptosis o0 muerte celular programada es un mecanismo que,
junto a la proliferacién celular, permite asegurar la homeostasis en los tejidos. De hecho, los
cambios en las rutas apoptéticas se relacionan con la aparicion de resistencia a farmacos, a

radiacion o a la destruccién celular por respuestas inmunoldgicas.

La participacion de AChE en la apoptosis se ha confirmado con inhibidores especificos
de AChE (BW248c51, tacrina, eserina), y de BuChE (iso-OMPA), ya que la inhibicidn de la
actividad AChE asegura la viabilidad celular. EI mismo efecto se consigue con oligonucledtidos
antisentido que impiden la expresion de AChE (Zhang y col., 2002).
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Aunque se desconoce la contribucion de AChE a la apoptosis, su expresion transcurre
en estadios tempranos. De hecho, la AChE aparece primero en el citoplasma y desde ahi se
traslada al nucleo, al tiempo que se inician los procesos de condensacion y fragmentacion del
DNA que desencadenan la muerte celular. En la Ultima fase, y antes de la ruptura de la
membrana plasmatica, la AChE se localiza exclusivamente en los nucleos rotos (Zhang y col.,
2002). Es probable que la AChE afecte a los componentes nucleares responsables de la
condensacion de la cromatina y su posterior fragmentacion. En este punto, cabe destacar la

posible relevancia de las actividades no colinérgicas de AChE.

En el ndcleo de células de neuroblastoma humano SK-N-SH, en condiciones de
apoptosis inducida, se observd un aumento paralelo de las actividades AChE y caspasa-3
(principal responsable de la apoptosis y esencial para la fragmentacion del DNA) (Zhang y col.,
2002). Todavia quedan por aclarar los mecanismos por los que la AChE interviene al comienzo
de la apoptosis (condensacion y fragmentacion de la cromatina) y la posible relaciéon entre AChE

y caspasas.

Los datos epidemioldgicos y los estudios con animales han revelado que muchos
pesticidas son cancerigenos. En este contexto, cabe sefialar el hecho de que los agricultores
constituyan uno de los grupos de poblacién con mayor incidencia de leucemias y linfomas no
Hodgkins (Perry y Soreq, 2004), lo cual podria estar relacionado con su exposicion a insecticidas
organofosforados. Aunque se desconoce el mecanismo molecular por el que la AChE participa en
la transformacion neoplasica, se ha demostrado que las ratas expuestas a organofosforados
desarrollan tumores en glandula mamaria (Cabello y col., 2001; Cabello y col., 2003). Para
explicar la relacion entre los organofosforados y céncer, y en base al papel de AChE en la
apoptosis, se ha sugerido que la inactivacion de la enzima con organofosforados desencadena la
aparicién de células tumorales resistentes a la apoptosis y proclives a la expansion celular

incontrolada (Zhang y col., 2002).

El hecho de que el sustrato enddgeno de AChE, la acetilcolina (ACh), actie como un
factor de crecimiento autocrino en el cancer de pulmoén de células pequefias (SCLC) (Song y
col., 2003) refuerza la importancia de la AChE y su relacién con las neoplasias. En el tracto
respiratorio, ACh actla como neurotransmisor en ganglios y en nervios parasimpaticomiméticos
postganglionares, pero ademas se comporta como un mediador paracrino, que se libera desde
varias células no neuronales. Casi todos los tipos celulares presentes en el tracto respiratorio
expresan receptores nicotinicos y muscarinicos que se activan por acetilcolina (Racke y col.,
2006).

De todo lo expuesto queda patente la implicacion de las colinesterasas en las
neoplasias, aunque todavia queda un largo camino por recorrer antes de conocer plenamente

los mecanismos moleculares que subyacen en el proceso.
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OBJETIVOS

De un tiempo a esta parte, el grupo de investigacion dirigido por el Dr. Vidal ha venido
estudiando las actividades y formas moleculares de AChE y BuChE presentes en tumores. Los
primeros trabajos aportaron valiosa informacidn sobre la actividad colinesterasica en los
tumores derivados de las meninges (meningiomas) (Saez-Valero y Vidal, 1995; Saez-Valero y
Vidal, 1996), los de células gliales (gliomas) (Garcia-Ayllon y col., 2001; Saez-Valero y col.,
1996) y los de nervios intracraneales (neurinomas) (Garcia-Ayllon y col., 1999b). Se pudo
constatar que la relacion de actividades AChE y BuChE era distinta segun el tipo celular del que
originara el tumor (células epiteliales de las meninges, células gliales o neuronales). Ademas,
aunque en todos los casos la actividad se distribuia entre un conjunto de formas moleculares de
AChE y BUChE, cada clase de neoplasma mostraba una composicion particular de moléculas
enzimaticas. De este modo, el perfil de formas moleculares de AChE y BuChE era distinto en
meningiomas que en gliomas (astrocitomas y oligodendrogliomas) y ambos diferentes del de
neurinomas. Esta linea de investigacion dio un giro hacia el proceso tumoral en mama (Ruiz-
Espejo y col., 2002) y en ganglios linfaticos (Ruiz-Espejo y col., 2003). En los tumores de
mama, la actividad AChE aumenta y la BUChE disminuye, y en los ganglios la actividad AChE
desciende bruscamente, manteniéndose la BUChE. En los tumores de colon humano, disminuye
tanto la cantidad de RNAm para AChE y BuChE como la actividad de ambas enzimas
(Montenegro y col., 2006), y en los de rifién, los cambios en la cantidad de RNAm y en la
actividad AChE y BuChE dependen de la clase de tumor renal (Munoz-Delgado y col., 2010).

El objetivo principal de este trabajo fue averiguar mediante una serie de estudios
experimentales, en qué medida variaba la expresion y las caracteristicas de AChE y BuChE en
pulmdn sano (PS) y en los principales tipos histoldgicos de pulmoén tumoral (PT), y comprobar si
dichas enzimas podian ser usadas como marcadores tumorales en funcidn de los distintos tipos

histolégicos.
Con estos estudios, se pretendia:

1.- Analizar si la transformacién neoplasica afectaba a la actividad AChE y/o BuChE en
tejidos pulmonares. Averiguar, por otro lado, si el tipo histoldgico de cancer de pulmén no

microcitico influia en dichos cambios.

2.- Establecer los patrones de las formas moleculares de ambas enzimas en tejidos
afectados y no afectados, con el fin de detectar posibles modificaciones causadas por el proceso

tumoral.
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3.- Detectar las subunidades de AChE y BUChE y averiguar si sus tamafios cambiaban
en los tumores. También nos propusimos comparar las relaciones actividad AChE/proteina AChE

y actividad BuChE/proteina BUChE en las muestras sanas y tumorales.

4.- Identificar los ARNm de AChE y BUChE y conocer si su cantidad relativa se alteraba

en los tumores.

5.- Averiguar si las células tumorales humanas en cultivo expresaban proteinas
implicadas en la sefalizacién colinérgica y si la estimulacion colinérgica afectaba de algin modo

a la proliferacion celular.
Para dar respuesta a esos objetivos generales se procedio a:

1.- Extraer las colinesterasas débilmente unidas a las membranas de las muestras de
pulmén, con tampones sin detergente y, posteriormente, las ligadas fuertemente, usando
medios con detergente. En cada caso, se determinaron los porcentajes de solubilizacion, se
identificaron las formas moleculares por su coeficiente de sedimentacion, calculado éste a partir
de los analisis de centrifugacion en gradientes de sacarosa, y se analizaron los cambios en los

patrones de formas moleculares de las colinesterasas en PS y PT.

2.- Valorar las actividades AChE y BUChE en muestras de pulmén normal, tumoral
primario (en sus variantes adenocarcinoma, carcinoma de células grandes y carcinoma

epidermoide).

3.- Examinar la posible relacién entre la actividad colinesterasica en pulmoén tumoral y

diversos parametros clinicopatoldgicos.

4.- Investigar si los dimeros y mondémeros de AChE estaban anclados a las
membranas por restos de glicosilfosfatidilinositol (GPI), y si las moléculas homdlogas del tejido

normal y patoldgico diferian en la composicién del anclaje GPI.

5.- Averiguar el origen de las ChEs del tumor y conocer si la malignidad afectaba a la
glicosilacion de las moléculas de AChE y/o BuUChE. Para ello, se usaron lectinas con distinta

especificidad frente a los azlcares terminales de los oligoglicanos.

6.- Estudiar la expresién de los componentes del sistema colinérgico en células
tumorales humanas en cultivo, sus propiedades y la respuesta a la estimulacidon colinérgica

mediante agonistas.
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1. MATERIALES

1.1. Reactivos

Todos los reactivos utilizados fueron de grado analitico o del mayor grado de pureza
posible. Si no se indica lo contrario, las disoluciones fueron preparadas con agua Milli-RX
purificada por electrodesionizacion, sistema RX, grado analitico tipo II. Los reactivos que lo

requerian se disolvieron en agua Milli-Q Plus (tipo I, grado reactivo).

A continuacién se detallan los productos usados y su procedencia.

Fueron de SIGMA todos los reactivos usados para extraer las ChEs de las muestras
de pulmdn y de las lineas celulares: EDTA, pepstatina A, bacitracina, inhibidor de tripsina (de
soja), aprotinina, leupeptina; los reactivos para medir actividad ChE: ioduro de
acetiltiocolina, ioduro de butiriltiocolina, acido 5,5'-ditio-bis-2-nitrobenzoico (DTNB)
tetraisopropil-pirofosforamida (iso-OMPA) y dibromuro de 1,5-bis-(4-allildimetilamoniofenil)-
pentan-3-ona (BW284c51); enzimas marcadoras de coeficiente de sedimentacidon (catalasa
de higado bovino y fosfatasa alcalina de intestino bovino), sacarosa, PIPLC de Bacillus
thuringiensis, los detergentes Triton X-100 y Brij 96, y los reactivos para electroforesis y
Western blot: albumina de suero bovino (BSA), leche en polvo, acrilamida, bis-acrilamida, B-
mercaptoetanol, persulfato amoénico (PSA), TEMED, SDS, azul de Coomassie R-250,
disolucién reveladora de la actividad fosfatasa alcalina (BCIP/NBT, B-6404), Tween 20, papel
de filtro especial para blotting, membrana de nitrocelulosa de 0.45 pm de tamafio de poro.

SIGMA nos proporcion6 también la matriz Sepharose-4B y las lectinas Con A y LCA
unidas a Sepharose y WGA a agarosa; también nos suministré el anticuerpo anti-p-actina y
los reactivos HEPES, suero fetal bovino y tripsina-EDTA empleados en los cultivos de células

tumorales de pulmén.

General Electric Healthcare nos proporciond los marcadores de peso molecular
Rainbow utilizados en Western-Blot (Full-Range Rainbow Molecular Markers), las membranas
de PVDF (0.45 um de tamafio de poro) y el reactivo de revelado para Western-Blot (ECL
plus). De Merck fueron Tris, NaCl, CaCl,, MnCl, y fosfato sédico.

El antisuero generado en cabra contra el extremo N-terminal de AChE humana (N-
19) procedié de Santa Cruz Biotech, Santa Cruz, California, USA. Las proteinas reconocidas
por N19 se visualizaron con dos anticuerpos secundarios, ambos de SIGMA: un anti-IgG de
cabra/oveja marcado con fosfatasa alcalina y otro anti-IgG de cabra conjugado con

peroxidasa de rabano picante (HRP).
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En cuanto a los reactivos de biologia molecular, para la extraccién del ARNm se uso
el Chemagic mRNA Direct Kit (Chemagen) y para la retrotranscripcion el Kit Gene Amp PCR
de Applied Biosystems. Para la PCR a tiempo real usamos el equipo LightCycler de Roche
Diagnostics. Con el fin de identificar los transcritos de colinesterasas, se utilizd el Kit SYBR
Green premix Ex Taq™ de la casa comercial Takara. Los cebadores (primers) especificos

fueron sintetizados por Bonsai Technologies.

Para comprobar que la amplificacién da cada producto de la PCR transcurre
correctamente realizamos una electroforesis en gel de agarosa. Para ello, se usd Agarose D-
1 Low EEO de Pronadise y reactivos de Promega, pGEM®DNA Markers, como marcadores de
tamano, y la disolucién pGEM® compuesta por naranja de acridina 0,4%, azul de bromofenol
0,03%, xileno cianol 0,4%, 15% de Ficoll®400, 10 mM de Tris-HCL (pH 7.5) y EDTA 50 mM.

1.2. Lineas celulares

En los estudios realizados con células en cultivo se han usado cuatro lineas celulares:
dos procedentes de cancer de pulmén de células no pequefias (no microcitico; A549 y H157)
y otras dos de tumores de pulmdn de células pequefas (microcitico, DMS79, H69). Las
lineas celulares fueron gentilmente proporcionadas por el Profesor Luis M. Montuenga,

Universidad de Navarra.

2. OBTENCION Y PREPARACION DE LAS MUESTRAS.
2.1. Pacientes.

En este estudio se usaron muestras de carcinomas de pulmén y tejidos controles o
sanos adyacentes no tumorales, obtenidos mediante extraccién quirdrgica entre los afios
2001 y 2008, y suministrados por el Dr. Juan Torres, Jefe de Servicio de Cirugia Toracica del
Hospital Virgen de la Arrixaca.

De los 31 pacientes de carcinoma de pulmon de células no pequefias (non small cell
lung cancer, NSCLC), 28 fueron hombres y tres mujeres. El rango de edad fue de 45 a 79
aflos, con una media de 63,9 afios. Las muestras malignas pesaron entre 28 y 431 mg; las
sanas, entre 34 y 222 mg. Tras la escisidén, todas las muestras se congelaron y mantuvieron
a -80°C hasta su utilizacion posterior.
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A549

TIPO DE CRECIMIENTO: Adherente

ORGANISMO: Homo sapiens (humano)
MORFOLOGIA: Epitelial.

ORIGEN: Pulmédn, adenocarcinoma broncoalveolar.
MEDIO CULTIVO: RPMI 1640 (Lonza) + 2 mM glutamina estable (Biowest P1031) + 1.5g/L NaHCO; +
10% v/v HEPES (Sigma H0887) + 10% v/v suero fetal bovino inactivado por calor (Sigma F9665) +
Antibidticos (Penicilina 100 U/ml/Streptomicina 100 ug/ml; BioWhittaker DE17-602E).

ATMOSFERA: 95% humedad, CO,; 5%. TEMPERATURA: 37°C.

TIEMPO DE DUPLICACION: 23 horas

Subcultivo:

. Descartar el medio de cultivo.

. Lavar con PBS (4 mL para frascos de 25 cm?y 8 mL para los frascos de 80 cm?).

. Afiadir de 3 a 4 mL de solucidn de tripsina-EDTA (Sigma T4049) e incubar 5-15 min.

. Ahadir medio de cultivo completo para bloquear la tripsina.

. Centrifugar a 600x rpm (Centrifuga Bekman Allegra X-12) 5 min.

O b W N

. Resuspender el precipitado en medio de cultivo completo. A una alicuota (25 pL) afiadir el mismo
volumen de azul-tripan y contar con camara Neubauer.
7. Afiadir las alicuotas apropiadas de la suspensidn celular a frascos de cultivo.

Subcultivar las células cuando estén al 80-90% de confluencia. Renovar el medio 1-2 veces por semana.

H157

TIPO DE CRECIMIENTO: Adherente

ORGANISMO: Homo sapiens (humano)

MORFOLOGIA: Epitelial.

ORIGEN: carcinoma epidermoide de pulmdn.

MEDIO CULTIVO: RPMI 1640 + 2 mM glutamina estable

(Biowest P1031) + 1.5 g/L NaHCO3 + 10% v/v HEPES (Sigma H0887)
+ 10% v/v suero fetal bovino inactivado por calor (Sigma F9665).
ATMOSFERA: 95% humedad, CO, 5%. TEMPERATURA: 37°C.
TIEMPO DE DUPLICACION: 28 horas

Subcultivo:

El mismo que el de las células A549.
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N417

TIPO DE CRECIMIENTO: Suspension.

ORGANISMO: Homo sapiens (humano)
MORFOLOGIA: Irregular, agregados multicelulares.

ORIGEN: Liquido pleural de paciente con carcinoma de pulmdn de células pequefias.

MEDIO CULTIVO: RPMI 1640 + 2 mM glutamina estable

(Biowest P1031) + 1.5g/L NaHCO3; + 10% v/v HEPES (Sigma H0887)

+ 10% v/v suero fetal bovino inactivado por calor (Sigma F9665).

ATMOSFERA: 95% humedad, CO, 5%. TEMPERATURA: 37°C.

TIEMPO DE DUPLICACION: 72 horas

Subcultivo:

1. Agitar frascos cultivo.

2. Centrifugar 5 min a 600x rpm (Centrifuga Bekman Allegra X-12).

3. Resuspender el precipitado en medio de cultivo completo. A una alicuota (25 pL) afiadir el mismo
volumen de azul-tripan; contar con camara Neubauer.

4. Afadir las alicuotas apropiadas de la suspensién celular a frascos de cultivo para que queden a 1 x

10° células/mL.

H69

TIPO DE CRECIMIENTO: Suspension.

ORGANISMO: Homo sapiens (humano)

MORFOLOGIA: Irregular, agregados multicelulares esféricos.
ORIGEN: Liquido pleural de paciente con carcinoma de pulmén de células pequefias.

MEDIO CULTIVO: RPMI 1640 + 2 mM glutamina estable

(Biowest P1031) + 1.5g/L NaHCOs + 10% v/v HEPES (Sigma H0887)

+ 10% v/v suero fetal bovino inactivado por calor (Sigma F9665).

ATMOSFERA: 95% humedad, CO, 5%. TEMPERATURA: 37°C.

TIEMPO DE DUPLICACION: 39 horas (aproximado

Subcultivo:

1. Agitar frascos cultivo.

2. Centrifugar a 600x rpm (Centrifuga Bekman Allegra X-12), 5 min.

3. Resuspender el precipitado en medio de cultivo completo. A una alicuota (25 pL) afadir el mismo
volumen de azul-tripan y contar con camara Neubauer.

4. Afadir las alicuotas apropiadas de la suspensidn celular a frascos de cultivo para que estén a 1 x 10°

células/mL.
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2.1.1. Caracterizacion de los tumores pulmonares

Las distintas variedades histoldgicas fueron identificadas por el Servicio de Anatomia

Patoldgica del Hospital Virgen de la Arrixaca, tras el estudio anatomopatoldgico sistematico.

Una evaluacion histoldgica de los tumores aplicando del criterio de la OMS (TNM),
reveld que 14 correspondian a Adenocarcinoma (AC), 6 fueron Carcinomas de Células
Grandes (CCG) y 11 de ellos se diagnosticaron como Carcinoma de Células Escamosas o
Epidermoide (CE). Los estadios fueron asignados, también, de acuerdo con el sistema de
clasificacidn internacional TNM. Todos los pacientes fueron informados de forma apropiada y

dieron su consentimiento para el estudio.

2.1.2. Extraccion de AChE y BuChE de pulmén normal (PN) y
tumoral (PT)

Las muestran fueron descongeladas lentamente a 4°C, y a esa temperatura se realizd
todo el proceso de extraccion (Ruiz-Espejo y col., 2002). El tejido se pesd y troced con bisturi y,
luego, se homogeneizé (5% p/v) en buffer Tris salino (TSB) que llevaba NaCl 1 M, MgCl,
50 mM, EDTA 3 mM, Tris 10 mM, pH 7.5. Antes de usarlo, se afiadié al tampon de extraccidon
una mezcla reciente de inhibidores de proteasas (inhibidor de trypsina 0,1 mg/ml, bacitracina
1 mg/ml, aprotinina 0,0022 TIU/mlI, pepstatina A 10 pg/ml y leupeptina 20 pg/ml). La mezcla

se preparod a partir de una solucidon concentrada 25x en tampén fosfato 10 mM y pH 7,5.

El tejido se homogeneizd con un homogeneizador (Polytron PT 3100), a 2000 rpm
durante 20s. La suspensién obtenida se volvié a homogeneizar en un homogeneizador de vidrio
con émbolo de teflon. La muestra se sometié a 15 golpes con velocidad media. Se retird una
alicuota de la suspensién (Hy) y el resto se centrifugd en ultracentrifuga Beckman TLA
(Centrikon T-1055), rotor Beckman 100.4, a 30.000 rpm, 35 min, a 4°C. Se recogi6 el
sobrenadante (S;), el cual contenia las ChEs solubles en el tejido o débilmente unidas a las

membranas.

El precipitado (P;) se volvié a homogeneizar con el tampon salino, en el mismo volumen
e idénticas condiciones, s6lo que ahora, ademas de las antiproteasas, el medio de extraccién
tenia Brij 96 al 1% p/v (TSB-B). Se usé Brij 96, en vez de TX-100, para evitar la fuerte
inhibicion que sufre la BUChE con este detergente (Moral-Naranjo y col., 1996). Se aparté una
alicuota de la suspensidon obtenida (H;), y el resto se volvié a centrifugar como antes para

recoger en el sobrenadante S, las proteinas fuertemente ligadas a las membranas (Figura 2.1).
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Muestras Tumorales

Homogeneizacion (5% p/v) en tampdn salino (TS)
con antiproteasas

Centrifugacion 100000 g, 30 min, 4°C
wy

\ v

C Sobrenadante S, ) P,

Homogeneizacion (5% p/v) en tampodn salino
con Brij 96 1% (p/V) (TSB) y antiproteasas

Centrifugacion 100000 g, 30 min, 4°C
“y

v R
C Sobrenadante S: ) )(

Figura 2.1. Protocolo usado para extraer las Colinesterasas de pulmén humano.

2.1.3. AChE y BUChE de suero humano

Se partié de 4-5 mL de sangre recién extraida de donantes sanos y de los pacientes
diagnosticados con cancer de pulmoén. Las muestras control fueron suministradas por la
Unidad de Analisis Clinicos del Hospital Virgen de la Arrixaca. La sangre se recogié en tubos
“Z Serum Sep Clot Activator” de Vacuette, que luego se centrifugaron a 2500 rpm (1500g), 5
min a 4°C. El suero sobrenadante se repartié en alicuotas y se congelé a -80°C hasta su

utilizacion.
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3. DETERMINACION DE ACTIVIDAD COLINESTERASICA.

3.1. Fundamento del método de medida

Las actividades acetilcolinesterasa y butirilcolinesterasa se valoraron por el método
espectrofotométrico de Ellman (Ellman y col., 1961). Los sustratos fueron la acetiltiocolina
(ATCh) para la actividad AChE vy la butiriltiocolina (BuTCh) para la BuChE.

Las enzimas AChE y BuChE hidrolizan a los tioanalogos de sus sustratos preferentes
y producen acetato (o butirato) y tiocolina. La tiocolina reacciona rapidamente con el acido
5,5'-ditiobis-2-nitrobenzoico (DTNB) vy libera un cromdgeno, el anion 5,5-tio-2-
nitrobenzoato. Este anién muestra un color amarillo intenso y un maximo de absorbancia a
412 nm (e=1,36-10* Mt-cm™?). Esta circunstancia permite seguir la aparicién de tiocolina en
el medio de reaccidon, mediante un colorimetro o espectrofotometro. En la Figura 2.2 se

ilustra la reaccién, para el caso de la AChE.

El inconveniente del método es la interferencia que producen los grupos tioles libres
de las proteinas de la muestra. Estos grupos reaccionan con el DTNB ocasionando un cambio
de absorbancia que no corresponde a la hidrdlisis del sustrato. Para evitarlo, las muestras se
incuban con el DTNB 20 min antes de afadir el sustrato. De esa manera, se valoran los

grupos tioles de las proteinas antes de comenzar la reacciéon enzimatica.

(CH3);N™-CH, - CH, - §

tiocolina
AChE
(CH3):N -CH,-CHy-S-CO-CH; + HyO - - - -» +
acetiltiocolina CH-COO 42 H'
acetato
COO
(CH3);N"-CH, - CH, - §° (CH;);N-CHZ-CHZ-S-S@ NO,
tiocolina conjugado
+ - EE

coo

-s @ NO,

cromoforo

s NO,

DTNB

Figura 2.2. Determinacion de la actividad AChE por el método de Ellman.
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Aunque la especificidad de las ChEs por su sustrato preferente es elevada, para
valorar de forma precisa de la actividad AChE, se recomienda afadir al medio de reaccién
Iso-OMPA, un inhibidor relativamente especifico de BUChE. Para la medida de BuChE, es
conveniente afadir BW284C51, un inhibidor selectivo de AChE (Austin y Berry, 1953).

3.2. Medida de la actividad colinesterasica en cubeta

Para valorar las actividades AChE y BuChE en cubeta se us6 un espectrofotdmetro de
doble haz, Perkin-ElImer Lambda 25, a 37°C. El medio de reaccién contenia tampdn de
medida (fosfato 0,1 mM, pH 8), DTNB 0,33 mM, 1 mM de sustrato (ioduro de acetiltiocolina
para AChE o de butiriltiocolina para BuChE) y el inhibidor adecuado.

En un ensayo rutinario, en cubetas de plastico de 1,5 ml se depositaron: un volumen
de tampon de medida, atemperado a 37°C, los reactivos y la muestra, hasta completar 1 ml.
El volumen y la concentracion de los reactivos fueron siempre los mismos, asi como el orden
de adicion; 33 pl de disolucion de DTNB (10 mM en tampdn de medida), 25 ul de inhibidor
(iso-OMPA 2 mM para AChE o BW284C51 0,4 mM para BuChE). Se anadian 25 ul de
muestra, e inmediatamente después se agitaba el contenido de la cubeta y se dejaba incubar
unos 10-15 min para permitir la reacciéon entre el DTNB y los grupos tioles libres de las
proteinas. Pasado ese tiempo, se comprobaba que la absorbancia a 412 nm se mantenia
constante. La reaccidén se iniciaba afiadiendo 25 pl de sustrato (ATCh o BuTCh 40 mM en
agua). Después de agitar la cubeta, se registraba el aumento de absorbancia a 412 nm
(A412) y 37°C, frente a una cubeta con un ensayo “blanco”, en el que el volumen de
muestra se sustituia por tampdn de medida. El blanco sirve para restar al ensayo con enzima
el cambio de absorbancia debido a la hidrdlisis espontanea (no enzimatica) del tioanalogo
(ATCh o BuTCh). Ademas, con el fin de valorar la contribucion de las esterasas inespecificas,
presentes en los extractos, a la hidrdlisis del sustrato, se realizaron medidas incluyendo los
inhibidores de AChE y BuChE, BW284C51 e iso-OMPA. Por tanto, el aumento de absorbancia
final se obtuvo restando al cambio de absorbancia en el ensayo enzimatico (con el inhibidor
de BUChE o de AChE), el debido a la hidrdlisis no enzimatica del sustrato y el producido por

las esterasas no especificas (determinada en presencia de los inhibidores de AChE y BuChE).

El propio espectrofotometro representaba los valores de A412 respecto al tiempo, y
transformaba la pendiente de la recta en datos reales de actividad. La actividad enzimatica
se obtuvo multiplicando el incremento de absorbancia/minuto por un factor (F) que, para un

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

1000 V;
1,3610%V,
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En la que V1 y Vy indican, respectivamente, los volimenes de medio de reaccion y de
muestra, en mililitros; 1,36:10* M*.cm™ es el coeficiente de extincién molar del croméfero
(g412), y 1000 es un factor de conversidon. La actividad viene dada en unidades por ml de
muestra (U/ml), en la que cada unidad de actividad AChE o BuChE (U) representa la
cantidad de enzima que hidroliza un micromol de sustrato por minuto (umol-min™t) en las
condiciones de ensayo. Por tanto, la actividad enziméatica se expresa en pmoles-mint-ml™?

(U/ml), o como actividad especifica en pmoles-min™*-mg* (U/mg).
3.3. Medida de actividad por un microensayo colorimétrico

Para medir la actividad colinesterasica (acetil y butirilcolinesterasa) en las fracciones
recogidas de los gradientes de sacarosa (ver Apdo. 2.1.4), y en muestras con baja actividad,
se siguid el método de Ellman, modificado para convertirlo en un microensayo colorimétrico
(Campoy y col., 1992). Se usaron placas de plastico transparente (Nunc), con 96 pocillos de

fondo plano y con una capacidad de unos 400 pl, en los que transcurria la reaccion.

Las concentraciones de sustrato, inhibidor y DTNB fueron las mismas para el
microensayo y para la valoracion en cubeta, e igual el tampén de medida, sélo que ahora el
pH fue 7,5. De este modo, para un volumen final de 300 pl, se depositaron en los pocillos
25 pl de muestra, 250 pl de una “mezcla de reaccién”, con tampodn fosfato 100 mM, DTNB
0,36 mM y el inhibidor de cada enzima a la concentracién adecuada, y finalmente 25 pl del
sustrato correspondiente (12 mM). En ocasiones, cuando la actividad enzimatica era muy
baja, se llegd a medir con 50 pl (el habitual para medirla en las fracciones de los gradientes
de sacarosa), y hasta con 100 ul, modificando entonces los volimenes y concentraciones de

los reactivos para mantener las concentraciones finales fijas.

Tras afiadir la muestra y la “mezcla de reacciéon” (tampdn fosfato, DTNB y el/los
inhibidores) en los pocillos, se incubaba todo unos 20 min para que reaccionara el DTNB con
los grupos tioles de las proteinas. En cada microplaca, la primera columna de pocillos se usé
como “blanco”, sustituyendo la muestra por su volumen de agua. Ademds, para cada
muestra se hizo otro “control”, que contenia los reactivos (incluida la muestra) y los dos
inhibidores de las ChEs, con el fin de valorar el incremento de absorbancia debida a la accién

de esterasas inespecificas.

La reaccién comenzaba con la adicidon del sustrato, e inmediatamente después se
media la placa (tiempo cero); a continuacidn se practicaban medidas sucesivas a intervalos
regulares de tiempo. Hay que asegurarse de que los incrementos de absorbancia son
constantes en los sucesivos intervalos, es decir, que la actividad varia linealmente con el
tiempo. En general, se invertian 2 h para valorar las actividades AChE y BuChE en las 38-42
fracciones recogidas de cada gradiente de sacarosa, y el incremento de absorbancia se

comparaba en los intervalos de 0 a 60 min y de 60 a 120 min. Las medidas se realizaron en
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un lector de placas (Whittaker Bioproducts EIA 400 FW), por el modo de doble longitud de
onda: 405 nm y 620 nm. Los dos valores de absorbancia se restan entre si, A405-A620, para
descontar la posible diferencia en la absorbancia del plastico de la microplaca. La diferencia
entre el incremento de absorbancia, en el intervalo de tiempo escogido, y el cambio de
absorbancia en los pocillos “control”, dividido entre los minutos del intervalo de medida

proporciona el incremento de absorbancia por minuto.

La actividad colinesterasica medida por el microensayo se expresa en unidades
arbitrarias (UA), que representan un incremento de 0,001 en la diferencia A405-A620, por
min y por cada 25 ul de muestra. De este modo, los valores de actividad en las fracciones
del gradiente se normalizan de acuerdo con el volumen de muestra aplicado en el gradiente.
Aunque la actividad se exprese en unidades arbitrarias, siempre se pueden convertir en

pmoles:min™t-ml! (U/ml), aplicando el factor de conversién adecuado.

Aunque las condiciones de temperatura y pH cambian segun la actividad se valore en
cubeta (37°C, pH 8) o por microensayo (temperatura ambiente y pH 7,5), la medida en
microplaca presenta varias ventajas respecto a las medidas en cubeta. Por un lado, la mayor
sensibilidad del método permite valorar muestras con poca actividad, con tal de prolongar el
tiempo de medida; la segunda ventaja es el ahorro de muestra y reactivos que supone el
microensayo; la tercera, y tal vez la mas importante, es que en los 96 pocillos se pueden
medir hasta 88 muestras, ademas de los 8 blancos, de forma simultdnea, una circunstancia
especialmente importante a la hora de valorar la actividad AChE y BuChE en cada una de las

38-42 fracciones que se obtienen de un gradiente de sacarosa.

4. DETERMINACION DE LOS NIVELES DE ACETILCOLINA

La cantidad de ACh se determind mediante el kit Amplex® Red Acetylcholine/
Acetylcholinesterase Assay Kit (Invitrogen), método que permite medir los niveles de ACh en
un fluorimetro. En primer lugar, la AChE escinde al sustrato ACh en acetato y colina, que por
accién de la colina oxidasa se transforma en betaina y peréxido de hidrégeno (H,0,). El H,O,,
en presencia peroxidasa de rabano, reacciona en proporciéon 1:1 con Amplex red para dar un
compuesto fluorescente, resorufin, con un maximo de absorcién a 563 nm y de emisién a
587 nm.

Con el fin de determinar la cantidad de ACh libre en las muestras, los extractos
S1+S> obtenidos de las piezas quirtrgicas de pulmoén se filtraron a través de un filtro Amicon
Ultra 10k-Device de Millipore. El objetivo de la filtracién era eliminar las proteinas de gran
tamanfo, entre ellas la AChE, que podia interferir en la determinacién de los niveles de ACh y
de colina libre. Para determinar la ACh, se vierten en microplacas de 96 pocillos alicuotas de
100 pL de los extractos filtrados. A continuacion, se anade la solucién de trabajo compuesta
por: reactivo Amplex Red 400 uM, HRP2 U/mL, colina oxidasa 0,2 U/mL y AChEl U/mL.
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Como control negativo sustituimos el volumen de muestra por tampdn de reaccién y para el
control positivo se emplea H>O> 10 uM. La concentracion de ACh se obtiene de una curva

estandar preparada con 0-100 mM ACh.

AChLE
Sl ps -y
Acetilcolna —— (Colina ~ Acetato
S
Colina Oxidaza
. 8 O o)
Betaina - H-0O '

T » Resorufin

- I

Fluorescenciaa 38 " nm

Figura 2.3.Esquema de la reaccion para la determinacion de los niveles de ACh
mediante el método de Amplex Red.

5. VALORACION DE LA CONCENTRACION DE PROTEINA

Para valorar la proteina se empled el método de Bradford, mediante el kit comercial
de BioRad, que permite medir la proteina en los homogenados y sobrenadantes obtenidos

después de extraer las ChEs de las muestras de pulmoén.

El método de Bradford es Util para muestras con bajo contenido de proteina; pues
detecta cantidades del orden de microgramos. Se basa en el cambio del maximo de
absorbancia, de 465 nm a 595 nm, que se produce cuando la disolucion acida del Azul de
Coomassie G-250 se une a las proteinas. En medio acido, el Coomassie es de color rojo
pardo, y a pH alcalino azul intenso. En medio acido, el cambio de color se debe a que sdlo la
forma anidnica (azul) es capaz de unirse a las proteinas. La intensidad del color azul es

proporcional a la concentracion de proteina en la muestra.

La elevada sensibilidad del método exige que el material esté muy limpio. Para

valorar la proteina, se elabora una recta patrén, a partir de una disolucion de BSA (1
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mg/ml). Para ello, en los pocillos de una microplaca se vierten 2, 4, 6, 8, 10 y 12 pl de la
proteina estandar y se completa con 200 ul de agua desionizada. Se preparan dos series. Las
muestras se diluyen adecuadamente; se depositan en la microplaca cuatro volimenes de
cada una de ellas (10, 20, 40 y 50 pl) por duplicado. Los tampones también se diluyen en la
misma proporcidén que las muestras y se sitlan en la microplaca en la misma disposicion que
aquellas. Serviran como blancos para eliminar cualquier interferencia debida a las sales. A
continuacion se vierte en cada pocillo 0,05 ml de reactivo de Bradford. La mezcla se incuba 5
min para completar la reaccién y se lee la absorbancia a 595 nm en un lector de microplacas.

La cantidad de proteina se calcula por referencia a la recta patrdn.

6. ANALISIS DE SEDIMENTACION

Para averiguar la composicion de formas moleculares de las colinesterasas en los
tejidos de pulmon, las muestras se centrifugaron en gradientes continuos de densidad de
sacarosa del 5 al 20% p/v. Cada componente molecular se identificd por su coeficiente de
sedimentacidon (S) particular, que se calculé de acuerdo con el método de Martin y Ames
(Martin y Ames, 1961), segun el cual se comparan las distancias recorridas en el gradiente
por la molécula a identificar y la de una proteina estandar de coeficiente de sedimentacion

conocido.

La centrifugacién en gradientes de sacarosa conteniendo Brij 96 o Triton X-100
permite conocer el caracter hidrofilico o anfifilico de las proteinas. En el caso de proteinas
anfifilicas, el detergente impide su agregaciéon al fijarse en sus dominios hidrofdbicos, y
altera su migracion en el gradiente porque en el mismo viajan los agregados proteina-
detergente. Por tanto, el coeficiente de sedimentacién de una proteina anfifilica cambia en

presencia de detergente, cosa que no le ocurre a una molécula hidrofilica.

Por otro lado, los agregados proteina-Brij 96 entran en el gradiente menos que los
complejos con TX-100, y las formas anfifilicas de AChE y BuChE se separan mejor si los
gradientes llevan Brij 96 en vez de Triton X-100 (Moya-Quiles y col., 1992).

6.1. Preparacion de los Gradientes de Sacarosa.

En cada depédsito del formador de gradiente, a modo de vasos comunicantes, se
vierten disoluciones de sacarosa al 5% y 20% p/v en tampon Tris-HCI 10 mM, pH 7,0,
conteniendo NaCl 1 M, MgCl, 50 mM y Brij 96 (0,5% p/v). En el vaso con salida al exterior se
ponen 5 ml de sacarosa concentrada, y en el otro 5 ml de sacarosa diluida. El vaso donde se
pone la sacarosa concentrada tiene una salida en su base, que se conecta a un tubo fino de
silicona. El tubo se pasa por una bomba peristaltica (Gilson, Minipuls 3), de forma que su
extremo desemboque en un tubo de centrifuga de 12 ml (Ultra-clearTM Beckman No.
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344060). Al tiempo que se abre el paso que comunica los vasos, se pone en marcha la
bomba peristaltica. El gradiente se forma a medida que la disolucion de sacarosa diluida pasa
hacia la camara de la concentrada, en donde se mezclan mediante un agitador helicoidal. El
flujo de salida se controla de forma constante con la bomba peristaltica.

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

de higado bovino (11,4 S) y fosfatasa alcalina de intestino bovino (6,1 S).

aaaaaaa

Figura 2.4. Esquema del sistema para la formacion de gradientes de densidad
continuos de sacarosa.

Una vez depositadas las muestras (200-1000 pl), los tubos con los gradientes se
centrifugan 18 h a 36000 rpm y a 49C, en un rotor basculante Beckman SW41Ti. Tras la
centrifugacion, los tubos se perforan por su base, con un perforador (Beckman), y se
recogen fracciones (entre 38 y 42, de unos 260 ul) con la ayuda de la bomba peristaltica y

un colector de fracciones (Modelo 2110 de BioRad) (Figura 2.5).

En cada fraccion del gradiente se determina la actividad ChE y la de las enzimas
marcadoras. Se representan los resultados graficamente y se localizan las fracciones con
actividad maxima. También se averiguan las posiciones de las proteinas marcadoras. La
proporcion relativa de cada forma molecular, de AChE o BuChE, se obtiene sumando la
actividad de las fracciones que componen cada pico y dividiendo la suma por la actividad
total recuperada del gradiente. Si en los perfiles aparecen picos solapados, se separan

mediante un programa de deconvolucién en curvas de gauss (Peak-Fit de SPSS, versién 4)
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Figura 2.5. Esquema de la separacion de proteinas basada en la diferencia de
velocidad de sedimentacion.

6.2. Localizacion de las Proteinas Marcadoras

La catalasa y la fosfatasa alcalina se disuelven por separado en NaCl 1 M, Tris-HCI 10
mM, pH 7,5, a la concentracién de 15 y 20 mg/ml, respectivamente. Se afiaden a las
muestras 10 pl de cada marcador vy, tras la centrifugacion, se identifican las fracciones con

mayor actividad.

La actividad catalasa (C) se determina mediante un método espectrofotométrico,
adaptado a microplaca. Se registra la disminucién de absorbancia a 240 nm de una mezcla
de reaccién que lleva 0,2 ml de H,0, 18 mM, en tampodn fosfato 50 mM, pH 7,0, y 5-10 pl de
muestra. La mezcla de reaccion se prepara poco antes de comenzar las medidas, anadiendo
200 pl de H,0, (30% v/v) a 100 ml de tampédn fosfato. La absorbancia disminuye conforme
la catalasa convierte H,0, (e= 41 M! cm™) en oxigeno molecular y agua y. La actividad
catalasa se mide en microplaca, region UV (Greiner Bio-One™, 96 Well UV-Star®) y a

temperatura ambiente.

A pH alcalino, la fosfatasa alcalina (F) convierte p-nitrofenilfosfato (pNPP) en fosfato
y p-nitrofenol, cuya aparicién se mide a 405 nm (= 18,2:103 M*.cm™). Antes del ensayo,
se mezclan 0,2 ml de pNPP 38 mM y 10 ml de tampdn dietanolamina 0,1 M, pH 9,8. En cada
pocillo de una microplaca se depositan 10 yl de muestra y 250 ul de mezcla de reaccion. Las
medidas se practican a temperatura ambiente, con el modo dual de longitud de onda, 405 y

620 nm, y se registra el incremento de absorbancia (A405-A620) en cada pocillo.
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6.3. Calculo del coeficiente de sedimentacion

Una vez medidas las actividades AChE y BUChE y las de las enzimas marcadoras en
las fracciones del gradiente, se calcula el coeficiente de sedimentacién de cada componente
molecular de AChE y BuChE, expresado en unidades Svedberg (S), por el método de Martin

& Ames (Martin y Ames, 1961), segun la siguiente formula:

(Ni=Np)

Sprote[na problema = N-N X S20,wproteina estandar
(Ni-Ne)

En la que Nt indica el niumero total de fracciones recogidas del gradiente; Ne, la
fraccion en la que la actividad de la enzima marcadora es maxima; y Np, la fracciéon con el
valor maximo de actividad de la forma molecular de AChE o BuChE. En cada caso, es
conveniente elegir la proteina estandar que migre a la posicion mas proxima a la forma
molecular cuyo coeficiente de sedimentacién se desea determinar, por ejemplo, catalasa

para las moléculas mas pesadas y fosfatasa alcalina para las ligeras.

7. CONVERSION DE FORMAS ANFIFILICAS EN HIDROFILICAS.

La fosfolipasa C especifica para el fosfatidilinositol (PIPLC) sirve para saber si una
ecto-proteina particular estd anclada a la membrana por un resto de glicosilfosfatidilinositol
(GPI). La PIPLC hidroliza el enlace fosfodiéster del fosfatidilinositol para dar diacilglicerol e
inositol-1,2-monofosfato ciclico. La ectoproteina se libera de la membrana al separarse la
porcion proteica; el diacilglicerol permanece entre los lipidos. Con PIPLC de origen bacteriano
se consigue solubilizar proteinas con GPI, siempre que los hidroxilos del inositol no lleven
cadenas acilo. Si ocurre esto, la ectoproteina permanece unida a la membrana por esas

cadenas, pese a la pérdida del diacilglicerol.

La PIPLC de Bacillus thuringiensis es Util para liberar proteinas ancladas por GPI.
Tiene un tamafno de 34 kDa, es activa a pH neutro (pH éptimo 7-7,4), y su actividad no
decae en presencia de sales (admite NaCl 0,15 M). También se utiliza con éxito en la
conversion de proteinas anfifilicas con GPI en sus variantes hidrofilicas (Low y Huang, 1991;
Ferguson, 1992; Saez-Valero y Vidal, 1995).

Para investigar si la PIPLC podia transformar las formas G;* y G,* de AChE y BuChE
en sus variantes hidrofilicas, en un tubo eppendorf se pusieron 0,5-1 ml de S, o del pico del
gradiente de sacarosa con alto contenido de moléculas G1A y G2A de AChE. Se afiadié PIPLC
de B. thuringiensis (3 U/ml de muestra) y la mezcla se incubd 2 h a 37°C. Como control de

la conversidn se utilizd otra muestra incubada en las mismas condiciones, pero sin
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fosfolipasa. La conversion de las formas anfifilicas en hidrofilicas se verificd por anadlisis de

sedimentacion en gradientes con Brij 96.

8. CROMATOGRAFIA DE AFINIDAD.

La cromatografia de afinidad hidrofdbica en fenil-agarosa y/o octil-Sepharosa permite
establecer el comportamiento hidrofilico o anfifilico de las proteinas. Las proteinas con
dominios hidrofébicos expuestos al medio se ligan a los anillos aromaticos (fenil-agarosa) y/o
a las cadenas alifaticas (octil-Sepharosa) inmovilizadas en la agarosa. La eficiencia de la
separacion de las moléculas hidrofilicas y anfifilicas depende de las interacciones entre el
ligando que tenga unido la agarosa, el agua y la proteina. El cambio de temperatura, pH y
fuerza idnica, entre otros factores, influyen en la separacidn, lo que proporciona una gran

versatilidad en el disefio experimental y en las condiciones de elucion.

La técnica puede emplearse con extractos preparados sin o con detergentes, pues los
soportes hidrofébicos son totalmente estables frente a detergentes idnicos o no idnicos. En
los experimentos se emplearon una mezcla de los sobrenadantes S; y S,, obtenidos por el

método de extraccidon descrito en esta memoria.

Para el experimento, se rellena una columna cromatografica (10 cm x 1 cm) con 5 ml
de fenil-agorosa. Una vez depositada la matriz, se lava con 10 volimenes de tampdn salino
(tampon de equilibrio) manteniendo un flujo de 5 ml/h con una bomba peristaltica (Gilson
Minipuls 3). Después, se depositan 2 ml de la mezcla S;+S, (1 ml de cada) en la superficie
del gel, y sin dejar que se seque la superficie del gel, se afiade medio de equilibrio (20 ml de
tampoén Tris 10 mM, pH 7,5), conservando el flujo de salida. Se recogen las proteinas no
retenidas (formas hidrofilicas), y aun himeda la superficie de la resina, se anade otros 20 ml
del tampodn Tris anterior, sin sales pero conteniendo el detergente Triton X-100 (2% p/v)
para liberar las ChEs ligadas al gel (formas anfifilicas). Con un colector de fracciones (BioRad
2110) se recogen fracciones de aproximadamente 0,75 ml, tanto de las formas no retenidas
como de las eluidas con detergente. Se determinan las actividades de AChE y BuChE en
todas las fracciones. Después, se juntan, por una parte, las fracciones con las enzimas no
retenidas y, por otra, las retenidas, y se establece la composiciéon de formas moleculares de

ambas, por analisis de sedimentacion

9. ENSAYOS CON LECTINAS INMOVILIZADAS.

Las lectinas son proteinas o glicoproteinas de origen no inmune que tienen la
capacidad de aglutinar células y precipitar carbohidratos complejos. Aunque se han aislado

de virus, bacterias, animales invertebrados y vertebrados, las mas conocidas son de origen
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vegetal. Las lectinas participan en numerosos procesos bioldgicos, como el reconocimiento
celular y la adhesién. Poseen una especificidad definida para unirse a glicanos de diferente
composicion sin modificarlos, por lo que se utilizan para identificar, de manera indirecta, la
composicion de los azlcares terminales de los oligosacaridos, e incluso sirven para purificar

glicoproteinas.

Para averiguar la naturaleza de los azlcares terminales de los oligosacaridos unidos
a las ChEs, los extractos se incubaron con las siguientes lectinas inmovilizadas:
concanavalina A (Con A-Sepharosa), que se une especificamente a restos de a-D-glucosa y
a-D-manosa; aglutinina de lenteja (Lens culinaris agglutinin, LCA-Sepharosa), que reconoce
glucosa, siempre que el oligoglicano tenga fucosa unida a NAcGlIc, y aglutinina de germen de
trigo (wheat germ agglutinin, WGA-agarosa), que se fija a NAcGIc y acido sidlico. Como

control de la unién especifica de las ChEs al soporte se empled Sepharosa-4B.

En los experimentos se utilizé el protocolo de centrifugacidn directa de los complejos
lectina-colinesterasa. Para separar los complejos por centrifugacidon directa, se depositaron
en tubos eppendorf 0,1-0,2 ml de cada matriz, con o sin lectina conjugada, y se lavaron 3
veces con TSB, por centrifugacion y resuspension. A cada tubo-lectina y control-Sepharosa-
4B se anadieron 0,2-0,5 ml de la mezcla de los extractos S;+S; y se incubd 16 h a 4°C, con
agitacién suave. Luego, se separaron los complejos enzima-lectina por centrifugacién a
5000g, 15 min y a 4°C en microfuga. Finalmente, se recogié el sobrenadante con cuidado de
no arrastrar el gel. En los sobrenadantes se valord la actividad colinesterasica y se analizaron
las formas de AChE y BuChE no ligadas a las lectinas, mediante centrifugacién en gradientes
de sacarosa. Tras la incubacion con lectinas, el porcentaje de interaccion de las ChEs se
obtuvo restando el valor de actividad del control (considerado el 100%) respecto de los

sobrenadantes.

10. ELECTROFORESIS.

10.1. Electroforesis en Geles de Poliacrilamida

Concepto. Se denomina electroforesis a la migracion de moléculas con carga neta
en un campo eléctrico. Cualquier i6n o molécula cargada eléctricamente migrara cuando se
someta a la accion de un campo eléctrico. A un pH determinado, muchas moléculas
biolégicas poseen carga eléctrica, cuya magnitud depende del pH y la composicion del medio.
El desplazamiento de las distintas moléculas depende su carga, peso molecular e intensidad
del campo eléctrico aplicado. Con técnicas electroforéticas, es posible separar los diferentes
componentes de una mezcla de aminoacidos, proteinas, &cidos nucleicos y otras

biomoléculas cargadas. La electroforesis en gel de poliacrilamida es especialmente idonea
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para separar las proteinas individuales de mezclas complejas, como las de las muestras
bioldgicas. Es un método conveniente, rapido y relativamente econdmico, a nivel de

muestra, pues requiere unos pocos microgramos de proteina.

El método de electroforesis mas usado para proteinas, se conoce como SDS-PAGE
(SDS-polyacrilamide gel electrophoresis), electroforesis en gel de poliacrilamida practicado
en presencia de SDS. Descrita por Laemmli (Laemmli, 1970), se trata de una electroforesis
en condiciones de desnaturalizacion. Antes de la electroforesis, las muestras se
desnaturalizan por calor y agentes desnaturalizantes (B-mercaptoetanol, que rompe los
enlaces disulfuro; SDS, un detergente anidnico que desnaturaliza y comunica carga negativa
a la proteina) Con la electroforesis, las proteinas se separan como cadenas polipeptidicas

aisladas.

A lo largo de esta Tesis Doctoral, la electroforesis se llevé a cabo por el método de
Laemmli, con un equipo Mini-Protean 3 de BioRad (BioRad labs, Ltd., Herts, Reino Unido)
(Figura 2.6) y un sistema discontinuo de tampones. El sistema de pequefias dimensiones
permite aplicar poca cantidad de muestra y desarrollar la electroforesis en dos geles en poco

tiempo.

Figura 2.6. Sistema de electroforesis Mini-Protean 3 de BioRad.

10.1.1. Preparacion del gel separador y del gel concentrador
En primer lugar, se montan los cristales (7 x 8,5 cm) donde polimerizara la

acrilamida, usando los espaciadores de 0,75 mm. Para el gel separador, la concentracién de

acrilamida fue del 7,5% (p/v), y para un volumen total de 10 ml se mezclaron:
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Agua purificada 4,84 ml
Tris HClI 1,5 M, pH 8,8 2,50 ml
SDS 10% (p/v) 0,10 ml
Acrilamida 29,2%-bisacrilamida 0,8% 2,50 ml
Persulfato amédnico 10% (p/v) 0,05 ml
TEMED 0,01 ml

La mezcla se prepara sin persulfato ni TEMED. La polimerizacidon comienza al
anadirlos, se afiade el persulfato (recién preparado) y el TEMED, se agita y la disolucidon se
vierte entre los cristales hasta unos 2 cm del borde superior, evitando que se formen

burbujas. Por cada gel se necesitan 3,5-4 ml de mezcla.

Inmediatamente después de poner la mezcla entre los cristales, se deposita sobre
ella una capa de agua, con sumo cuidado y por los laterales. La capa de agua hace que la
polimerizacion sea uniforme en el borde superior del gel separador y evita que penetre el
oxigeno. La polimerizacion finaliza en menos de 1 h, a temperatura ambiente. Al afadir el
agua, se aprecia una interfase entre ésta y la mezcla de acrilamida, pronto desaparece y

vuelve a aparecer otra vez cuando el gel ha polimerizado.

Una vez que el gel separador ha polimerizado, se prepara el concentrador, que se
diferencia del primero por su menor concentraciéon de acrilamida (4%) y por el pH, ahora
casi neutro (6,8), de ahi que se hable de un sistema discontinuo de tampones. Para un

volumen de 10 ml se mezclan:

Agua purificada 6,04 ml
Tris HCI 0,5 M, pH 6,8 2,50 ml
SDS 10% (p/v) 0,10 ml
Acrilamida 29,2%-bisacrilamida 0,8% 1,30 ml
Persulfato aménico 10% (p/v) 0,05 ml
TEMED 0,01 ml

Al igual que para el gel separador, la mezcla de polimerizacién se prepara, en
principio, sin persulfato ni TEMED. Tras retirar la capa de agua del gel separador, se agita la
mezcla e inmediatamente se vierte con cuidado hasta el borde de los cristales. Después, se
coloca el peine que, tras la polimerizacidn, formara los pocillos en el gel (10 calles). Es
importante evitar la formacién de burbujas debajo del peine. Se deja polimerizar la mezcla

unos 45 min a temperatura ambiente.
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10.1.2. Tratamiento de las muestras

Antes de la electroforesis, las muestras se incuban con B-mercaptoetanol (B-ME) y
SDS. El SDS es un detergente anidnico que desagrega y desnaturaliza las proteinas; el B-ME
es un reductor que rompe los enlaces disulfuro inter- e intracatenarios. Con este
tratamiento, las proteinas oligoméricas se disocian en sus subunidades y los polipéptidos
resultantes adoptan una conformacion de ovillo al azar. Por eso, a este tipo de electroforesis

se denomina disociante o desnaturalizante.

Al asociarse el SDS a los polipéptidos, aumenta la carga negativa de las proteinas vy,
por tanto, su movilidad electroforética. Esto hace que la carga intrinseca del polipéptido
resulte insignificante, y que los diferentes complejos SDS-proteina tengan practicamente la
misma densidad de carga. Por tanto, en SDS-PAGE quedan anulados los efectos debidos a la
carga y forma de la cadena polipeptidica, de modo que las proteinas se separan Unicamente
por su tamafo. La mayor o menor migracion en el gel dependera de su facilidad de paso a
través del gel de poliacrilamida, cuyos poros forman un tamiz molecular. Ello permite
calcular el tamafio de las proteinas, por referencia a proteinas patrones de masa molecular

conocida.

Para calcular la masa de las subunidades de AChE y BuChE se us6 una mezcla de
proteinas estandares no coloreadas (Sigma, SDS-6H) de entre 30 y 200 kDa, que contenia:
anhidrasa carbdnica de eritrocito bovino (29 kDa), ovoalbumina (45 kDa), BSA (66 kDa),
fosforilasa b de musculo de conejo (subunidad de 97,4 kDa), B galactosidasa de E. coli
(subunidad de 116 kDa) y miosina de musculo de conejo (subunidad de 205 kDa). Los
marcadores vienen liofilizados; se disuelven en tampon de desnaturalizacidon o carga a una
relacién de 0,5 mg proteina/ml, aproximadamente. En algunos casos se empleé la mezcla de
estandares coloreados de Amersham (Ful-Range Rainbow, Cdédigo No: RPNS80OE) con
marcadores de 12, 17, 24, 31, 38, 52, 76, 102, 150 y 225 kDa.

Para desnaturalizar las proteinas, las muestras y la mezcla de proteinas patrones se
incubaron, por separado, con tampén de carga (Tc), cuya composicion, para un volumen

final de 2 ml, es la siguiente:

Agua purificada 1,025 mi
Tris HCI 0,5 M, pH 6,8 0,250 ml
SDS 10% (p/v) 0,400 ml
B-Mercaptoetanol 0,100 ml
Glicerina 30% (v/v) 0,200 ml
Azul de bromofenol (1 mg/ml) 0,025 ml
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El SDS desnaturaliza las proteinas y el B-mercaptoetanol disocia los oligdmeros. La
glicerina, sustituida a veces por sacarosa, aumenta la densidad de la muestras y evita su
difusion al depositarla sobre el gel. El azul de bromofenol se utiliza para facilitar la aplicacién

de las muestras y seguir el movimiento del frente.

La desnaturalizacién se completa calentando las muestras y las proteinas patrones a
950C, 5 min en un bloque calefactor. Después de centrifugar, 0,5-1 min a 3000 rpm en
microfuga, se recoge el sobrenadante y se aplica directamente al gel (25 pl) o se guarda en
congelador. Como el SDS precipita en frio, hay que calentar las muestras a 95-100°C para
que el SDS se disuelva. La relacion mg SDS/mg proteina siempre fue mayor que la minima

recomendada, 3 mg SDS/mg proteina.
10.1.3. Aplicacion de las muestras y recorrido

Finalizada la polimerizacién del gel concentrador, se retira el peine, se lavan los
pocillos del gel con agua y se coloca el soporte de los geles en el sistema de electroforesis,

comprobando que los depdsitos con el tampdn de recorrido estan incomunicados entre si.

Se vierte tampon de recorrido (Tris-HCI 25 mM, glicina 192 mM, SDS 0,1%, pH 8,3)
en los depdsitos con los electrodos, con cuidado de no formar burbujas en las calles o bajo el
gel separador. Se necesitan 400 ml de tampon para un sistema Mini-Protean. A continuacién,
se depositan las muestras (25 pl) y las proteinas estandares (10 pl). El color azul de las
muestras, por el azul de bromofenol, permite comprobar que la muestra se ha depositado

correctamente.

La electroforesis se desarrollé a voltaje constante (180 v) y a temperatura ambiente.
Puesto que los geles no son muy gruesos (0,75 cm) y el recorrido dura poco tiempo (unos 45
min) apenas se produce calentamiento, lo que hace innecesario el sistema de refrigeracion.
El avance del frente se puede seguir observando el desplazamiento del azul de bromofenol,
gue forma una banda horizontal fina. Cuando el frente esta a 1-2 mm del final del gel, se

detiene la electroforesis.
10.1.4. Deteccion de las proteinas
Las proteinas se hicieron visibles por tincion con Azul de Coomassie. EI Coomassie

Brilliant Blue es un pigmento anidnico, tipo trifenilmetano, que se une de modo no covalente

a restos lisina de las proteinas. El colorante es capaz de detectar 1 ug de proteina por banda.

Los pasos seguidos fueron:
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1. Sumergir el gel media hora en la disolucién de tincidén, que a la vez fijara las
proteinas (0,1% azul de Coomassie, 40% etanol, 10% acido acético).

2. Para desteiir el gel, lavar el gel varias veces con la disolucién de destefiido
(acido acético 10%, etanol 10 %).

11. WESTERN BLOT.

Los experimentos de Western blot se utilizaron para la deteccion de proteinas de los
tejidos homogeneizados o extractos mediante el uso de anticuerpos especificos para la
proteina. Se utiliza la SDS-PAGE para separar las proteinas y, posteriormente, se transfieren
desde el gel a la membrana (nitrocelulosa o PVDF). Después de revelar la membrana, se
puede examinar la cantidad y/o tamafio de una proteina concreta en una mezcla compleja y

comparar sus niveles en distintas condiciones fisioldgicas.

11.1. Electrotransferencia

El sistema de transferencia utilizado es el que se muestra en la Figura 2.7.

Figura 2.7. Sistema de transferencia de Biorad para Western blot

Las proteinas pasan del gel a las membranas de nitrocelulosa o PVDF mediante
electrotransferencia. Para ello, se pone el gel junto a la membrana y se aplica un campo
eléctrico perpendicular al plano del gel. Como las proteinas tienen carga negativa, por el
SDS, salen del gel conforme migran al polo positivo (anodo) y quedan retenidas en la
membrana. Luego, se bloquea la membrana y se incuba con anticuerpos primarios y

secundarios.
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Al acabar la electroforesis, se desmonta el sistema y se separan los dos cristales que
contienen el gel. Se realiza un pequefio corte en una esquina del gel separador, para poder
identificar la disposicidon de las muestras, y se elimina el gel concentrador. A continuacion, se
sumerge el gel separador en tampdn de transferencia (TT), 10 min con agitacion. El tampodn
de transferencia lleva metanol 10%, glicina 192 mM, SDS 0,01%, Tris 25 mM, pH>8,3. No
es preciso ajustar el pH, pues al disolverse la glicina y el Tris el medio alcanza un valor
proximo a 8,6. El SDS facilita la transferencia de las proteinas pero, como todos los
detergentes, puede unirse y bloquear la membrana, dificultando asi la unién de las proteinas.
Por ello, se emplea a una concentracion mucho menor que en la electroforesis. El metanol
dificulta la salida de las proteinas del gel, pero mejora la adsorcién a la membrana de las de
pequeno tamafo (~80 kDa o menores). Por eso, deben ajustarse las cantidades de SDS y
metanol en cada caso particular, teniendo en cuenta la clase de membrana utilizada. El gel
se contrae un poco por el metanol; para evitar problemas en la transferencia, es conveniente

incubar el gel unos 10 min en TT, antes de colocarlo junto a la membrana.

Para la transferencia de las proteinas, las membranas (con poros de 0,45 pm) se
cortan con un tamafo ligeramente superior al del gel, y se ponen en agua, con cuidado de
que no retengan aire. A continuacion, se sumergen en agua y luego se incuban unos minutos
en TT. A lo largo del proceso, se recomienda manejar las membranas con guantes de latex y

pinzas, para evitar mancharlas con grasa y proteinas de las manos.

En este sistema de electrotransferencia, se pone el gel sobre la membrana y ambos
se rodean de papel de filtro y esponjas dentro de un “casete” de plastico, para mantener el
gel en contacto con la membrana. El casete se monta en una bandeja con abundante TT,
para que sus componentes queden sumergidos, evitando que se formen burbujas.
Previamente, se empapan en TT dos papeles de filtro para transferencia (“blotting paper”),
recortados al tamafio de la membrana, y dos esponjas (Scotch-brite). Sobre la placa negra
del casete (que luego quedara hacia el catodo, polo negativo) se coloca, en este orden, una
esponja, un papel de filtro, el gel (cuidando su orientacién), la membrana (rodando sobre
ella un tubo de ensayo para expulsar el aire y evitar burbujas entre gel y membrana), el otro

papel de filtro, la otra esponja y, por ultimo, la tapa clara del casete.

El casete se fija en el soporte que lleva los electrodos, vigilando la orientacién de
modo que el gel quede cerca del catodo y la membrana del dnodo. Después, se sumerge el
“porta-casete” en la cubeta de transferencia que contiene TT frio, asi como un recipiente con
un bloque hielo y una barra de agitaciéon. Se tapa la cubeta y se coloca todo sobre un
agitador magnético. La transferencia se realiza a 70 V, 3 h en camara fria, para disipar el
calor, y con agitacidn. Por efecto del campo eléctrico, las proteinas rodeadas de SDS migran
al polo positivo, abandonan el gel y son retenidas en la membrana por fuerzas no covalentes.
Conviene indicar que, si la transferencia se prolonga, las proteinas pueden atravesar la

membrana.
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Finalizada la transferencia, se desmonta el sistema y se recorta la membrana antes
de separarla del gel (siguiendo el contorno de éste), y se marca una esquina para asegurar

la orientacién de la membrana.

Después de la transferencia, es conveniente tefiir los geles por Coomassie. De esta
manera, se comprueba que no quedan proteinas en el gel o que a lo sumo sdlo permanecen
las de elevado peso molecular, por su dificultad de transferencia en estas condiciones. Si se
emplean marcadores pretefidos, su presencia en la membrana prueba que la transferencia

ha sido buena.
11.2. Tincion de proteinas con el reactivo rojo Ponceau

El tefiido con rojo Ponceau es muy Util para saber si la transferencia y fijacion de las
proteinas a la membrana han sido correctas. Ademas, permite localizar la posicién de los
marcadores no coloreados. Como la tincidon con rojo Ponceau es reversible, no interfiere con
el revelado final de la actividad fosfatasa. La tincion es muy simple: se moja la membrana
con agua (por capilaridad), se sumerge 4 min en la disolucién de tefiido (0,1% Ponceau-S en
1% Aacido acético), y se lava con agua hasta que se observan claramente las bandas de
proteina en rojo. Se marca la posicion de las bandas principales y la de los estandares (para
calcular después la masa de la proteina problema). La membrana se puede fotografiar,

fotocopiar o escanear. Finalmente, se elimina el colorante lavando la membrana con agua.
11.3. Deteccion de las proteinas de interés con anticuerpos

El proceso se desarrolla en tres etapas; las membranas se incuban sucesivamente
con tres disoluciones (bloqueante, anticuerpo primario y secundario), intercalando fases de

lavado, y al final, se revela la actividad fosfatasa alcalina. Los pasos son:

Blogqueo:

La membrana se incuba con disolucién de BSA al 3% o con leche desnatada en polvo
al 5%, en tampdn TTS-T (Tween 20 al 0,1%, NaCl 0,9%, Tris 25 mM, pH 7,5). La incubacién
se prolonga 2 h, al menos, a temperatura ambiente, o toda la noche a 4°C. Siempre con

agitacion suave.

La membrana y la disolucién se introducen en bolsas de plastico (evitando que
queden burbujas) y se sellan por calor. De esta forma, se reducen el volumen de la
disolucién de bloqueo y la cantidad de anticuerpo en etapas posteriores (10-12
ml/membrana). Durante el bloqueo, el detergente Tween-20 y la albimina ocupan los
puntos de la nitrocelulosa que quedaron libres, evitando que, mas tarde, los anticuerpos se

unan a la membrana de modo inespecifico. Tras el bloqueo, las membranas se lavan con
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TTS-T, unos 15 min. Los lavados se realizan en una bandeja con abundante tampoén, a

temperatura ambiente y con agitacion.

Incubacidn con el anticuerpo primario:

Después de bloquear la membrana, se incuba con el anticuerpo primario,
convenientemente diluido en TTS-T con 1% BSA. El anticuerpo policlonal (N-19), generado
en cabra contra un péptido del extremo N-terminal de la AChE humana y el antisuero de
oveja contra la BUChE del plasma humano, se diluyeron 1/1000 y 1/5000, respectivamente.
La disolucidn con el anticuerpo se afade a la membrana y se incuba en camara fria toda la
noche, con agitacién suave. En ese tiempo, los anticuerpos se unen a las zonas de la
membrana ricas en proteinas que posean el epitopo. La membrana control se incuba en las

mismas condiciones, pero sélo con TTS-T y 1% de BSA.

Incubacidn con el anticuerpo secundario:

Tras retirar el anticuerpo primario, las membranas se lavan con TTS-T 30 min,
cambiando el tampdn cada 10 min. A continuacion, se incuban 1 h a temperatura ambiente
con el anticuerpo secundario conjugado con fosfatasa alcalina. El anticuerpo usado fue un
anti-cabra frente al N-19 y al anti-BuChE, diluido 1/5000 en TTS-T con 1% de BSA.

Revelado de la actividad fosfatasa alcalina:

Tras retirar el anticuerpo secundario, la membrana se lava con TTS-T y la actividad
fosfatasa se revela con el reactivo BCIP/NBT. El revelador lleva 0,48 mM nitroblue
tetrazolium (NBT), 0,56 mM 5-bromo-4-cloro-3-indolil fosfato (BCIP) y 59,3 mM MgCl, en
Tris 10 mM, pH 9,2. La membrana se incuba con el revelador hasta que aparecen bandas
violetas con la intensidad deseada (unos 10 min), y se lava con agua para detener la

reaccién. Las membranas se escanean y se guardan secas en bolsas de plastico selladas.

Para calcular la masa de las subunidades de AChE y BuChE en las muestras normales

y tumorales se empled el programa SigmaGel version 1.0.

12. ANALISIS DE LOS TRANSCRITOS EN PULMON NORMAL Y
TUMORAL.

Con la identificacién y cuantificacion de los ARNm para las proteinas del sistema
colinérgico en tejidos normales y tumorales pudimos desvelar la extraordinaria complejidad

de los cambios en estos transcritos, en lo que atane al cancer de pulmdn humano.
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12.1. Extraccion de ARN.

Como material de estudio, se utilizaron muestras de cancer de pulmén y los
controles (tejidos sanos adyacentes a la muestra) del mismo paciente, todas conservadas a -
80°C inmediatamente después de la intervencidn quirdrgica. Las piezas tumorales se

clasificaron de acuerdo a sus caracteristicas histopatoldgicas.

Antes de extraer el ARN, hubo que esterilizar todo el material y asegurarse de que
estaba libre de RNasas (RNasa free). Puesto que el autoclave sdlo esteriliza, para eliminar las
ribonucleasas y los acidos nucleicos contaminantes hay que calentar el material en un horno
Pasteur 4-5 h a 150°C. Ademas, se afiade dietilpirocarbonato (DEPC) al H,0 y a todas las

disoluciones, a una concentracion final de 0,01% (v/v). Luego, se esterilizan en el autoclave.

Para extraer el ARN de tejidos sanos y tumorales se usaron dos métodos diferentes:
el kit comercial de Invitrogen (PureLink RNA Mini Kit) para obtener RNA total y el sistema
Chemagic mRNA Direct Kit (Chemagen) para extraer mRNA, de modo selectivo. El primer
meétodo es suficiente para identificar los transcritos; el segundo es idéneo para las pruebas

de PCR a tiempo real (cuantificacion relativa de los transcritos).

El ARN total se extrajo segun las indicaciones del fabricante del kit. Brevemente,
para comenzar se anade BME (1%) a la disolucidon de lisis y se sumerge en ella la muestra a
40C (0,6 ml/30 mg de tejido). Tras homogeneizar el tejido en un polytron (Ultra Turrax T8,
IKA Werke), 1 min a alta velocidad, el homogeneizado se centrifuga a 2600 g,,, 5 min a
250C. Se pasa el sobrenadante a otro tubo y se afiade un volumen de etanol al 70% v, tras
agitar el tubo en vortex 2 min, se vuelve a homogeneizar en el polytron 2 min a maxima
velocidad. Se toma una alicuota de 600 pl de la mezcla, se pasa por un filtro especifico para
retener el ARN (RNA Spin Cartridge) y, tras centrifugar a 12000 g,,, 15 s a 25°C, se elimina
el filtrado. La operacidn se repite hasta filtrar toda la muestra. Se lava el filtro con 700 pl de
tampdn de lavado 1. Se centrifuga a 12000g, 15 s a 25°C, se retira el volumen filtrado y se
pasa el filtro a un tubo eppendorf nuevo de 2 ml. Se afiade al filtro 500 pl de tampén de
lavado II y, tras centrifugar como antes, se vuelve a eliminar el filtrado, Esta operacion se
repite otra vez mas. Luego se centrifuga a 12000g, 1 min a 25°C, para secar el filtro por
completo, se pasa a un tubo nuevo y se le afiade un volumen de 30-100 pl de H,O estéril. Se
deja reposar 1 min y se centrifuga de nuevo a 12000g, 2 min a 259C, para recuperar el
filtrado con el ARN del tejido. Este Ultimo paso se puede repetir dos o tres veces mas para
obtener varias alicuotas de ARN, aunque cada vez con concentracion y pureza menores que
la primera. Para concluir, se miden la concentracidn y pureza del ARN en las sucesivas

alicuotas.

El ARNm de las muestras (pulmdn sano y tumoral) se extrajo con el Chemagic mRNA

Direct Kit. La estrategia se basa en el uso de pequefias bolitas supermagnéticas de polivinil
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alcohol recubiertas de Oligo(dT) (M-PVA OdTx) (Figura 2.8). Su alto contenido en magnetita
permite la separacién de las moléculas de ARN poliadenilado tras la unidn de las bolitas a un

iman. Las bolitas son de elevado rendimiento, 40 ul M-PVA OdTx pueden unir 2 ug de ARNm.

Antes de comenzar la extracciéon del ARNm hay que atemperar todos los reactivos.
Se transfieren 40ul de bolitas M-PVA OdTx a un tubo estéril de 1.5 ml y se lavan varias veces

para su preparacion. Finalmente se suspenden en 100 pl de tampoén de lisis.

Los tejidos de pulmon, congelados en N, liquido y conservados a -80°C, y las células,
mantenidas también a -80°C, son descongelados rapidamente en un bafio termostatizado a

37°C. Inmediatamente se ponen en hielo.

Muestra Tampén Lavado Tampén Elucién mRNA Puro
i M-PVA OdT
v Mognetic Beads v Descartar v *
. Tampén lisis _ g Sobrenadante »
iy L. o i

v

{ |

Figura 2.8. Esquema para la purificacion de ARNm empleando el kit de Chemagen.

Para extraer el ARNm, se emplean 10-100 mg de tejido y 10°-107 células. El tejido se
trocea con un bisturi y se homogeniza en 300 ul de tampdn de lisis con un polytron (Ultra
Turrax T8, IKA Labortechnik), 4 pulsos de 15 s a alta velocidad, con intervalos de 1 min.
Luego, se afaden 600 pl de tampdn de lisis y se elimina el debris celular por centrifugacion
en microfuga (Microfuge 22R, Beckman), 5 min a maxima velocidad. El sobrenadante se
afade a un vial que ya contiene 40 pl de M-PVA OdTx. Tras resuspender las bolitas, se
incuba la mezcla a 70°C 2 min, y luego a T@ ambiente, 7 min, con agitacién ocasional. Con
ello, se favorece la unién de las moléculas de RNA poliadenilado a las bolitas. Se coloca el
vial en un iman, Chemagic Magnetic Separator, y tras asegurarnos de que todas las bolitas
son atraidas hacia la pared del vial, aspiramos el sobrenadante y aplicamos varios ciclos de

lavado con los distintos tampones suministrados en el kit.

Finalmente, se afiaden 50-100 pl de tampon de elucidn y se incuban las bolitas a
70°C min, con agitacion vigorosa, para facilitar la elucién completa del ARNm. El vial se sitta
en el Magnetic Separator y el sobrenadante se transfiere a un tubo de 1.5 ml libre de

RNasas.
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12.1.1. Medida de la Concentracion y Pureza del ARN.

La concentracién y pureza del ARNm se midié en un espectrofotdmetro NanoDrop
1000 (Thermo Scientific). Depositamos 1.5-2 uL de ARNm y medimos la absorbancia a las
longitudes de onda de 260 y 280nm. Como blanco se empled 1 ul del tampén de elucidon

suministrado por el Chemagic mRNA Kit.
Los coeficientes de extincion mas aceptados para los acidos nucleicos son:

e ADN de doble cadena: 50 ng-cm/puL
e ADN de cadena sencilla: 33 ng-cm/pL
e ARN de cadena sencilla: 40 ng-cm/uL

Asi, una unidad de absorbancia corresponde a 40 ng/uL de ARN de una sola hebra.

El NanoDrop 1000 puede usar longitudes 6pticas de 1.0 y 0.2 mm, entre 10 y 50
veces menores que las de un espectrofotdmetro convencional (10 mm). Por eso, el
NanoDrop consigue medir cantidades de ARN 50 veces mayores que un espectrofotometro

estandar.

La relacién de absorbancias (A260/A280) proporciona una estimacion de la pureza
del acido nucleico. Los acidos nucleicos absorben fuertemente a 260 nm y las proteinas a
280 nm. Las preparaciones puras de ADN y ARN muestran valores de 1,8 y 2,0,
respectivamente. Cuanto mayor sea la contaminacién con proteinas, menor sera la relacion
A260/A280. Una vez medida la concentracion de RNA, las preparaciones de ARNm se

mantuvieron a -80°C hasta su uso.

12.2. Transcripcion Inversa o Retrotrancripcion.

La transcripcidn inversa es la técnica mas sensible para la deteccién y cuantificaciéon
de ARN, seguida por la RT-PCR o reaccién en cadena de la polimerasa. Consiste en sintetizar
una hebra de ADN copia (ADNc) del ARN, via retrotranscripcion (RT), y posterior
amplificaciéon del ADNc por la polimerasa en una reaccion de PCR. Con este fin, se disefia un
programa en un termociclador (TC; Veriti, Applied Biosystems) que permita controlar las

condiciones de temperatura requeridas en cada paso de la reaccion.

Para la RT se uso el kit comercial Gene Amp PCR Kit de Applied Biosystems. Como la
concentracion de ARN en las muestras era muy baja, pues sélo habia ARNm, hubo que
introducir una pequenfa modificaciéon en el protocolo. Aumentamos el volumen de ARN a
retrotranscribir hasta 10,2 pl, a costa de reducir el volumen de dNTPs, mediante el uso de

una mezcla madre de dNTPs mas concentrada, 25 mM. De este modo, logramos enriquecer

2. Materiales y Métodos



Capitulo 2 - Analisis de Transcritos - 97

el contenido de ARN en el ensayo, sin modificar las concentraciones finales de los diversos

componentes de la reaccion.

Inmediatamente antes de su uso, se prepara la mezcla madre con el resto de los

componentes de la reaccion:

Concentracion

Orden Reactivo Volumen (pl)
final
1 10x PCR Buffer II  (500mM KClI, 2 1x
100mM Tris-Cl, pH 8,3)
2 Solucion MgCl, 25mM 4 5mM
3 dNTPs 25mM 0,8 1mM
4 Random Hexamers 50 uM 1 2,5uM
5 Inhibidor de Ribonucleasas (20U/pl) 1 1U/ul
6 Transcriptasa Reversa MuLV 1 2,5U/ul
(50U/ul)

El primer paso de la retrotranscripcion es la desnaturalizaciéon de las hebras de
ARNm, calentando a 80°C, 10 min. Asi se eliminan las posibles estructuras secundarias que
puedan impedir la unién de los cebadores o primers. Las muestras desnaturalizadas se

ponen rapidamente en hielo para impedir que vuelvan a adoptar la conformacion original.

Los hexameros aleatorios, "Random Hexamers”, son secuencias de nucleétidos al
azar que se unen al ARN y actian como cebadores para la sintesis in vitro de una cadena de
ADNCc. Al contrario que los cebadores especificos, permiten la amplificacion de todo el ARN de
la muestra, lo que es importante para amplificar los estandares internos en estudios de

cuantificacion.

Se afiaden 9,8 ul de la mezcla en cada tubo, de modo que el volumen final de Ila

mezcla de reaccién es 20 pl. Agitamos suavemente con la mano y centrifugamos ligeramente
para reunir el contenido del tubo. Como todos los reactivos estan en exceso, el Unico

elemento limitante de la reaccion es el ARNm.

Colocamos los tubos en el termociclador y continuamos con el programa de RT-PCR.
La primera etapa de la reaccion tiene lugar a 25°C, 10min. En ella tiene lugar la unién de los
Random Hexamers a la hebra de ARNm. La retrotranscripcion se desarrolla 42°C, 15 min. En
este tiempo la transcriptasa inversa permite la extension de los primers sintetizando la
cadena copia de ADN. Posteriormente, la temperatura se eleva a 99°C, 5 min, para inactivar
la enzima y separar las hebras de ADNc y ARN. Finalizado el proceso, los tubos de reaccién

se centrifugan brevemente y se conservan a -20°C hasta su uso. Todos los reactivos se
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mantienen a -20°C. Cuando se necesitan, se descongelan lentamente en hielo, excepto la

retrotranscriptasa que se mantiene a -20°C hasta el momento de su uso.

12.3. Amplificacion de los Transcritos por la Reaccion en Cadena
de la Polimerasa (PCR)

La reaccién en cadena de la polimerasa (PCR, Polymerase Chain Reaction) permite
amplificar mas de un millon de veces una determinada secuencia de ADN. Para ello se usan
dos oligonucledtidos sintéticos (cebadores o primers) de unas 20 bases complementarias a la

zona que se quiere amplificar.

Como los diversos ARNm de AChE derivan del por corte y empalme (splicing)
alternativo de un preARNm, con el que comparten gran parte de su secuencia, es necesario
usar una bateria de primers especificos capaces de amplificar de forma individual cada tipo
de transcrito de AChE. Los cebadores se disefiaron de modo que contuvieran las secuencias
terminales e iniciales de los exones que flanquean un intrén. Esto permite una amplificacion
selectiva de cada transcrito y también evita la amplificacion de ADN gendmico o del ADNc del
ARN inmaduro, lo que falsearia por completo los ensayos de cuantificaciéon. En la Figura
2.9., se indican las posiciones en las que hibridan los primers usados para la amplificacion

especifica de cada transcrito.

Para amplificar los transcritos de AChE se emplean combinaciones de cebadores que
hibridan en secuencias especificas de cada transcrito, segun viene indicado en la Figura 2.9.
El cebador forward, comln para las subunidades H y T de AChE, se situa en la zona de
empalme E3-E4, con lo que so6lo amplificara los ARNm y no el ADN gendmico ni el derivado
de los transcritos primarios, que aun conservan el intrén I13. La amplificacidn selectiva de los
transcritos R (E3-E4-14-E5-E6) se asegura situando el cebador 3" (I4R) en el intrén 14. Si
situamos el cebador 3° (E4E5R) entre los exones 4 y 5 Unicamente se amplificaria el
transcrito H (E3-E4-E5-E6). Para la amplificacidon del transcrito T (E3-E4-E6) empleamos el
cebador 3’ que hibrida con el extremo 3 “del exdn 4 y el extremo 5 del exédn 6 (E4E6R). En
la Tabla 2.1 se recogen las secuencias de los pares de cebadores empleados para detectar

los transcritos.
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E3E4F <+— I4R € —
E3F1 —>» EleF
E4E5R —» ElcF
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Figura 2.9. Posicion de los cebadores especificos para los transcritos de AChE y BUuChE
humano. a) Esquema del gen AChE. El exén 1 ocupa las posiciones 2-120, tiene un tamafio de
119bp y no se traduce pero alberga dos origenes de transcripcion. Los exones 2, 3 y 4 aportan
la mayor parte de la secuencia codificadora invariable. Le sigue el intron 14, caracteristico de las
subunidades R (80pb) y el exén E5, comun en los transcritos de R y H, aunque sdlo se expresa
en las subunidades H (753 pb). Finalmente, el exdn E6, traducido Unicamente en las
subunidades T, posee un tamafio de 341pb. Se han identificado dos nuevos primeros exones en
humanos: 1c, de 106bp y situado en las posiciones -1681 y -1576 (respecto del sitio de inicio
de la traduccion ATG del exdn 2), y el exén 1e, de 403bp, localizado desde --2720 y -2318 del
ATG del exdn 2 y con un codén de inicio de la traducciéon (ATG) en la posicion -2495 (Meshorer y
col., 2004). b) Esquema del gen BuChE con los exones que lo constituyen (F significa “forward”
y R "reverse”).
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Tabla 2.1. Cebadores especificos para los diversos transcritos AChE y BuChE.

Se indica la estrategia de hibridacion del cebador para la amplificacion especifica del

transcrito: (a) Atravesando el intrdn, (b) Flanqueando el intron.

TRANSCRITO

FORWARD
REVERSE

TAMANO (pb)

" AACTTTGCCCGCACAGGGGA

AChE variante T 203 (a)
(E3E4F-E4E6R) i
5" GCCTCGTCGAGCGTGTCGGT
5" AACTTTGCCCGCACAGGGGA
AChE variante H 201 (a)
(E3E4F-E4E5R) i
5" GGGAGCCTCCGAGGCGGT
5" CCCCTGGACCCCTCTCGAAAC
AChE variante R 315 (b)
(E3F1-14) ,
5" ACCTGGCGGGCTCCCATC
5" CCTGGTGACGAAAGTCCGA
AChE Ele 247 (b)
(EleF-E1R) i
TCCTCCACCCAGGAGCCAGAG
" TGTCTTTGGTTTACCTCTGGAA
BuChE ) 297 (b)
(BuChEF-BUChER) CACTCCCATTCTGCTTATC
) " AGAAAATCTGGCACCACACC
B-actina 143 (b)
(BactF-BactR) ,
GGGGTGTTGAAGGTCTCAAA

La reaccion se lleva a cabo mediante una serie de ciclos, cada uno de los cuales

incluye tres fases:

= Desnaturalizacion del ADN, por calentamiento a 94°C, que rompe los puentes de

hidrogeno entre las bases y separa las dos hebras de ADN.

= Annealing o hibridaciéon de los primers a las secuencias de los extremos del

fragmento a amplificar.

= Extension de los cebadores por la Taq polimerasa que incorpora nucleétidos a su

extremo 3'.

En el sistema LightCycler de Roche, la reaccion transcurre en capilares de vidrio de

20 pl de capacidad. Para amplificar los transcritos partimos de 1 pyl de ADNc. Como en las

reacciones de PCR se trabaja con volumenes muy pequeios, es muy facil cometer errores de

pipeteo. Ademas, a la hora de cuantificar cada transcrito, es necesario que las reacciones de

amplificacion sean lo mas homogéneas posibles. Por ello, se aconseja usar mezclas madre o

cocktails de reactivos que se reparten entre los diferentes tubos. Para evitar amplificaciones
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inespecificas, todos los reactivos se mantienen en hielo, evitando que los cebadores entren

en contacto con la muestra de ADNc hasta el momento de iniciar la reaccion.

Antes de la amplificacion de los transcritos, realizamos una serie de pruebas para
conocer la temperatura 6ptima de annealing de los cebadores. De esta manera, podiamos
trabajar en las mejores condiciones de amplificacion, asegurandonos de que obteniamos un

solo producto especifico, a la vez que identificAbamos su temperatura de melting.

El tiempo de extension viene determinado por la longitud del transcrito a amplificar y
puede calcularse mediante la férmula: Tiempo de extension (s)=longitud del producto
(pb)/25. Con los cebadores usados, la T@ 6ptima de annealing fue de 60°C en todos los

casos y el tiempo de extension varié entre 10y 12 s.

Preparamos una mezcla madre con los primers 5° y 3" idéneos para cada transcrito
y agua. Afiadimos 9 uL de la mezcla de primers a cada capilar para que la concentracion final
fuera 0,3 puM en los 20uL del volumen final de reaccidn, evitando el contacto con el ADNc

hasta el momento de iniciar la PCR.

A continuacién se afiaden a los capilares 10uL del reactivo SYBR Green premix Ex
Taqg (Takara), que contiene la mezcla de dNTPs (concentracion final 10uM), el tampdn de
reaccion con MgCl, (2mM) y la polimerasa hot start Takara Ex TaqTM, alcanzando el volumen
final de 20uL. La enzima se encuentra inactivada por la unidén de un anticuerpo a su centro
activo. Se requiere un paso de desnaturalizacion previa a 95°C, 30s, para eliminar el

anticuerpo.

Para comprobar la veracidad de los resultados se realizan varios controles en los que
uno o varios componentes de la reaccidon (ADNc, cebadores o Taq polimerasa), se sustituyen

por un volumen equivalente de H,0.

Tras cubrir los capilares, se centrifugan a 800 gav, para reunir la mezcla de reaccién
en el fondo y se colocan en el LightCycler para iniciar el programa de PCR disefiado para

cada transcrito.

El programa de PCR consta de tres etapas distintas cuyas condiciones se

establecieron experimentalmente antes de analizar los transcritos:

» Desnaturalizacién inicial a 95°C, 30s. Se separan las cadenas de ADN y se
activa la polimerasa Ex Tag™.

> Amplificacion de nuestro producto. Incluye las siguientes fases, que se

repiten durante un nimero determinado de ciclos.
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¢ Desnaturalizacion del ADN a 95°C, 3-5s. De esta manera conseguimos

romper los puentes de hidrogeno entre las bases y separar las dos hebras.

¢ Annealing o hibridacion de los cebadores, 55°C-60°C, 10s. Los cebadores se

unen a las secuencias de los extremos del fragmento a amplificar.

¢ Extension de los cebadores por la Taq polimerasa que va a incorporar

nucleotidos al extremo 3. Se realiza a 72°C, 10-15s.

» Melting (temperatura de melting, Tm, o de fusién). En ella se establece un
gradiente de temperaturas. En primer lugar, se produce un calentamiento
rapido a 95°C seguido de un enfriamiento hasta los 65°C. A partir de este
momento se genera un calentamiento lento, a una velocidad de 0,1°C/seg,
hasta alcanzar 99°C. En esta fase se va a producir la separacion de las
hebras de la doble hélice. La Tm depende de la longitud del segmento, de la

fuerza ionica y de la cantidad de bases G y C que contiene.

> Enfriamiento rapido a 40°C.

12.4. Identificacion de los productos amplificados en un gel de

agarosa

Los productos de reaccion de la PCR se identifican por su temperatura de melting en
el LightCycler de Roche. El producto de la reaccidn es especifico si obtenemos un Unico pico
de melting. Para determinar con mayor precision si ese pico corresponde al fragmento que
se desea amplificar, es necesario recuperar el producto de PCR y someterlo a una

electroforesis en gel de agarosa.

Como los productos amplificados son de pequefio tamaio, entre los 140 y los 300bp,
es necesario preparar un gel concentrado que proporcione buena resolucién. Se diluyen 2 g
de agarosa en 100 ml de tampén TBE (Tris 89 mM, acido bérico 89 mM, EDTA 2mM, pH 8,4)
para obtener una solucidn de agarosa al 2%. Se calienta la mezcla en un microondas para
facilitar la disolucién de la agarosa y posteriormente se deja enfriar ligeramente. Afiadimos
10 pl del colorante GelRed (GelRedTM Nucleic Acid Gel Stain, 10,000x). Se agita suavemente
para evitar la formacion de burbujas y se deposita la disolucion de agarosa sobre un molde,
colocando un peine para la formaciéon de los pocillos. Dejamos unos 20 min para que se
forme el gel.

GelRed es un colorante fluorescente que revela los acidos nucléicos. GelRed es
sensible, estable y ambientalmente seguro. Se ha disefiado para sustituir al bromuro de
etidio (BE), muy toxico, en la tincion de ADN de doble cadena, ADN de cadena sencilla o de

ARN. Ambos colorantes son moléculas con baja fluorescencia en estado libre, pero con
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elevada fluorescencia cuando se intercalan entre dos pares de bases de un polinucleétido.

GelRed y BE comparten el mismo espectro, aunque el primero tiene mayor sensibilidad.

12.4.1. Preparacion de las muestras

Tomamos 10 pl de cada producto de reaccion de la PCR y anadimos 2 pl de una
disolucion colorante 6x (pGEM®, Promega) que va a quedar a 1x y que lleva naranja de
acridina, 0,4%; azul de bromofenol, 0,03%; xileno cianol, 0,4%; Ficoll®400, 15%; 10 mM
de Tris-HCI (pH 7.5) y 50 mM EDTA. El colorante facilita el depdsito de la muestra y nos
informa del avance del frente durante la electroforesis.

Para calcular el tamafio de los productos de PCR, usamos una mezcla de marcadores
gue nos daran una recta patron, pPGEM® DNA Markers (1 pg/ul, Promega). Ponemos 1 ug de
los marcadores, completando el volumen a 10 pl con agua. También afiadimos 2 ul del

colorante de carga.

1A

0266TADS

8% acrylamide

Figura 2.10. Marcadores de ADN pGEM. Consisten en 15 fragmentos de ADN con
tamafios entre los 36 y los 2645pb. Se obtienen por digestién del vector de ADN de doble
cadena pGEM®-3 con las endonucleasas Hinfl, Rsal and Sinl. En este caso, las bandas se

han resuelto en un gel al 8% de acrilamida.
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Una vez preparado el gel, cargamos las muestras y los marcadores (12ul) en los
pocillos. La electroforesis se desarrolla a 50V. Debido a su carga negativa, los acidos

nucleicos migran hacia el electrodo positivo (anodo), separandose en funcion de su tamano.

Para visualizar los productos amplificados, el gel se coloca en un trans-iluminador
Transiluminador UV dual (302/365 nm) con control de intensidad (Alpha Innotech). El
conjunto se acopla a un sistema de fotodocumentacion con una camara digital Canon
PowerShot A640. Posteriormente, se analiza el tamafo de los fragmentos amplificados con el

programa de software GelPro.

12.5. PCR a tiempo real de los Transcritos de AChE y BuChE.

La caracteristica fundamental de la PCR a tiempo real (real time PCR) es que a partir
de la fluorescencia emitida por el fluoréforo durante la reaccidon de la polimerasa se puede
medir la cantidad de ADN sintetizado por la polimerasa en cada ciclo, ya que la emision de la
fluorescencia producida es proporcional a la cantidad de producto formado. Esto permite
conocer y registrar la cinética de la reaccion de amplificacién. Los termocicladores usados en
la PCR a tiempo real incorporan un lector de fluorescencia y estan disefiados para poder
medir, en todo momento, la fluorescencia emitida en cada uno de los viales donde transcurre
la amplificacién. En la PCR a tiempo real, los procesos de amplificacién y deteccién se
producen de forma simultdnea en el mismo vial cerrado, sin necesidad de ninguna accién

posterior.

La PCR a tiempo real tiene muchas ventajas respecto a la PCR convencional. La
primera es la rapidez, puesto que no se necesita ningln proceso adicional de deteccion. Se
puede completar la amplificacion y deteccién en 30-40 min. También permite cuantificar la
cantidad inicial de ADN (o ARN) en las muestras de manera mucho mas sencilla, mas precisa
y sobre todo en un rango mucho mayor que en los procedimientos convencionales. Los
equipos para PCR a tiempo real son muy versatiles; en el mismo instrumento se pueden
llevar a cabo ensayos cualitativos, cuantitativos, identificacion de mutaciones y PCR multiple,

entre otros.

12.5.1. Sistemas de deteccion de los productos de PCR a tiempo

real
Los sistemas de deteccion por fluorescencia empleados en la PCR a tiempo real

pueden ser de dos tipos: sondas de hibridacién especificas marcadas con fluorocromos o

agentes intercalantes.
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Sondas de hibridacion

Las sondas de hibridacion son oligonucleétidos que estan marcados con dos tipos de
fluorocromos, un donador y un aceptor y el proceso se basa en la transferencia de energia
fluorescente mediante resonancia (FRET) entre los dos fluorocromos. Las mas utilizadas son
las sondas de hidrdlisis, denominadas también sondas TagMan, las sondas molecular
beacons y las sondas FRET.Il. El empleo de sondas garantiza la especificidad de la deteccion y
permite identificar polimorfismos o mutaciones puntuales, pero su coste es elevado y la

optimizacion de las condiciones de la reaccién es dificil.

Agentes Intercalantes (SYBR Green)

El SYBR Green 1 es el agente intercalante mas empleado en PCR a tiempo real. Es un
fluorocromo que en solucién, como compuesto libre, emite una fluorescencia muy baja que
aumenta notablemente cuando se une a ADN de doble hélice. El incremento de ADN en cada

ciclo se refleja en un aumento proporcional de la fluorescencia emitida (Figura 2.7).

Ademas, el SYBR Green I es una molécula extraordinariamente estable. Tras 30
ciclos de amplificacion sélo pierde el 6% de la actividad, por lo que es muy Uutil para detectar
y cuantificar los productos de PCR. El sistema de deteccién tiene, ademas, la ventaja de que
es muy facil optimizar las condiciones de la reaccidn y mas barato que las sondas
especificas. El principal inconveniente de estos agentes intercalantes, como el SYBR Green |,
es su baja especificidad, dado a que se unen indistintamente a productos generados
inespecificamente o a dimeros de cebadores, muy frecuentes en la PCR. Para mejorar la
especificidad, se deben emplear condiciones de reaccién éptimas y elegir cuidadosamente los
cebadores para reducir el riesgo de formacién de dimeros (primers dimers). Ademas, es
recomendable iniciar la reaccion de sintesis de ADN a temperaturas elevadas (Hot-start
PCR), una circunstancia que reduce, de forma notable, el riesgo de amplificaciones
inespecificas. Con este fin, se suelen usar polimerasas recombinantes modificadas o
bloqueadas con anticuerpos para que so6lo funcionen después de ser activadas a

temperaturas elevadas.

Al comienzo de la amplificacion, la mezcla de reaccién contiene ADN desnaturalizado,
los primers y el SYBR Green |. El fluoréforo libre emite una ligera fluorescencia que aporta
una sefial de fondo que el programa del termociclador (LightCycler) resta durante el analisis
del proceso. Tras la union del primer a la hebra de ADN, algunas moléculas del fluoréforo ya
pueden unirse a la doble cadena que se forma. La unién produce un considerable incremento

de la fluorescencia que emite el SYBR Green 1 (Figura 2.11).
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Figura 2.11. Unién del SYBR Green al ADN. A. Estructura quimica del SYBR Green. B. El
fluorocromo en solucién, como compuesto libre, emite escasa fluorescencia (1). La union al
ADN de doble cadena aumenta notablemente la fluorescencia (2). Durante la elongacién del

ADN se produce un aumento del nUmero de moléculas de SYBR green unidas al ADN.

Durante la extension, cada vez se van uniendo mas moléculas del agente
fluorescente a la nueva doble cadena de ADN recién sintetizado, con el correspondiente
incremento en la fluorescencia emitida. Si se controla la reaccidn de forma continua, se

puede observar en tiempo real el aumento de la fluorescencia emitida.

Durante la fase de desnaturalizacion del siguiente ciclo de PCR, las moléculas del
fluoréforo se separan de la doble cadena de ADN vy la sefial de fluorescencia cae, alcanzando
los valores de la sefial de fondo. Al final de la fase de extension de cada ciclo de PCR, se
mide la fluorescencia emitida para controlar el aumento en la cantidad de ADN amplificado.

12.5.2. Equipo para la PCR a tiempo real (LightCycler)

Los experimentos de PCR a tiempo real se realizaron en el equipo LightCycler de la
casa comercial Roche Diagnostics (Figura 2.12). El equipo consta de un termociclador y un
lector de fluorescencia; esta disefiado para poder registrar la fluorescencia emitida en cada
uno de los viales usados y en cualquier momento de la reaccidén. Las caracteristicas mas
importantes son la rapidez, el elevado nimero de muestras que se pueden procesar de
forma simultanea, y la disponibilidad de varios canales de lectura, lo que permite detectar la

emision de distintos fluorocromos a la vez.
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Figura 2.12. Esquema del LighCycler de Roche Diagnostics.

De esa manera, se pueden usar varias sondas marcadas con distintos fluorocromos,
para identificar diferentes tipos de ADN diana en la misma reaccion (PCR multiple) o bien
para incorporar controles internos a la reaccion, y poder detectar la presencia de inhibidores.

12.5.3. Analisis de las curvas de disociacion o curvas melting

El equipo LightCycler permite realizar andlisis detallado de la curva de melting de los
productos de PCR después de la amplificacion (Figura 2.13). Se basa en la aplicacién de un
gradiente de temperaturas crecientes después de la PCR para monitorizar la cinética de
disociacion de los fragmentos amplificados. De esta forma podemos calcular la temperatura

de melting (Tm) especifica de los productos amplificados.

El método SYBR Green I nos permite usar la Tm especifica de cada producto para
asegurar que la amplificacién ha sido correcta. En el caso de que los cebadores posean cierta
complementariedad entre si, podrian aparecer primer-dimers que pueden distinguirse del

producto especifico por su Tm.
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Figura 2.13. Analisis de las curvas melting del transcrito H. Observaciones con varios
tubos de reaccidon que contienen distinta cantidad de ADNc de partida. En la ventana superior
se muestra el rango de temperaturas seleccionadas para el melting y el notable descenso de
la fluorescencia en los 92,5°C (Tm del transcrito H). En la ventana inferior vemos que esa
caida se debe a la separacién de un unico tipo de hebra de doble cadena, ya que sélo hay un

pico de melting, indicando que la amplificacién es especifica.

12.5.4. Cuantificacion relativa de transcritos mediante
Real-Time PCR

Para conocer el grado de expresién de un gen es necesario cuantificar el nivel de su
ARNm. La variabilidad entre muestras (debida a la diferente calidad o cantidad del ARNm
extraido de las muestras) y los errores de pipeteo se minimizan con el uso de un estandar
interno. La expresion del estandar debe permanecer invariable a lo largo del ciclo celular y
entre diferentes tipos celulares y no ha de verse afectado por las condiciones cambiantes de
las células, en nuestro caso, la transformacion neopldsica. La referencia de la amplificacion
de el gen objetivo, en nuestro caso ACHE y BUCHE, respecto a la de un estandar interno

permite realizar una cuantificacién relativa de la expresidn génica.
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Dado que la funcion de la actina es necesaria para la supervivencia celular, se admite
gue su transcripcidn y traduccion es practicamente constante, independientemente de las
condiciones experimentales. Por esta razdn, se usa con frecuencia beta-actina como control
interno, no soélo en ensayos de cuantificacion de transcritos mediante PCR a tiempo real, sino

también en la cuantificacion de proteina por Western blot.

Como el gen de interés y el gen usado como estandar interno poseen secuencias

diferentes, y los transcritos amplificados (amplicones) distintas longitudes, cabe la
posibilidad de que ambos genes difieran en la eficiencia de la PCR. Por ello, un requisito
experimental afadido a la invariabilidad de la expresion del control interno, es que posea
una eficiencia de amplificaciéon similar a la del gen en estudio Si las eficiencias de dos
amplicones son iguales, dos voliumenes que tengan la misma cantidad de producto en un
mismo numero de ciclos tendran la misma cantidad inicial de ADNc. Una eficiencia 6ptima de
amplificacion es aquélla que permite la replicacion de todos los productos de PCR en cada

ciclo (en cada ciclo se duplica la cantidad de producto).

Durante la PCR, el programa informatico del LightCycler detecta en cada ciclo un
incremento de fluorescencia proporcional al aumento de ADN. Esta informacion se registra
graficamente en curvas de cinética de la reaccion para cada muestra y control. Estas curvas
se adaptan a una sigmoide en la que se pueden distinguir: 1) una fase temprana de
background, donde la fluorescencia del producto es menor que la del fondo del gel; 2) una
fase de crecimiento exponencial, que comienza cuando se ha acumulado suficiente producto
como para detectar su fluorescencia (se corresponde con la fase logaritmica lineal) y; 3) una
fase de meseta o plateau en la que decae la eficiencia de la amplificacién (Figura 2.14). Los
datos obtenidos en la fase logaritmica son mucho mas precisos que los obtenidos a tiempo
final porque en el primer caso el incremento de la sefial se corresponde directamente con un

incremento del producto de PCR.
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Figura.2.14. Calculo de la pendiente de una curva con el Software del LightCycler.
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En el LightCycler, el calculo de los datos se realiza sobre el Crossing point (Cp) de
cada muestra, es decir, el nimero de ciclo en el que el lector comienza a detectar un
incremento significativo de fluorescencia. El Cp es inversamente proporcional a la cantidad
de ADNc en la muestra.

Teoria de la eficiencia de amplificacion

Una PCR ideal es aquella en la que se duplica el nimero de copias de ADN en cada

ciclo de amplificacion. De modo que la PCR puede representarse por la formula:
N=Ngx2"

Donde N es el nimero de copias tras una serie de n ciclos, Ng es el nimero inicial de
copias de ADN y n es el niumero de ciclos de PCR realizados. Como hemos comentado

anteriormente, tedricamente la eficiencia éptima en una PCR es 2.

Muchos parametros de la PCR pueden afectar a la eficiencia de la misma y por ello, a

menudo es muy diferente de 2:
N=NgxE"

Para el calculo de la eficiencia (E) de un transcrito el Software del LightCycler calcula
la pendiente de una recta obtenida al representar la distancia relativa de los Cp de una serie
de reacciones con diferente cantidad de material de ADN de partida de una misma muestra
(Figura 2.13).

En consecuencia, la eficiencia de una PCR se calcula de acuerdo con la formula:

E= 10-1/pendiente

Protocolo para la cuantificacion relativa de transcritos

Para cuantificar la abundancia de un transcrito, respecto a la de un control interno,
debemos conocer dos pardmetros; por un lado, el Cp asociado a una determinada

concentracion de partida de ADN (o volumen), y por otro, la eficiencia de la amplificacion.

Para el calculo de la eficiencia se preparan series de capilares con distintas diluciones
de un mismo ADNc de partida, para cada transcrito. Segun los ensayos previos, de acuerdo
con la cantidad y calidad de nuestro ADNc, hemos establecido los siguientes voliUmenes de
ADN a amplificar: 0.1, 0.5, 1, 2.5 y 5 pl. En todos los casos se completa el volumen a 5 pl

con agua.
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Se anaden 5 pl de la mezcla de primers especificos para cada transcrito, de modo
que en el volumen de reaccién (20 ul) queden a 0.3 pM. Siguiendo la pauta de
homogenizacién de las condiciones de ensayo entre muestras a comparar y de minimizacion
de errores de manejo, se prepara una mezcla madre para un nimero de reacciones mayor

que las que vamos a preparar, de la siguiente forma:

N
H,O 3.8ul

primer Forward 10uM 0.6l

primer Reverse 10uM 0.6pl ;7 X nreacciones
Total 5ul

Finalmente, completamos la mezcla de reaccién con la adiciéon de 10uL del reactivo
SYBR Green premix Ex Taq (Takara) e iniciamos la PCR bajo las condiciones de annealing y

extension establecidas en ensayos previos.

10 gl mezcla de reaccidn con SYBR green

5 ul mezcla de primers 5 pl mezcla de primers

especificos Beta-actina

Hl ADNc (completar hasta 5 pl con H,0)

<00
(0
<00
<00
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12.5.5. Tratamientos informaticos del Software del LightCycler

para la cuantificacion relativa de los transcritos

Tenemos dos opciones a la hora de calcular los valores de Cp con el Software del
LightCycler: el método Fit points y el Second derivative maximum.

A) Método Fit Point

Los errores de pipeteo o las diferencias en el ADNc de las muestras, van a producir
variaciones de la fluorescencia basal. Este método permite establecer las correcciones en la
linea base (o banda de ruido) que permitan el posterior andlisis de los datos. La banda de
ruido se utiliza para discriminar los datos de fluorescencia que son significativos de aquellos
datos que no pueden distinguirse de la sefal de fondo y deben excluirse del analisis. Los
datos que son significativos se localizan en la porcidon logaritmica de la curva de fluorescencia
y comienzan a un numero de ciclos donde la fluorescencia se eleva por encima del ruido o
fondo. El programa informatico calcula el Cp como el punto de interseccién entre la curva de
fluorescencia y la banda de ruido. Se representa el valor de Cp frente a la cantidad de ADNc

para obtener una curva que se usa para calcular la eficiencia de la amplificacion.
B) Método Second Derivative Maximum

Este método calcula automdaticamente el numero de ciclo o fraccién donde la
fluorescencia puede distinguirse del resto. Nos permite calcular la concentracion con mucha
precisién. En este caso, el Cp indica el nUmero de ciclo en el que se obtiene el maximo de la
segunda derivada de la fluorescencia para cada muestra. Los valores se representan frente al
logaritmo de la cantidad de ADNc inicial y con la curva resultante se estima la concentracion

de ADNc de cada muestra.

El método no requiere definir el segmento logaritmico de cada curva, ni tampoco
necesita establecer la banda de ruido para cada muestra. Es muy util para analizar muestras
con un elevado numero de copias. Sin embargo, si el nimero es bajo se obtienen mejores

resultados con el método Fit Point.

12.5.6. Analisis de la cuantificacion relativa de los transcritos

Los resultados de la amplificacion se analizaron por el método Second Derivative
Maximum y Fit points. En ambos casos, el andlisis de los resultados fue muy similar, por lo
gue decidimos trabajar con el primero. El programa de analisis calcula los valores de Cp para
cada dilucién de ADNc y para cada transcrito (incluido el control de p-actina) y los representa

frente al volumen de ADNc anadido a cada vial (desconocemos el niUmero de copias inicial en
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la muestra de ADNc, por lo que trabajamos con volimenes en lugar de concentraciones)
(Figura 2.15).
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Figura 2.15. Ejemplo del analisis de la cuantificacion del transcrito H mediante el

método Second Derivate Maximum. Podemos apreciar la curva sigmoidea de aumento de

la fluorescencia a lo largo de la reaccién. En la ventana de la izquierda se refleja el Cp para

cada uno de los volimenes de ADNc ensayados y en el grafico inferior, la recta obtenida al

representar Cp frente al logaritmo del volumen ensayado.

Como hemos indicado anteriormente, a partir de la pendiente de la recta, calculamos

la eficiencia de la reaccion:

E=1 0—1/pendiente

Lo ideal es que la eficiencia sea ~2,0 para que los datos obtenidos sean fiables y no

se subestime la abundancia relativa de cada transcrito.
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En el ciclo en el que se empieza a detectar el aumento de fluorescencia (Cp), la
cantidad de ADNCc inicial (ADNi) y final (ADNf) estan relacionados con la eficiencia (E) y el Cp

por la expresion:
ADNf = ADN i x E ¢

El Cp de cada tubo, corresponde a un mismo valor de fluorescencia, pero detectado a
distinto nimero de ciclo y por tanto a una misma cantidad de ADNc final. Por lo que

podemos decir:
ADN f(B-aCtina) = ADN f(Transcrito)

El nimero de copias del ADNc de interés que hay en el vial por cada copia de

B-actina se calcula aplicando los siguientes calculos:
ADN f (5 actina) = ADN T (g-actina) X E P Pr2ctine
ADN f (transcrito) = ADN i (Transcrito) X E P 121
Igualamos la cantidad de ADNf:
ADN i p_actina X E Cp p-actina = ADN i 1anecrite X E CP Transerito

O lo que es lo mismo:

ADN i

E Cp Transerito

[i~actina

ADN i T it F Cp (-actina
ranscrito W

Para facilitar la interpretacién de los resultados, referimos el nUmero de copias del

transcrito estudiado por cada millén de copias del transcrito de p-actina.
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13. ENSAYOS DE PROLIFERACION CELULAR Y CITOTOXICIDAD:
MTT Y WST-8.

Este ensayo es un método colorimétrico sensible, cuantitativo y fiable para la
determinacion de la proliferacion y viabilidad celular. El ensayo es capaz de medir el nimero
de células presentes en el cultivo mediante la transformaciéon de un compuesto coloreado
debido a una reaccidon que Unicamente tiene lugar en las mitocondrias de las células viables.
El bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT, amarillo) es captado por
las células y reducido por la enzima succinato deshidrogenasa mitocondrial a su forma
insoluble formazano (azul-morado), que queda retenido en las células y puede ser liberado
mediante la solubilizacion de las mismas. De esta forma se puede cuantificar la cantidad de
MTT reducido mediante un método colorimétrico, ya que se produce un cambio de color de
amarillo a azul-morado (Figura 2.16). La capacidad de las células para reducir el MTT
constituye un indicador de la integridad de las mitocondrias y su actividad funcional es
interpretada como una medida de la viabilidad celular. La determinacidén de la capacidad de
las células para reducir el MTT a formazano después de su exposicion a un compuesto,

permite obtener informacion acerca de la toxicidad del compuesto que se evalua.

Reductasa
mitocondrial

—_— N~ H
| _w
N7 ﬁ;N
S%’

Formazano insoluble

Figura 2.16. Ensayo de viabilidad celular con MTT. En la microplaca comprobamos cémo
el aumento del nimero de células resulta en un incremento de la coloracién purpura.

El WST-8 es un método similar al ensayo con MTT con la ventaja de que al ser
soluble el producto final, no son necesarios agentes como el DMSO para su solubilizacién y
permite valorar la proliferacion celular y la toxicidad de compuestos en lineas celulares no
adherentes, en las que no se posible retirar el medio de cultivo, ya que crecen en
suspensién. El WST-8 emplea otra sal de tetrazolio: 2-(2-metoxi-4-nitrofenil)-3-(4-
nitrofenil)-5-(2,4-disulfofenil)-2H-tetrazolio (WST). Es reducido por las deshidrogenasas

celulares para generar un producto formazano anaranjado soluble en el medio de cultivo. La
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cantidad de formazano producido es directamente proporcional al nimero de células vivas
(Figura 2.17). La sensibilidad de deteccion del WST-8 es superior a la de otras sales de
tetrazolio, como MTT, XTT o MTS.

i <, WST-8 Formazano
N (naranja, »max 460nm)
WST-8 2
&4y 1-Metoxi PMS N

NADH, NADPH

T Deshidrogenasa

NAD, NADP

Célula viable

J

Figura 2.17. Mecanismo del ensayo de WST-8. La ventaja de esta sal de tetrazolio
soluble en agua (Water Soluble Tetrazolium salt) sobre el MTT es que su reduccion tiene
lugar fuera de las células, en combinacion con un mediador de electrones PMS, rindiendo un
compuesto formazano soluble en agua. Por ello, los ensayos WST pueden determinarse
directamente (sin solubilizacion previa), disminuyen la toxicidad celular y ofrecen una sefal
mas efectiva que la del MTT.

Procedimiento general para una placa de 96 pocillos:

Se prepara una disolucién madre de MTT (5 mg/ml) en medio de cultivo sin rojo
fenol y sin complementos y se filtra a través de un filtro de 0,22 pym. Se guarda a 4°C
protegido de la luz. Se retira el medio de cultivo de la placa de los 96 pocillos en la que
habian crecido las células y se afiaden 200 pl/pocillo de medio fresco sin rojo fenol. Se
adicionan 50 pl/pocillo de la disolucién de MTT, se agita la placa y se protege de la luz con
papel de aluminio. Se mantiene dentro del incubador de CO, a 37°C durante 2-4 horas
(dependiendo de la linea celular). Pasado el tiempo necesario, se retira el medio con MTT vy
se adicionan 100 pl de DMSO para solubilizar el formazano. Se agita la placa y se mide la
absorbancia a la longitud de onda 570nm (usando 690 nm como referencia para el plastico
de la placa) mediante un lector de placas pQuant (Bio-Tek Instruments Inc).
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En el caso del WST-8, se afiaden directamente 10 pl del compuesto CCK-8 (Cell
Counting Kit-8) al pocillo con las células y el medio. Se incuba de 3-4 horas (37°C, 5% CO2)
y se mide la absorbancia directamente a 460 nm, usando como referencia la absorbancia del

plastico (690 nm).

14. ANALISIS ESTADISTICO

En general, los resultados recogidos en la memoria se expresan como media £ EST
(error estandar de la media). Las posibles diferencias estadisticamente significativas en la
actividad ChE entre tejidos patoldgicos y sanos fueron evaluadas por el test de t de Student
(p<0.05). Para comparar si habia correlacidon de los parametros evaluados entre los diversos
tipos histoldgicos de cancer de pulmoén usamos el test no paramétrico de Mann-Witney U. El

analisis estadistico se hizo con el programa SPSS (versién 10 para Windows).
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Resumen

El hecho de que diferentes clases de tumores expresen AChE y BuChE (Munoz-Delgado y
col., 2010; Vidal, 2005) sugiere que estas enzimas pueden estar implicadas en la transformacién
neoplasica. La hipdtesis se apoya en los siguientes datos: 1) los genes de las ChEs aparecen
amplificados en leucemias y carcinomas de ovario (Mack y Robitzki, 2000; Zakut y col., 1990);
2) en neoplasmas de localizacién intracraneal, los genes ACHE y BUCHE muestran anomalias
estructurales o se expresan de un modo anormal (Karpel y col., 1994); 3) las proteinas producto
(ChEs) manifiestan propiedades anormales en meningiomas, glioblastomas, carcinomas de
vejiga y otros (Soreq y col., 1991; Zakut y col., 1988); 4) la aplicacion de oligonucledtidos
antisentido antiAChE y/o antiBuChE afecta a la proliferacion y diferenciacion de diversos tipos
celulares (Mack y Robitzki, 2000; Robitzki y col., 1998; Vidal, 2005).

En trabajos previos desarrollados por el grupo del Dr. Vidal, se valoraron las actividades
AChE y BuChE y se identificaron sus formas moleculares en meningiomas (Saez-Valero y Vidal,
1996), gliomas (Saez-Valero y col., 1996), neurinomas (Garcia-Ayllon y col., 1999), mama
(Ruiz-Espejo y col., 2002) y ganglios linfaticos de axila (Ruiz-Espejo y col., 2003), céncer
colorrectal (Montenegro y col., 2006a; Montenegro y col., 2006b) y tumores de rifion (Munoz-
Delgado y col., 2010).

En el presente trabajo, se investiga la expresion de AChE y BuChE en pulmén humano y
si las actividades de estas ChEs, la distribuciéon de sus formas moleculares o el procesamiento de
sus restos oligosacaridos se ven afectados por la transformacion neoplasica. Los posibles
aumentos o descensos de las actividades de AChE y/o BuChE afectarian a la disponibilidad de
ACh vy, por tanto, a la duracién de las respuestas colinérgicas, mas prolongadas cuanto menor
fuera la actividad ChE. Por otro lado, las anomalias en la distribucién de las formas moleculares
de AChE y/o BUChE en las piezas cancerosas revelarian cambios en la expresion de los ARNm o
en la maquinaria de ensamblado que convierte a los monémeros en dimeros y tetrameros. Tal
subversion del programa de biosintesis podria afectar al destino celular de las moléculas de AChE
y BUChE vy, por tanto, a la biologia de las células neopldsicas. Finalmente, en el caso de que se
detectaran cambios en la glicosilaciéon de las formas moleculares de AChE o BuChE, cabria
pensar que la neoplasia modifica la expresidon de las glicosiltransferaras del Golgi y, por tanto,
que la dotacién de oligoglicanos en otras glicoproteinas también podria quedar alterada en las

células malignas.

Los resultados presentados a continuaciéon proporcionan, por primera vez, informacion
detallada sobre las actividades AChE y BuChE en pulmdn sano y sus cambios en los tumores. Asi
mismo, se muestra la composicion de formas moleculares de AChE y BUChE en pulmén sano y

canceroso y el comportamiento anfifilico o hidrofilico de dichas formas. Finalmente, la interaccién
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con varias lectinas vegetales, nos ha permitido conocer los cambios en los oligoglicanos unidos a

las moléculas de AChE y BuChE, como consecuencia de la transformacion maligna.
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1. PACIENTES

Con el fin de comparar las actividades y propiedades estructurales de AChE y BuChE
en pulmén normal (PN) y tumoral (PT), se analizaron un total de 31 muestras. Las muestras
de PN y PT procedian de pacientes diagnosticados con cancer primario de pulmén de células no
pequefias (non small cell lung carcinoma; NSCLC). Se tomod tejido adyacente no canceroso
(TANC). Todas las muestras se consiguieron por intervencidn quirdrgica en el Hospital
Universitario Virgen de la Arrixaca en Murcia entre 2001 y 2010. De los 31 pacientes
intervenidos, 28 eran hombres y 3 mujeres, con edades entre 45 y 79 afios, la edad media fue
de 63.9 afios. Ninguno de los pacientes habia recibido tratamiento de quimioterapia antes de la

cirugia.

Las piezas malignas pesaron 28-431 mg y las sanas 34-222 mg. Todas se congelaron
y almacenaron a -80°C hasta su uso. El examen histoldgico de las piezas, segun el criterio de la
Organizacion Mundial de la Salud (World Health Organization, WHO), reveldé que 14
correspondian a Adenocarcinoma (AC), 6 a Carcinoma de Células Grandes (CCG) y 11 a
Carcinoma Epidermoide (CE). Sus estadios de desarrollo fueron asignados de acuerdo con el
sistema de clasificacion internacional TNM. Todos los pacientes fueron informados de forma

apropiada y dieron su consentimiento.

El diagndstico clinico del paciente se realizd en el Servicio de Anatomia Patoldgica de
Hospital Universitario Virgen de la Arrixaca en Murcia y la presencia de células malignas y el tipo

histoldgico del tumor fueron confirmados por técnicas de anatomia patoldgica.

2. CONTENIDO DE PROTEINA

Tras la extraccion de las muestras (5% p/v) con tampdn Tris-salino sin (S;) y con el
detergente Brij 96 (S,), se analiz6 el contenido de proteina en los homogenados de partida (Hg)
y en los sobrenadantes (S; y S;) de las piezas quirurgicas en los tres tipos histoldgicos de cancer
y en los tejidos adyacentes respectivos. En la Tabla 3.1 figuran los datos relativos a la cantidad
de proteina en las distintas preparaciones obtenidas. Agrupando los distintos tipos tumorales, el
contenido en proteina total de las muestras de tejido adyacente no canceroso fue mayor que el
de las piezas tumorales (2,99 + 1,51 mg/ml frente a 1,97 £ 0,71 mg/ml; p=0,002).
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CONCENTRACION DE PROTEINA

Ho S, S,

(mg/ml) Valor-p (mg/ml) Valor-p (mg/ml) Valor-p

Todos los tipos histoldgicos
TANC 4,99+2,51 2,85+1,47 1,62+0,43

0,002 0,066 0,156
TUMOR 3,97+7,71 2,04+1,09 1,80+0,85
Adenocarcinoma
TANC 5,01+£2,93 2,97+1,85 1,54+0,5

0,003 0,048 0,439
TUMOR 3,92+1,67 2,03+1,13 1,68+0,58
Carcinoma de Células Grandes
TANC 4,94+2,50 2,25+0,70 1,25+0,56

0,011 0,033 0,775
TUMOR 2,61+1,66 1,40+0,57 1,29+0,53
Carcinoma Epidermoide
TANC 5,00+2,28 3,02+1,12 1,94+0,72

0,011 0,178 0,247
TUMOR 3,61+1,66 2,42+1,16 2,28+1,13

Tabla 3.1. Concentracion de Proteina en Extractos de Pulmédn. La tabla muestra la
concentracion de proteina medida en el homogenado inicial (HO) y en cada uno de los
solubilizados (S1 y S2) del proceso de extraccién secuencial de los tejidos tumoral (TUMOR) vy
adyacente no tumoral (TANC) de los diferentes tipos histolégicos de céncer de pulmoén
analizados. Los datos indican la media de los valores £DE. La diferencia estadistica entre el
contenido de proteina en piezas no cancerosas y tumorales se evalué mediante la prueba no

paramétrica U de Mann-Whitney, aplicados a muestras independientes para p<0,05.
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3. ACTIVIDAD AChE y BUChE EN PIEZAS QUIRURGICAS DE
PULMON SANO Y TUMORAL

Las medidas de actividad de las ChEs en las muestras de pulmén humano, sano y
tumoral, se realizaron tras el proceso de extraccion descrito en el Apartado II.2.1.2. Se

midieron las actividades AChE y BuChE tanto en los homogenados de partida, como en los

sobrenadantes S; y S,.

El método de extraccidon en dos pasos permitid extraer la mayor parte de la actividad
ChE en tejido de pulmdn sano (94,57 + 5,11%) y canceroso (88,17 + 3,53). Casi la mitad de la
actividad AChE en CCG (43,4 £ 6,1%), CE (43,7 £ 15,2%), y algo menos en AC (33,4 £ 11,3%)
y TANC (35,9 £+ 12,6%), se liberé con tampdn salino sin detergente (S;), y el resto con Brij 96
(S5). En cambio, casi toda la actividad BUChE (84,4 + 15,2%) se extrajo con tampdn salino.

No se observaron diferencias significativas entre los distintos tipos histoldgicos de cancer
de pulmdn en cuanto al grado de extraccion global de AChE ni en los porcentajes de extraccion
en S; y S,. Este hecho reveld que aunque la actividad colinesterasa disminuia en CCG y CE, la
neoplasia no afectaba a la sintesis de las moléculas individuales de AChE y BUChE ni al modo en

que se asociaban a las membranas celulares.

La actividad AChE fue mayor en las piezas de pulmén no canceroso (TANC) de CCG que
en las muestras de AC o CE (Tabla 3.2). Es posible que esta variacion proceda de diferencias
entre las distintas piezas de pulmén, en cuanto a la composicidon de tipos celulares. En las
muestras tumorales, la actividad AChE no cambié en AC, disminuyd alrededor de un 50% en
CCG y mucho mas (casi un 80%) en CE. Los resultados sugieren que el cambio en la actividad
AChE en tumores de pulmdn depende de la biologia particular del tipo de célula epitelial concreta
que origine del tumor. El fuerte descenso de la actividad AChE en CE puede ser importante para

la biologia de las células escamosas.

Por otro lado, la actividad BuChE fue estadisticamente mayor en los tejidos no afectados
(TANC) que en AC (p=0,036), CE (p=0,032), y casi en CCG (p=0,068), destacamos que en este
ultimo caso, solo disponiamos de cuatro muestras. El descenso de las actividades AChE y BuChE
en CCG y CE descarta que la caida de AChE en esos tumores se compense por la actividad
BuChE. Ademas, la fuerte disminucién de la actividad AChE en los nddulos linfaticos afectados
por metastasis de cancer y el mantenimiento de la actividad BuChE sugieren que las dos

enzimas estan reguladas de manera independiente (Ruiz-Espejo y col., 2003).

A continuacidn, exploramos la posible aplicacién de la variacién en la actividad ChE para
distinguir el tipo histologico de céncer de pulmén. Aplicando el test no paramétrico U de

Mann-Whitney se observé que el cambio de actividad AChE era estadisticamente significativo
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entre AC y CE y entre CCG y CE, pero no entre AC y CCG. No hubo correlacién alguna entre el
cambio de actividad ChE en cancer de pulmén y factores clinicopatoldgicos, incluyendo el género

de los pacientes, edad, tamano del tumor, grado histoldgico y estado de los nédulos linfaticos.

Este estudio reveld que las actividades AChE y BuChE en los subtipos histoldgicos
tumorales eran inferiores que las de sus correspondientes tejidos adyacentes. Es llamativo que
los tejidos pulmonares contengan niveles comparables de actividad BuChE, y a veces superiores,
a los niveles de actividad AChE. Aunque esta observacion podria llevar a pensar que parte de la
BuChE proceda del plasma sanguineo, en apartados posteriores demostraremos que el tejido

pulmonar es capaz de sintetizar BuChE.

ACTIVIDAD COLINESTERASA EN TEJIDO ADYACENTE NO CANCEROSO Y EN
CARCINOMAS DE PULMON

AChE (mU/mg) Valor-p BuChE (mU/mg) Valor-p
Adenocarcinoma (AC)
TANC 8,03+£3,76 (18) 9,86+2,58 (14)
0,475 0,036
TUMOR 6,38+4,03 (18) 3,06%3,25 (14)
Carcinoma de Células Grandes (CCG)
TANC 15,39+7,66 (6) 6,50+6,63 (4)
0,043 0,068
TUMOR 7,52+3,32 (6) 2,94+2,01 (4)
Carcinoma Epidermoide (CE)
TANC 7,02+2,60 (15) 7,32+4,10 (15)
0,008 0,032
TUMOR 1,97+2,05 (15) 4,90+2,83 (15)
Test U de Mann-Whitney
Valor-p Valor-p
AC vs CCG 0,766 0,184
AC vs CE 0,001 0,350
CCG vs CE 0,018 0,440

Tabla 3.2. Actividades Acetil- y Butirilcolinesterasa especificas en pulmén. Se muestran
las unidades de actividad colinesterasa normalizadas por miligramo de proteina en los extractos
de piezas cancerosas y adyacentes no cancerosas (TANC). Una unidad de actividad ChE
representa la hidrdlisis de 1 pmol de sustrato por minuto a 37°C. LA diferencia estadistica en las
actividades AChE o BUChE entre TANC y muestras cancerosas de AC, CCG y CE, se calculd
mediante el test no paramétrico de Wilcoxon para muestras pareadas (p<0,05). Mediante el test
no paramétrico U de Mann-Whitney se evalu6 el significado estadistico de la diferencia de
actividad ChE entre los tres tipos de tumores.

3. Resultados
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4. NIVELES DEL NEUROTRANSMISOR ACETILCOLINA

Es bien conocido el papel fundamental que juega el neurotransmisor ACh en la
transmision nerviosa a nivel central y periférico. También se sabe que la ACh produce respuestas
colinérgicas en contextos no sinapticos. En este sentido, se han identificado todas las proteinas
gue componen un operador colinérgico en células y tejidos no neurales. Entre ellos cabe citar
células inmunes (linfocitos, timocitos y esplenocitos) (Kawashima y Fujii, 2008) y no inmunes

(endoteliales y otras), y tejidos (intestino, higado, rifidn y otros) (Wessler y Kirkpatrick, 2008).

Se sabe que los carcinomas microciticos de pulmdn expresan receptores de ACh y que
su activacion con nicotina u otros agonistas favorece el crecimiento y la proliferacion celular
(Song y col., 2003). Ademas, las células de cancer de pulmoén microcitico y no microcitico son
capaces de sintetizar, secretar y responder a ACh enddgena, generando un ciclo autocrino de

crecimiento celular (Song y col., 2003; Song y Spindel, 2008).

Para averiguar si la caida de actividad ChE en CCG y CE suponia un aumento en la
cantidad de ACh procedimos a su valoracion. Dado que los extractos de pulmdn S;+S, contenian

AChE y BuChE capaces de degradar ACh, a la hora de determinar el neurotransmisor tuvimos

que utilizar un filtro que retenia a ambas ChEs (Apdo. I1.4).

CONTENIDO DE ACETILCOLINA

ACh (M) Valor-p

Adenocarcinoma (AC)
TANC 0,98+0,58 (7)

0,015
TUMOR 1,44+0,46 (11)
Carcinoma Células Grandes (CCG)
TANC 0,42+0,13 (4)

0,029
TUMOR 1,09+0,59 (4)
Carcinoma Epidermoide (CE)
TANC 1,01+0,44 (9)

0,014
TUMOR 1,57+0,51 (10)

Tabla 3.3. Contenido de Acetilcolina en carcinomas de pulmén y tejido adyacente no
canceroso. El contenido de ACh viene dado como la media = DE (niumero de muestras). La
diferencia estadistica en el contenido de ACh entre TANC y las muestras cancerosas, AC, CCG y
CE, se calculé por el test no paramétrico U de Mann-Whitney (p<0,05).

3. Resultados
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La Tabla 3.3 muestra los niveles de ACh en las muestras de pacientes con cancer de
pulmén (adenocarcinoma, epidermoide y carcinoma de células grandes) y en sus respectivos
extractos de tejido adyacente no canceroso (TANC). El analisis estadistico de los datos revela la
cantidad de ACh es mayor en todos los tipos histoldgicos de cancer de pulmdn que en sus tejidos

adyacentes respectivos.

5. ACTIVIDADES AChE y BUChE EN EL SUERO DE PACIENTES
CON CANCER DE PULMON NO MICROCITICO

El suero de pacientes y sujetos control se obtuvo a partir de sangre recogida en tubos
con heparina de litio. Se congelaron alicuotas a -80°C hasta su analisis. La actividad AChE se
midié por el método de Ellman (Apdo. II.3). Las actividades AChE y BuChE se compararon con
el test de la t de Student para datos independientes. El grupo de pacientes de cancer de pulmén
estaba constituido por 32 individuos y el grupo control por 51. La Tabla 3.4 recoge los
resultados obtenidos. Se observa que ambas actividades AChE y BuChE son ligeramente
superiores en los pacientes con cancer de pulmdn no microcitico, sin que estas diferencias sean

estadisticamente significativas.

ACTIVIDAD COLINESTERASA EN SUERO DE PACIENTES
CONTROL Y CON TUMOR DE PULMON

AChE (U/ml) Valor-p BuChE (U/ml) Valor-p

Control 0,2940,13 (51) 4,75+1,1 (51)
0,125 0,944
Tumor 0,24+0,14 (30) 4,97+1,83 (30)

Tabla 3.4. Actividades Acetil- y Butirilcolinesterasa en suero. Las actividades
AChE y BUChE se indican como la media = DE (nimero de muestras). La diferencia
estadistica de las actividades AChE o BuChE entre sueros control y tumorales fue
analizada con el test t de Student para muestras independientes (p<0,05).

3. Resultados
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6. FORMAS MOLECULARES DE AChE y BUChE EN TEJIDO
PULMONAR SANO Y TUMORAL

Como se comentd en la Introduccién de esta memoria, en los tejidos o células, las
colinesterasas pueden encontrarse como mondémeros u oligdbmeros de subunidades cataliticas
que, ademas, poseen restos de oligosacaridos. Cuando las subunidades cataliticas se asocian a
proteinas estructurales generan heterooligdmeros. El conjunto de componentes moleculares o
formas moleculares de AChE y/o BuChE (patréon de formas moleculares) es caracteristico de
cada tejido y, con frecuencia, el desarrollo de una patologia modifica este patréon de formas
moleculares. El perfil particular de componentes moleculares de las ChEs en un determinado
tejido o tipo celular refleja con mucha probabilidad los requerimientos funcionales especificos en

cada tejido y/o célula.

La centrifugacion en gradientes continuos de sacarosa ha demostrado ser una
herramienta extraordinariamente eficaz para separar los componentes moleculares de las ChEs.
Las considerables diferencias en el tamafio entre mondmeros, dimeros, tetrameros y las formas
asimétricas permiten su separacion en gradientes de sacarosa y su posterior identificacion por su
coeficiente de sedimentacion. Mediante la centrifugacidn en gradientes de sacarosa analizamos
la distribucidon molecular de AChE y BUChE en pulmoén sano y tumoral. El propdsito era averiguar
si la transformaciéon neoplasica modificaba la distribucidon de los componentes moleculares de

AChE y/o BUChE, esto, el programa de biosintesis de tales componentes.

Los resultados revelan un patron sencillo de formas moleculares de AChE y BUChE en
pulmén humano. Sélo se observan formas globulares ligeras de AChE (dimeros y mondémeros
anfifilicos G, y G;*) (Figuras 3.1-3.3), pero en algunos adenocarcinomas se detectaron
moléculas tetraméricas G, (Figura 3.2). La actividad BUChE se reparte entre tetrdmeros
hidrofilicos G, y anfifilicos G4*, con algunos mondémeros hidrofilicos G;". Aunque los patrones de
las formas moleculares de AChE no se modifican con la transformacion neoplasica, la fraccién

G, de BUChE disminuye significativamente.

Los tres tipos histoldgicos de carcinomas pulmonares y sus tejidos adyacentes no
cancerosos presentan patrones similares de formas de AChE, lo cual nos indica que el
mecanismo por el que las células tumorales desarrollan malignidad no afecta a la biosintesis de

moléculas de AChE pulmonar.

3. Resultados
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6.1. Componentes moleculares de AChE en adenocarcinomas de

pulmon

Para averiguar el patrén de formas moleculares de AChE en los tejidos pulmonares, los
extractos S; y S, se centrifugaron en gradientes de sacarosa conteniendo Brij 96. La medida de
la actividad AChE en las fracciones del gradiente proporciond los perfiles de sedimentacion en
adenocarcinomas de pulmoén y en sus respectivos tejidos adyacentes no cancerosos que se

muestran en la Figura 3.1.
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Figura 3.1 Formas moleculares de AChE en adenocarcinoma de pulmdn y tejido
adyacente no canceroso (TANC) en Brij 96. Tras una primera extraccién con tampén
salino sin detergentes (S;) y otra posterior con tampoén salino y Brij 96 (S,), las formas
moleculares de AChE se resolvieron en gradientes continuos de sacarosa (5-20%). Los
coeficientes de sedimentacién de las moléculas de AChE se calcularon por referencia a los
marcadores de sedimentacién catalasa de higado bovino (C, 11,4 S) y fosfatasa alcalina de
intestino bovino (F, 6,1 S).

3. Resultados
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La centrifugacion en gradiente de los extractos de pulmén normal (TANC) y de
adenocarcinomas reveld un patron simple de formas moleculares de AChE con coeficientes de
sedimentacion de 6,0 £ 0,3 S (n=6), 4,2 +0,2S (n=6) y 2,9 £ 0,2 S (n=6), y ocasionalmente
9,5 £ 0,3 S (n=6). Las formas moleculares fueron asignadas a dimeros hidrofilicos G, (6,0 S),
dimeros anfifilicos G,* (4,2 S), mondmeros anfifilicos G;* (2,9 S) y tetrdmeros anfifilicos (9,5 S).
No se apreciaron diferencias en los coeficientes de sedimentacion de las moléculas de AChE en
pulmon sano (TANC) y en tumores.
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Figura 3.2 Cambio en la migracion de las formas moleculares de AChE en
adenocarcinoma de pulmon y tejido adyacente no canceroso (TANC) en gradientes
con TX-100. El caracter anfifilico de las moléculas G;* y G,* de AChE se demuestra por el
cambio de coeficiente de sedimentacién en gradientes con Triton X-100 respecto a los que
llevan Brij 96 (Figura 3.1). Marcadores de sedimentacidn como en la Figura 3.1. El extracto
S, de este adenocarcinoma concreto contiene formas G,* (10,6 S), no habituales en los

epitelios pulmonares.
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Para comprobar la naturaleza anfifiica de las moléculas de AChE se procedid a
centrifugaciéon en gradiente sustituyendo el Brij 96 por Triton X-100 (Figura 3.2). Las moléculas
de9,5S,4,2Sy2,9S migrarona 10,6 S, 5,6 Sy 4,1 S, lo que confirmd el caracter anfifilico de

las moléculas de AChE.

6.2. Componentes moleculares de AChE en carcinomas

epidermoides

El patron de formas moleculares de AChE en los tejidos pulmonares obtenidos de
pacientes diagnosticados con carcinomas de tipo escamoso o epidermoides se muestra en la

Figura 3.3.
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Figura 3.3 Formas moleculares de AChE en carcinoma epidermoide y tejido
adyacente no canceroso (TANC). Tras recoger los sobrenadantes S; , S,, se analizaron las
formas moleculares de AChE en gradientes continuos de sacarosa conteniendo Brij 96. Cy F
sefialan las posiciones de los marcadores de sedimentacién catalasa y fosfatasa alcalina,
respectivamente. Como en los adenocarcinomas, tanto en tejidos no afectados como en los

cancerosos predominan las formas globulares ligeras anfifilicas.
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6.3. Componentes moleculares de AChE en carcinomas de células

grandes

La transformacion neoplasica no altera la distribucidon de formas moleculares de AChE en
carcinomas pulmonares de células grandes. En la Figura 3.4 Se observa como de nuevo, los
componentes globulares ligeros y de naturaleza anfifilica (G,* 4,2'S; G,* 2,6 S) aportan la
practica totalidad de la actividad AChE.

Los tres tipos histoldgicos de carcinomas pulmonares y sus TANC presentan patrones
similares de formas de AChE, lo que demuestra que el mecanismo por el cual las células
tumorales desarrollan malignidad y aberracién no afecta a la biosintesis de las moléculas de

AChE pulmonar.

6.4. Componentes moleculares de BuChE en tejidos pulmonares

sano y tumorales

Se procedid a investigar el patron de las especies moleculares de BUChE en los extractos
obtenidos sin detergentes (S;) y en los que se anadid Brij 96 (S,). En las Figuras 3.5, 3.6 y 3.7
se muestran los perfiles de sedimentacion con las moléculas de BUChE en los sobrenadantes S; y
S, de adenocarcinomas, tumores epidermoides y carcinomas de células grandes. Con
independencia del tipo histoldgico, la centrifugacién del extracto S; demuestra que la actividad
BuChE se reparte entre formas moleculares de 12,0 £ 0,2S (nh=14), 9,8 £0,2S (h=14) y
4,6 £ 0,1 S (n=14). El extracto S, contiene las mismas formas pero destaca la mayor proporcion
de los componentes de 9,8 S. La condicidn patolégica supuso un notable descenso en la
proporcidon de estos Ultimos. De acuerdo con los valores de sedimentacion, las formas
moleculares de 12,0 S y de 4,6 S se asignaron a moléculas G," y G;", respectivamente. Las
formas 9,8 S se asignaron a moléculas G,*, tras comprobar que su coeficiente de sedimentacién
aumentaba a 10,6 £ 0,2 S (n=4) cuando en el gradiente, el detergente Brij 96 era sustituido por
Triton X-100 (Figura 3.8). Para la medida de actividad de los gradientes con Triton X-100 se
afiadié Brij 96 (0,5% w/v) al medio de medida para disminuir el efecto inhibidor del Triton X-100
sobre la BUChE, mediante la formacién de micelas mixtas (Moral-Naranjo y col., 1996).

3. Resultados
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Figura 3.4. Formas moleculares de AChE en carcinoma de células grandes y tejido
adyacente no canceroso (TANC). Los sobrenadantes S; , S, se centrifugaron en gradientes
de sacarosa que contenian Brij 96. C y F sefialan las posiciones de los marcadores catalasa y

fosfatasa alcalina, respectivamente.
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Figura 3.5 Formas moleculares de BuChE en adenocarcinoma de pulmén y tejido

adyacente no canceroso (TANC). Las muestras sufrieron una doble extraccion secuencial,

primero con tampdn salino (S;) y después con tampdn salino mas detergente Brij 96 (S,). Las

formas moleculares se separaron por centrifugacién en gradientes de sacarosa (5-20%). Es

de destacar la presencia de tetrameros anfifilicos G,* en el extracto S, del tejido no afectado,

asi como el descenso significativo en los extractos tumorales. C y F sefialan las posiciones de

los marcadores catalasa y fosfatasa alcalina.
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Figura 3.6 Formas moleculares de BuChE en tumores epidermoides y tejido
adyacente no canceroso (TANC). Las formas moleculares en los extractos S; , S, se
separaron e identificaron por centrifugacion en gradientes de sacarosa (5-20%). Es de
destacar la presencia de tetrdmeros anfifilicos (G4*) en el sobrenadante S, de tejido no
tumoral, asi como su caida en el extracto tumoral. C y F sefialan las posiciones de catalasa y

fosfatasa alcalina.
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Figura 3.7. Formas moleculares de BuChE en tumores de células grandes y tejido
adyacente no canceroso (TANC). Las muestras se extrajeron, primero con tampdn salino
(S1) y luego con tampdn salino y Brij 96 (S;). Las formas moleculares se separaron por
centrifugacion en gradientes de sacarosa (5-20%). Interesa destacar la notable fraccién de
tetrameros anfifilicos (G4*) en el extracto S, de tejido control y su menor proporcién en los
extractos tumorales. € y F sefalan las posiciones de los marcadores de sedimentacidn

catalasa y fosfatasa alcalina, respectivamente.
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Figura 3.8 Formas moleculares de BuChE en gradientes con Triton X-100. Los
extractos S; y S, de pulmén normal (PN) y tumoral (PT) se centrifugaron en gradientes con
Triton X-100 para comprobar si habia cambio en el coeficiente de sedimentacion de las
moléculas de BUChE. El cambio en su migracién en gradientes con Brij 96 y con Triton X-100
confirmaria el caracter anfifilico. No se observan cambios en los coeficientes de sedimentacién
de las formas G," (12,0 S) y G," (4,6 S), pero las formas de 9,8 S (con Brij 96) migran a
10,6 S con el detergente Triton X-100.
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7. PROPIEDADES ANFIFILICAS DE LAS COLINESTERASAS DE
PULMON

La escasa diferencia en la migracion de ciertas variantes enzimaticas con coeficientes de
sedimentacion proximos (p.e. las formas ligeras de AChE) impide su completa resolucion por
centrifugacion en gradientes de sacarosa. La migracion de las moléculas anfifilicas de AChE vy
BuChE cambia en funcidn del detergente afiadido al gradiente de sacarosa, Brij 96 o
Triton X-100, e indica positivamente que dichas moléculas poseen propiedades anfifilicas. Sin
embargo, para demostrar plenamente el comportamiento anfifilico de las proteinas, en general,
y de las ChEs, en particular, se aconseja recurrir a la separacion por cromatografia en soportes

hidrofébicos (Fernandez-Gomez y col., 2010).

Las moléculas hidrofilicas de AChE o BUChE no se pegan a matrices hidrofdbicas, como
la fenil-agarosa, mientras que las moléculas anfifilicas con dominios hidrofébicos quedan
retenidas. Para su liberacion se emplean detergentes como el Triton X-100. La secuencia de

elucion de las variantes de AChE y BUChE depende del grado de hidrofobicidad y del nimero de

- . - . , . A -
dominios hidrofobicos en cada clase de molécula. Asi, las variantes G1* (con un dominio) eluyen

primero, después las GzA (con dos dominios) y por ultimo las formas tetraméricas G4A, debido

a su asociacién con la proteina estructural (no catalitica) altamente hidrofébica PRIMA.

La aplicacion de cromatografia hidrofobica en fenil-agarosa revelé que una gran parte de

la actividad AChE (>90%) extraida de piezas quirdrgicas de pulmén humano por el método de
doble extraccién (S1+S2) quedd unida a la matriz de fenil-agarosa (Figura 3.9A). Después de

lavar extensivamente la columna de afinidad, una fraccién importante (75-85%) de la actividad
AChE retenida se liberd con Triton X-100. Los resultados demostraron sin sombra de duda que la

inmensa mayoria de las variantes de AChE del epitelio pulmonar tenian propiedades anfifilicas.

Las fracciones no retenidas por la fenil-agarosa (no retenidas, NR) y las recogidas tras
afiadir Triton X-100 (eluidas, EL) con mayor actividad enzimatica se analizaron en gradientes de
de sacarosa para identificar las formas moleculares en cada caso (Figura 3.9B). Como era de
esperar, la fraccion de AChE no retenida contiene moléculas de caracter hidrofilico, en concreto
formas G,y G;", de 6,0 Sy 4,2 S respectivamente. La actividad AChE eluida con Triton X-100
se repartié entre las moléculas de 4,2 S y 2,9 S confirmando la elevada proporcién de dimeros
(G,) y mondémeros (G;*) anfifilicos en el epitelio pulmonar humano. Ocasionalmente, en los
extractos se observaron tetrameros de AChE. La presencia de estas formas G, en la fraccion EL y
el célculo de su coeficiente de sedimentacién en gradientes con Brij 96 (9,5 S) confirmé que se

traban de tetrameros anfifilicos (G4*).
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Figura 3.9 Cromatografia hidrofobica de la AChE en pulmdn. A. Una mezcla de

extractos S; y S, (1 ml de cada) se pasé por una columna de fenil-agarosa. La actividad AChE

no ligada eluyé con tampédn de equilibrio, y las retenidas con tampén Tris + Triton X-100 (2%

p/v) pH 7,5. B. Las fracciones con mayor actividad se mezclaron y se sometieron a

centrifugacién en gradientes con sacarosa y Brij 96 para determinar su composicidén

molecular (NR, no retenida; EL, eluida con Triton X-100).
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El analisis por cromatografia hidrofébica de la mezcla S1+S> de tejidos tumorales no

depard diferencias significativas con los obtenidos de tejidos adyacentes no cancerosos. Con
todo, merece la pena sefialar la ausencia de formas tretraméricas de AChE en todos los tejidos

cancerosos ensayados y su presencia en algunas muestras control.

Respecto a la BUChE, una gran parte de la actividad (85-90%) de la mezcla de S;+S,;
paso libremente por la columna de fenil-agarosa (Figura 3.10A), lo que vino a confirmar que la
gran mayoria de la actividad BuChE se compone de moléculas hidrofilicas. Los gradientes de
sedimentacion de las fracciones no retenidas por la matriz (NR) permitieron identificar moléculas
con coeficientes de sedimentacién de 12,0S y 4,6 S para las formas las formas G, y G;",

respectivamente (Figura 3.10B).

La baja proporcién de enzima BUChE capaz de interaccionar con la fenil-agarosa y la
presencia de Triton X-100 en las fracciones eluidas (EL) supusieron una grave dificultad para el
calculo de la actividad BUChE liberada con Triton X-100 y el posterior andlisis de las formas
moleculares. Pese a ello, estimamos que sélo un 30-40 % de la actividad BuChE que habia
quedado retenida en la matriz de fenil-agarosa eluia con el detergente. El analisis de
sedimentacion de la enzima ligada a la fenil-agarosa sélo se pudo completar en el tejido no
patoldgico, donde se observan formas G,* (de aprox. 9,8 S). El pronunciado descenso, o la
ausencia, de formas tetraméricas anfifilicas de BuChE en tejidos pulmonares patoldgicos se
puede incluir en la larga lista de condiciones patoldgicas que afectan a la biogénesis de los

tetrameros tanto de AChE como de BuChE.

3. Resultados
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Figura 3.10 Cromatografia hidrofébica de la BuChE en pulmén. A. Una mezcla de

extractos S; y S, (1 ml de cada) se pasé por una columna de fenil-agarosa. La actividad

BuChE no ligada (NR) eluyd con tampdn de lavado, y las retenidas con Tris + Triton X-100

(2% p/v) pH 7,5 (EL). La flecha indica la adicion del detergente. B. Las fracciones con mayor

actividad se mezclaron y sometieron a gradientes de sacarosa con Brij 96 para determinar la

composicién molecular de enzima no unida a la matriz (NR) y la eluida con Triton X-100 (EL).

3. Resultados



Capitulo 3 - Deteccion del anclaje GPI - 143

8. ANCLAJE A LA MEMBRANA DE LOS DIMEROS Y MONOMEROS
DE AChE POR GLICOSILFOSFATIDILINOSITOL (GPI)

La deteccién de moléculas anfifilicas de AChE en el tejido pulmonar humano tanto
normal como canceroso, mediante las pruebas de sedimentacion y de cromatografia hidrofdbica,
no nos permitia saber si las subunidades de AChE eran de tipo I o de tipo II. Las formas G," y
G," tipo I proceden del ARNm AChE-H e incorporan restos de GPI durante su sintesis (Coussen y
col., 2001). En cambio, (Massoulie, 2002)las isoformas de tipo II derivan del transcrito AChE-T y
no incorporan GPI (Massoulie, 2002). Como se comento en la Introduccion de esta memoria, las
subunidades de AChE tipo II consiguen su caracter anfifilico y su capacidad para interaccionar
con las membranas celulares gracias a una serie de aminoacidos aromaticos en la region
C-terminal. Estos aminoacidos adoptan una estructura helicoidal que facilita la asociacion de las

subunidades de AChE con las membranas (Massoulie, 2002).

La existencia de dimeros y mondmeros de AChE tipo I (con restos GPI) en meningioma
(Saez-Valero y Vidal, 1996), mama (Ruiz-Espejo y col., 2002), colon (Montenegro y col., 2006a;
Montenegro y col., 2006b) y rifién (Munoz-Delgado y col., 2008; Munoz-Delgado y col., 2010)
nos llevd a estudiar la posible existencia de restos GPI en las variantes homologas de AChE en

los epitelios de pulmédn.

La sensibilidad del resto GPI a la digestion con la fosfolipasa C especifica para el
fosfatidilinositol (PIPLC) permite conocer la existencia de GPI en las subunidades de AChE y, con
ello, verificar que corresponden al tipo I, las que derivan del transcrito AChE-H. Las isoformas de
AChE que tengan restos de GPI pueden perder la porcion diacilglicerol (responsable de sus
propiedades anfifilicas) por incubacién con PIPLC y con ello convertirse en moléculas hidrofilicas.
La sensibilidad a la PIPLC depende de la presencia de cadenas acilo en los hidroxilos del inositol.
Cuando los restos GPI contienen cadenas acilo es necesario el tratamiento con hidroxilamina

alcalina para eliminar las cadenas acilo antes de la incubacion con PIPLC (Toutant y col., 1990).

Para probar el efecto de la PIPLC sobre la AChE de los epitelios pulmonares, se utilizo
PIPLC de Bacillus thurigiensis, 3 U por mililitro de muestra (3 h en agitaciéon y en oscuridad).
Estas condiciones fueron establecidas previamente para la completa conversion de los dimeros

anfifilicos de eritrocito bovino a dimeros hidrofilicos (Montenegro, 2006).

Al tratar las muestras de pulmén con PIPLC, se observé una conversién parcial del pico
de 4,2 S (G,*) en otro de 6,1S (G,"), y una ligera reduccién del componente de 2,9S (G;")
(Figura 3.11). Los resultados mostraron que parte de las moléculas G,* (4,2 S) se habian
convertido en la variante hidrofilica G, (6,1 S) a causa de la pérdida del dominio hidrofébico. La
digestion con PIPLC de los extractos de epitelios pulmonares no cancerosos proporciond

porcentajes discretos (10-40%) de conversion de moléculas anfifilicas a hidrofilicas, lo que

3. Resultados
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Figura 3.11 Conversion de las formas globulares ligeras anfifilicas de AChE en
hidrofilicas con PIPLC. Una mezcla de extractos S; y S, se incubdé con PIPLC y luego se
analizé en gradientes de sacarosa. En los extractos tratados con PIPLC (®) se observa un
desplazamiento de las variantes anfifilicas hacia las hidrofilicas, respecto al perfil de la
muestra control (0). No se aprecian diferencias significativas en la resistencia a la PIPLC

cuando se considera la malignidad o el tipo histoldgico de cancer de pulmédn.
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Figura 3.12. Tratamiento de la BuChE de pulmon con PIPLC. El extracto S, de tejidos
no cancerosos (sano) y cancerosos de adenocarcinoma (AC), epidermoides (CE) y carcinomas
de células grandes (CCG) se sometié a tratamiento con PIPLC y después se analizd en
gradientes de sacarosa. Como era de esperar, no se observa conversién de las formas

anfifilicas de BuChE. Los coeficientes de sedimentaciéon de las formas moleculares de

extractos no tratados (o) o tratados con PIPLC (®) son los mismos.
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demostréd que una fraccién variable de moléculas G, y G;* de AChE, en pulmdn normal y

tumoral, contenian restos GPI para ligarse a las membranas.

Los analisis de conversion de moléculas anfifilicas a hidrofilicas no depararon diferencias
entre los extractos obtenidos a partir de tejidos sanos o tumorales. Tampoco se observaron

diferencias respecto al tipo histoldgico de cancer de pulmodn estudiado (Figura 3.11).

La conversion parcial de los dimeros anfifilicos de AChE en hidrofilicos por digestion con
PIPLC muestra que una fraccién de las moléculas de AChE contienen restos de GPI y por tanto
provienen del transcrito AChE-H. Sin embargo, la presencia de restos acilo unidos al inositol
puede conferir resistencia a la PIPLC (Li y col 1993), lo que impediria distinguir los dimeros de
tipo I (con subunidades H) de los de tipo II (con subunidades T). El tratamiento con
hidroxilamina alcalina antes de la digestion con PIPLC no aumentd de forma significativa la
proporcion de conversion (resultados no mostrados). Los resultados obtenidos nos impiden
descartar que las moléculas de AChE del epitelio pulmonar resistentes a la PIPLC procedan de

subunidades derivadas del transcrito AChE-T (las de tipo II).

Como era de esperar, el andlisis de la digestion de BuChE con PIPLC reveld que las

moléculas de BUChE carecian de restos GPI (Figura 3.12). La figura 3.12 sélo muestra los
resultados de la incubacion de los extractos Sy, en los que distinguen claramente las formas

anfifilicas de BUChE (G,*) presentes en los epitelios pulmonares.

9. INTERACCION DE LAS COLINESTERASAS DE PULMON SANO Y
TUMORAL CON LECTINAS

Las lectinas o aglutininas vegetales, reconocen azlcares particulares en los oligoglicanos
de las glicoproteinas. Como las colinesterasas son glicoproteinas, las lectinas representan un
valioso instrumento para conocer si el procesamiento postraduccional de las ChEs cambia segin
el tipo celular, la localizacién tisular o si una patologia concreta afecta a la adicién de azlcares.
Los restos de oligosacéridos de una proteina informan sobre su transito intracelular por los
distintos organulos que participan en su sintesis y maduracién. Los estudios de los restos
azlcares en las ChEs han ayudado al diagndstico de anomalias en la formacion del tubo neural
en fetos puesto que se altera el patron normal de glicosilacién de la AChE (Liao y col 1992). En
enfermedades como la meningitis bacteriana cambia el patron de glicosilacidon de la AChE en el
liquido cefalorraquideo (LCR), a consecuencia del aumento de BuChE plasmatica en el mismo por
la mayor permeabilidad de la barrera sangre-cerebro (Tornel, 1992; Tornel y col., 1993). En
general podemos decir que la glicosilacién de las colinesterasas es un proceso sensible a los
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cambios que acompafian a numerosas patologias (Cabezas-Herrera y col., 1994; Cabezas-
Herrera y col., 1997; Moral-Naranjo y col., 1997; Silveyra y col., 2006); (Munoz-Delgado y col.,
2010).

Se analizé la capacidad de unién de las colinesterasas de epitelios de pulmén sano y
tumoral a diferentes lectinas. El objetivo fue doble. Por un lado, quisimos analizar si la
transformacion tumoral afectaba a la composicion de azlcares de los restos oligosacaridicos de
las colinesterasas; y por otro, obtener informacidon sobre el origen de la actividad BuChE, un
tema controvertido dado que su extraordinaria abundancia en el plasma sanguineo la convierte
en una fuente potencial de la enzima identificada en pulmdn sano y tumoral. De este modo,
puede que el origen de la actividad BUChE medida en pulmdn humano sea el plasma sanguineo
y no el propio epitelio pulmonar. Los estudios con lectinas podian aportar pruebas sobre la

verdadera fuente de la BUChE observada en pulmon.

Una proporcion elevada de la actividad AChE de epitelios pulmonares humanos no
cancerosos se unid a las lectinas Con-A (~65%), WGA (~80%) y LCA (~82%), indicando que la
acetilcolinesterasa contiene oligosacaridos con manosa, N-acetilglucosamina/acido sidlico y
fucosa, respectivamente (Tabla 3.5). La union parcial de las lectinas a la AChE de pulmdn
demuestra una gran heterogeneidad en la composicion de azlcares entre las distintas isoformas

de la enzima e incluso entre las mismas formas moleculares.

El analisis de interaccidon con lectinas de la AChE extraida de epitelios pulmonares
tumorales depardé diferencias que conviene resaltar (Tabla 3.5; Figura 3.13). Asi, mientras que
los extractos enzimaticos de adenocarcinoma y carcinomas de células grandes no ofrecieron
diferencias en el porcentaje de interaccidon con las lectinas, respecto de la interaccion en
extractos no cancerosos, el nivel de asociacién de las lectinas Con-A, WGA y LCA con la enzima
procedente de carcinomas epidermoides fue significativamente mayor, en comparacion con su
tejido adyacente no canceroso y con otros tipos tumorales. De hecho, la AChE “epidermoide” se

ligd practicamente en su totalidad a las lectinas ensayadas (Tabla 3.5).

La enzima AChE no reconocida por las respectivas lectinas se sometié a analisis de
sedimentacion, observando que las distintas formas moleculares de AChE eran reconocidas por
cada aglutinina en un porcentaje practicamente idéntico, descartando asi diferencias en la
dotacién de azlcares segun el estado de agregacién de las moléculas de AChE (perfiles no

mostrados).
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PORCENTAJE DE INTERACCION DE COLINESTERASAS CON LECTINAS

) AChE BuChE
Lectina Azlicar reconocido
(organulo)

TANC AC CCG CE TANC AC CCG CE

Canavalia ensiformis

Manosa
(Concanavalina-A 69+11 6249 60+1794+6 94+10 95+699+399,+9,
! (RER)
Con-A)
Triticum vulgaris (GIcNAc), o Neu5Ac
) 78+12 76+13 7546 93+6  100+13 95+195+2 96+7
(WGA) (Golgi temprano)

L Manosa terminal en glicanos
Lens culinaris

con fucosa 81+11 7747 75+4 96+7 96+8 90+386+1 98+6
(LCA) . .
(Golgi medio)
Ricinnus communis GalB1,4GIcNAc
L 89+4 79+7 84+6 88+7 89+4 78478746 90+6
(RCA) (Golgi distal)

Tabla 3.5. Interaccion de Colinesterasas de epitelios pulmonares con lectinas. Se
indican las lectinas ensayadas, asi como el azlcar reconocido por cada una de ellas y el
organulo subcelular en que el azlcar se incorpora a las glicoproteinas. Los cambios en la
unién de las proteinas a cada lectina nos permiten detectar variaciones en su biosintesis,
asociadas a ciertas patologias, como el cancer. Se observa una marcada diferencia en el
grado de interaccién de la AChE procedente de tejidos cancerosos tipo epidermoide. RER,

reticulo endoplasmico rugoso. Valores medios de al menos cinco experimentos completos.

En lo que respecta a la unién de la BUChE de pulmdn, la mayor parte de su actividad se
ligd a las lectinas, comprobando, ademas, que la presencia o no de cancer, no afectaba al nivel
de interaccion (Figura 3.13). La fijacion total de la BUChE plasmatica a LCA y RCA (Saez-Valero
y Vidal, 1996) y el elevado porcentaje de fijacion de la BUChE extraida de pulmdn a Con A, LCA,
WGA y RCA no permite descartar que una parte de la actividad BuChE de las muestras de
pulmén proceda del suero sanguineo. Con todo, es posible que la BUChE medida en el pulmén se
origine en el propio tejido y que el procesamiento de los oligoglicanos sea igual o muy parecido
en el pulmodn y en el higado, la fuente de la BUChE plasmatica (Lockridge, 1991).
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Figura 3.13. Interaccion con lectinas de colinesterasas del epitelio pulmonar
humano. Una mezcla de extractos S;+S, de tejidos no cancerosos (TANC) y cancerosos de
adenocarcinoma (AC), carcinomas de células grandes (CG) y carcinomas epidermoides (CE)
se incubd con Sefarosa 4B libre de lectinas (control) y con Con A-, LCA-, WGA-, y RCA-
agarosa. Los complejos AChE-lectina se separaron por centrifugacién. La actividad AChE libre
(no ligada a las lectinas) se valord en el sobrenadante. El porcentaje de interaccidn se calculd
respecto a la actividad control de la mezcla incubada con Sefarosa 4B libre de lectinas.

Valores medios de al menos cinco experimentos (* p<0,05).
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Los resultados indican que el procesamiento postraduccional de la AChE puede estar
alterado a consecuencia de la transformacion tumoral de las células epiteliales de pulmédn. Es de
destacar que mientras en AC y CCG hay una ligera disminucion en la proporcién de moléculas
activas de AChE con oligoglicanos con manosa (reconocida por Con A) y N-acetilglucosamina o
acido sialico terminal (WGA), en carcinomas de tipo epidermoide hay un significativo aumento de
moléculas de AChE con dicha dotacion de oligosacaridos, ya que son reconocidas por las lectinas
Con A, LCA y WGA.

10. INMUNOENSAYOS DE COLINESTERASAS DE PULMON

Las pruebas de interaccion entre proteinas y anticuerpos pueden aportar abundante
informacion acerca de las diferencias estructurales entre las proteinas de tejidos normales y
patoldgicos. Las aplicaciones de los ensayos basados en las reacciones inmunoldgicas se deben a
las propiedades Unicas de los anticuerpos y han supuesto un importante avance en el analisis de
sustancias de interés en biologia animal y vegetal dificiles de observar con los procedimientos

bioquimicos habituales.

Dentro de los métodos inmunoldgicos, los mas Utiles y practicos son aquellos que se
basan en la especificidad de la unién antigeno (Ag)-anticuerpo (Ac). La propiedad que tienen los
Ac de unirse a un Ag, la especificidad de la unién y el hecho de que pueda observarse mediante
los fendmenos de precipitacion, aglutinacién y otros mecanismos indirectos (marcaje con

fluoresceina, radioisétopos y enzimas) hacen que estos métodos sean ampliamente utilizados.

Existen diversos métodos basados en distintos procedimientos para visualizar la union

Ag-Ac. Asi tenemos:

1. Técnicas de aglutinacion. Cuando el antigeno se encuentra unido o formando parte de
células, bacterias o particulas, la reaccidon Ag-Ac se puede detectar y cuantificar por el aglutinado

formado. Su fundamento es parecido al de la interaccidn oligoglicano-lectina.

2. Técnicas de fluorescencia y citometria de flujo. Para la realizacidon de estas técnicas el
anticuerpo se marca con un fluorocromo, detectandose la formacién del complejo Ag-Ac por la

fluorescencia emitida.

3. Técnicas de radioinmunoensayo. En estas técnicas al anticuerpo se une un isétopo
radiactivo siendo posible la cuantificacion del complejo Ag-Ac a través de la radiactividad

emitida.
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4. Cromatografia de afinidad. La especificidad de la unidon Ag-Ac puede emplearse para la

purificacion de anticuerpos o antigenos.

5. Inmunoprecipitacién e inmunoblotting. Permite detectar la presencia y cantidad de
antigenos o anticuerpos especificos.

Dado que las actividades AChE y BUChE de los tumores de pulmén variaban segun el
tipo histoldgico, nos propusimos estudiar, por procedimientos inmunoldgicos, si el descenso de
las actividades AChE y BuUChE se correspondia con una caida de la cantidad de proteina.
Mediante la técnica de Western-blot se exploraron tanto las posibles diferencias de tamafio entre
las subunidades de ChE de TANC y tejidos malignos, como la presencia de subunidades

enzimaticas en estado inactivo.

En el Western blot, la mezcla de los extractos S;+S, de tejidos sanos adyacentes y de
tejidos neoplasicos se sometieron a electroforesis reductora. En las sucesivas calles de la lamina
de poliacrilamida, se pusieronn las mismas unidades de actividad AChE o bien la misma cantidad
de proteina de los extractos de pulmdén normal y tumoral. Tras la transferencia, las membranas
se incubaronn con anticuerpos primarios contra la AChE humana y posteriormente con
anticuerpos secundarios conjugados con fosfatasa alcalina o peroxidada. Se ensayaron los
anticuerpos N19 (dirigido contra el extremo N-terminal de la AChE humana) o C16 (contra el
extremo C-terminal de la AChE de cerebro humano). El anticuerpo N-19 reconoce a las tres
subunidades de la AChE (AChE-H, AChE-T, y AChE-R), ya que la porcidon N-terminal es comun a
los tres tipos de subunidades producidas por el ensamblado alternativo del mensajero.

La inmunodeteccion con N-19 reveld6 proteinas de con 72, 68, 55 y 50 kDa
(Figura 3.14), tamafos que coinciden con los descritos para subunidades de AChE humana
(Darreh-Shori y col., 2002). Los tamafios de las subunidades en TANC (tejidos sanos) asi como
en los distintos tipos histoldgicos de cancer de pulmén no microcitico (AC, adenocarcinoma;
CCG, Carcinoma de células grandes y CE, carcinoma epidermoide) no variaron, lo que nos
permitié demostrar que la transformacién neopldsica no altera el tamafio de las subunidades de
AChE. Sin embargo, al comparar la intensidad de tefido de las bandas de proteina de AChE en
las muestras pareadas (y con las mismas unidades de actividad AChE) procedentes de tejidos
normales y cancerosos (Figura 3.14 A) se observa una mayor intensidad de tefiido en los
tejidos tumorales. Este hecho, muy evidente en los tumores de tipo epidermoide, apunta a la

existencia de moléculas inactivas de AChE en el pulmén y a su aumento en los tumores.

La incubacidn de las membranas con el anticuerpo C-16 mostré bandas de 68 y 55 KDa
(Figura 3.14 C), y como el anticuerpo reconoce especificamente el extremo C-terminal de las

subunidades de AChE-T, la proteina de 68 kDa fue asignada a la subunidad T mientras que la
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Figura 3.14. Western blotting para las ChEs de pulmén sano y tumoral. La mezcla de
extractos S1+S2 de tejidos control (TANC) y canceroso, adenocarcinoma (AC), carcinoma de
células grandes (CCG, LCC) y carcinoma epidermoides (CE, SCC), se sometieron a
electroforesis reductora (SDS-PAGE) en geles de poliacrilamida al 7.5%. Tras la transferencia
a membranas de nitrocelulosa, las proteinas se marcaron con el anticuerpo N19, contra el
extremo N-terminal comun de todas las clases de subunidades AChE (membranas A y B), o
con anticuerpos C16, contra el péptido C-terminal de AChE-T (membrana C). La membrana D
se incubd con un anticuerpo anti-BuChE. En la membrana A, las calles N (tejido normal) y T
(tumoral) fueron cargadas en parejas con 0.2 (AC), 0.3 (CCG, LCC) y 0.07 (CE, SCC) mU de
actividad AChE; la cantidad de proteina fue la misma (30 ug) en las calles de las membranas
B y C. Las bandas marcadas fueron asignadas a la subunidad sinaptica, AChE T (72 y 55
kDa), la subunidad unida al GPI, AChE H (68 kDa) y a la subunidad readthrough AChE R
subunit (50 kDa). Se observa un aumento de cantidad de la proteina de 50 kDa en muestras
de CE (representado por un asterisco). Como las calles N y T de la membrana A llevan las
mismas unidades de actividad AChE, la mayor intensidad de la banda T para CE implica un
aumento en la cantidad de proteina/unidad de actividad, indicando la presencia de moléculas
inactivas de AChE-T en CE. No se observan diferencias significativas en la intensidad de la
banda de BuChE (78 kDa) entre TANC (N) y canceres de pulmédn (T).

banda de 55 kDa puede representar a un producto litico de la anterior. La banda de 72 kDa

(marcada con N-19) puede corresponder a la subunidad AChE-H.

Finalmente, la proteina de 50 kDa puede representar la subunidad AChE R (la variante de
AChE relacionada con el estrés). Esta banda es especialmente visible en carcinoma epidermoide
(CE) (Figura 3.14A) y en menor medida en los otros dos tipos histoldgicos de céncer de

pulmén.

En la Figura 3.14 D se muestra un Western-blot para detectar las subunidades de
BuChE. La sensibilidad y especificidad del anticuerpo no es la deseada. Se detectaron multiples
bandas y la mayoria de ellas deben ser inespecificas. Se marca una banda de tamafio que
coincide con el esperado de 78 kDa. En este caso y a diferencia de lo que ocurre con la AChE, no
hay diferencias significativas entre los tejidos sanos (TANC) y sus correspondientes tejidos

tumorales.
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11. IDENTIFICACION Y VALORACION DE LOS ARN MENSAJEROS
DE PROTEINAS QUE COMPONEN EL SISTEMA COLINERGICO

Los mamiferos poseen un gen para AChE y otro para BuChE. A partir de un solo gen vy

por ensamblado alternativo de exones, se generan los tres transcritos de AChE (R, Hy T).

Estos ARNm van a producir las subunidades cataliticas R, H y T, que al combinarse entre
si y con subunidades estructurales generan la enorme variedad de componentes moleculares de
AChE. En el caso de BuChE, su gen solo genera un mensajero y una proteina producto,
denominada con frecuencia BUChE-T por compartir con la AChE-T la capacidad de polimerizar y

ligarse a proteinas estructurales.

Cada subunidad de AChE procede del correspondiente ARNm, que a su vez se genera
por la unién de exones comunes y no comunes. La subunidad AChE-T deriva de la informacion
contenida en los exones 2, 3, 4 y 6; la subunidad AChE-H viene codificada por los exones 2, 3, 4
y 5; vy la subunidad AChE-R por el contenido de los exones 2,3,4 y parte del intron 14. Ademas
del procesamiento alternativo en el extremo 3" del marco de lectura, se han identificado varios
promotores y patrones de ensamblado alternativos en la regiéon 5° implicados en la regulacion
de la transcripcion. Ademas, las sefiales de poliadenilacidn pueden ser importantes para

controlar la estabilidad de los ARNm.

La diversidad de las ChEs, tanto estructural como funcional, estd regulada a distintos
niveles, que incluyen la transcripcion, modificaciones inmediatas a la transcripcién y cambios
postraduccionales. En general, estos procesos producen un modelo complejo de expresion que
va a depender del tejido y las células que lo forman, de su condicién fisioldgica y de la respuesta
a estimulos externos. La actividad y cantidad de proteina AChE o BuChE en cada tejido, la
composiciéon molecular, la formacion de oligdmeros, la relacion de formas homologas, hidrofilicas
y anfifilicas, la distribucién subcelular, la glicosilacién y el procesamiento proteolitico estan

regulados por mecanismos que todavia no se conocen en profundidad.

Una vez que habiamos constatado que las actividades AChE y BUChE disminuian en los
tumores de pulmén, intentamos averiguar si cambiaba la expresién de los genes ACHE y BUCHE
en las piezas tumorales. Con este objeto, procedimos a identificar y comparar la cantidad de

transcritos de AChE y BuChE en los tejidos de pulmdn sano y tumoral.

Después de obtener los ARNm de los tejidos sanos y tumorales de pulmén y generar el
correspondiente ADN copia (ADNc), se probé la capacidad de amplificacidon de los cebadores. De
acuerdo con la Tabla 2.1, el tamafio de los fragmentos amplificados para los ADNc de AChE-T,
AChE-H, AChE-R y AChE-Ele, con el par de cebadores correspondiente, debia ser 203, 201, 315

y 247 bp, respectivamente. El fragmento amplificado de BuChE debia tener un tamafio de
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297bp. Como control de la reaccidén, siempre usamos la B-actina, cuyo fragmento amplificado
consta de 143 bp. La aparicién de un solo producto de reaccién con el tamafio esperado para
cada transcrito llevaba implicito que la amplificacion era correcta, pues se admite que en la PCR
no se produce la amplificacion del ADN gendmico o inespecifica de otros transcritos.

Para determinar qué variantes de ARNm en AChE y BuChE expresaban el pulmdén sano
(TANC) v los diversos tipos de cancer de pulmén, se aplicé RT-PCR. Observamos los transcritos
alternativos de AChE (T, Hy R) y el ARNm de la BUChE tanto el pulmén normal como los tres
tipos de tumores (Figura 3.15). Ademas, se comprobo la expresion del ARNm de AChE con un
exon 5 “alternativo, conocido como ARNm Ele AChE por el grupo de Soreq (Meshorer y col.,
2004). El ARNm Ele de AChE fue detectado en cuatro de las cinco muestras de tejidos normales
y su ausencia en el conjunto de piezas tumorales analizadas (tres muestras de AC y dos de CE)

podria ser usado para el diagndstico.
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Figura 3.15. Amplificacion de los transcritos de colinesterasas en tejido pulmonar
sano. Para estudiar los ARNm para las ChEs de pulmon, se identificaron tanto el transcrito
de BUChE como los diversos mRNAs de AChE a partir de un volumen considerable de ADNc
de pulmoén sano (2ul). Como control interno de la amplificaciéon se usé B-actina. Como cada
amplificacidon daba un solo producto del tamafio adecuado, se mantuvieron las condiciones
de ensayo para las pruebas de cuantificacién relativa.

Quisimos determinar si el nivel de expresion de los ARNm cambiaba por la patologia
tumoral y si ademas, el tipo histolégico afectaba de manera diferente a la expresidon de los

ARNmM, como sucedia con la actividad enzimatica.
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Para ello se emplearon piezas de tejido tumorales y sanas adyacentes de diferente tipo
histoldgico. Los ensayos se realizaron como se describe en el Apartado II. 12.3. Se prepararon
una serie de mezclas madre con los cebadores de los distintos transcritos a amplificar (AChE-H,
-R, -T y BUChE), de modo que en el medio de reacciéon quedaran a la concentracién adecuada,
0,3 uM. Se afiaden 5 pl de esta mezcla a series de distintos volimenes de ADNc: 0,1; 0,5; 1;
2,5y 5 ul. Tras anadir el resto de componentes al capilar de reaccion, se inicié la amplificacion
en LightCycler de Roche haciendo un seguimiento de la fluorescencia durante 50 ciclos.

El tratamiento de datos se realizé empleando el método Second Derivative Maximum para
el célculo de los Crossing Points (Cp). En todos los casos la eficiencia fue de 1,9-2, lo que facilitd
la comparacion entre transcritos para su cuantificacién. De cualquier forma, siempre se empled

la B-actina como control interno (housekeeping) y por ello hablamos de cuantificacion relativa.

En la Figura 3.16 y en la Tabla 3.6 aparecen los datos de expresion de cada transcrito
en los tejidos ensayados, los cuales se expresan como media + desviacion estandar del nimero

de copias de cada transcrito por millon de copias del control B-actina.

CUANTIFICACION RELATIVA DE LOS ARNm DE COLINESTERASAS
N° COPIAS/10° COPIAS DE B-ACTINA

TANC AC TANC CE
AChE-H  229,97+319,33  992,54+292,09 86,70+90,37 31,96+18,45
AChE-R  165,87+153,48 139,81+8,80 13,16+11,56 6,75+7,94
AChE-T 347,05+240,55 1378,16+1341,38 289,90+176,56  108,49+34,45
BuChE 23,97+24,65 452,65+503,95  145,48+145,85  21,02+15,97

Tabla 3.6. Cuantificacion relativa de los transcritos de Acetil- y Butirilcolinesterasa
en tejidos de pulmén sano y tumoral. Para la amplificacién de cada transcrito se
emplearon 5 volimenes de ADNc de cada pieza de tejido. Se usé el tratamiento Second
Derivative Maximum para el célculo de los Crossing Points y la eficiencia de la amplificacién.
Los resultados se muestran como la media+DE.

Las muestras de pulmén sano y tumoral expresan los tres ARNm de AChE (AChE-H, AChE-
R y AChE-T) asi como el ARNm de BUChE. La expresién mayoritaria corresponde al transcrito
AChE-T. En tumor epidermoide la cantidad de los ARNm AChE-H, AChE-R y AChE-T disminuye
notablemente, respecto a la cantidad de transcritos en los tejidos adyacentes sanos. La menor
expresion de los AChE-ARNm en los tumores epidermoides concuerda con el marcado descenso
de la actividad AChE observada en estos neoplasmas.
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Figura 3.16. Cuantificacion relativa de los transcritos de AChE y BuChE en el epitelio
pulmonar. Los tejidos sanos expresan los tres transcritos de AChE (AChE-H, AChE-R y
AChE-T) asi como el de BUChE. La cantidad de todos los ARNm disminuye en los tumores
epidermoides. En cambio, la cantidad de los ARNm AChE-H y AChE-T aumenta notablemente
en los adenocarcinomas. El contenido del transcrito AChE-R no cambia en los
adenocarcinomas.

Por el contrario, en los adenocarcinomas se observa un significativo aumento de la
expresion de los ARNm AChE-H y AChE-T. Este hecho se contrapone con la invariabilidad del
ARNmM AChE-R. La explicacion puede encontrarse en la diversidad de tumores que engloba la
denominacién adenocarcinoma. Uno de los mayores problemas con el adenocarcinoma pulmonar
es la frecuente heterogeneidad histolégica. De hecho, es mucho mas frecuente la mezcla de
subtipos histolégicos en los adenocarcinomas que en otros tumores, tales como los del tipo

acinar, papilar, bronquioloalveolar y adenocarcinoma sélido con formacién mucinosa.

La diferenciacidon neuroendocrina de un porcentaje de los adenocarcinomas podria explicar
el aumento de la expresién (ARNm) y/o actividad AChE. Las caracteristicas neuroendocrinas
quedan claramente de manifiesto, por inmunohistoquimica o microscopia electrénica, en un
10-30 % de los tumores pulmonares de células no pequefias, sin que muestren rasgos
morfoldgicos neuroendocrinos. Pese a ello, estos tumores son conocidos colectivamente como

carcinomas pulmonares de células no pequefias con diferenciacién neuroendocrina. No se han
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segregado como un grupo particular de tumores en la clasificacion de la OMS/IASLC, porque no
se ha establecido claramente las consecuencias clinico-terapéuticas de la diferenciacion

neuroendocrina.

Por otro lado, la falta de correlacién en pulmdn humano entre la actividad ChE vy la
expresion génica de estas enzimas puede tener su origen en los mecanismos reguladores
post-transcripcionales, bien impidiendo la traduccidon de los transcritos, bien bloqueando la
activacion de las moléculas de ChE recién sintetizadas. Esta ultima opcidn conllevaria a la
existencia de un conjunto de moléculas inactivas en los compartimentos celulares, lo que

concuerda con nuestros resultados de inmunodeteccién (Figura 3. 14).

12. ENSAYOS CON CULTIVOS DE CELULAS HUMANAS

Los experimentos con células en cultivo son Utiles para estudiar eventos celulares bajo
condiciones estandarizadas. No obstante, es importante resaltar que células en cultivo monocapa
no mimetizan el crecimiento de un tumor in vivo. Los tumores sélidos constituyen sistemas
mucho mas complejos, puesto que, ademas de las células tumorales, contienen un estroma con
fibroblastos, células del sistema inmunitario y células endoteliales de los vasos sanguineos. Estos
elementos celulares “no tumorales” no son meros acompafiantes sino que participan
activamente en la progresion tumoral. Con todo, los ensayos con cultivos celulares nos permiten
estudiar procesos bioguimicos y moleculares sin la “contaminaciéon” de los elementos celulares

no tumorales.

En los estudios con cultivos celulares analizamos, en primer lugar, la expresion de AChE y
BuChE en células A549 (adenocarcinoma), H157 (carcinoma epidermoide), N417 y H69 (ambas
procedentes de carcinoma microcitico de pulmoén). Las células se cultivaron en las condiciones
descritas en el Capitulo de Materiales y Métodos de esta Memoria. Cuando alcanzaron el
80-90 % de confluencia, se tripsinizaron (células adherentes) o aspiraron (células flotantes) y se
centrifugaron a 600 rpm (100 x g), 5 min en una centrifuga Allegra X-12R de Beckman. Se retird
el sobrenadante y se lavaron 2 veces con tampén PBS. Seguidamente se comprobd la viabilidad
celular mediante el test de exclusién con azul trypan. Las células se resuspendieron después en
un tampédn de lisis con detergente (NaCl 1 M, MgCl, 50 mM, EDTA 3 mM, Tris 10 mM, 1 % Brij,
pH 7.5) y se homogeneizaron en un homogeneizador de vidrio con émbolo de teflon. Mas tarde,
se retiré una alicuota de la suspension (Hg) y el resto se centrifugd en ultracentrifuga Beckman
TLA (Centrikon T-1055), rotor Beckman 100.4, a 30.000 rpm, 35 min. a 4°C. El sobrenadante S;
se guardd a -80° C hasta su procesamiento. Se determinaron las actividades AChE y BUChE asi

como su contenido de proteina.
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La Tabla 3.7 recoge los resultados obtenidos. Se observa una alta variabilidad en las
actividades AChE y BuChE expresadas por las distintas lineas celulares. Con todo, en las lineas
celulares A549, N417 y H69 la actividad BuChE fue mas abundante que la AChE, y al revés en
las células H157. Nos llamé la atencidn la elevada actividad AChE en la linea celular H157, que
procede de carcinoma epidermoide. Este hecho contrasta con el pronunciado descenso de la
actividad AChE observado en los extractos de tumores epidermoides, respecto a tejidos
adyacentes sanos, hasta el punto de que, precisamente, fueron los tumores epidermoides los
que presentaron menor contenido de actividad AChE entre todos los extractos tumorales y no
tumorales ensayados (Tabla 3.2). La medida de actividad BuChE en todas las lineas celulares
alejé cualquier duda sobre la capacidad de las células para expresar BuChE. En todos los casos,
el grado de extraccion de ambas actividades enzimaticas, AChE y BUChE, fue préoximo al 100 %,

lo que puso de manifiesto la elevada eficiencia del tampon de lisis para liberar las enzimas.

ACTIVIDAD ChE ESPECIFICA EN CELULAS

AChE (mU/mg) BuChE (mU/mg)

Ho S Ho S:
A549 0,92+0,24 1,06+0,10 2,76+0,9 2,85+0,56
H157 3,17+1,62 2,88+1,81 1,35+0,87 1,16+0,74
N417 3,16+1,42 2,98+1,68 7,70+2,03 6,62+2,07
H69 1,61+0,60 1,38+0,51 8,96+2,4 8,74+1,27

Tabla 3.7. Actividades Acetil- y Butirilcolinesterasa en células humanas tumorales
de pulmoén en cultivo. Las actividades especificas AChE y BuChE viene indicadas como la
media = DE. Una unidad de actividad ChE representa la hidrélisis de 1 pmol de sustrato por
minuto a 37°C. Los resultados proceden de al menos tres experimentos independientes.

En cuanto a al patrén de formas moleculares de AChE y BUChE en las células estudiadas,
la Figura 3.17 muestra los perfiles de sedimentacion de la AChE en gradientes de sacarosa con
Brij 96. Se observa que las células procedentes de cancer de pulmén no microcitico (A549 y
H157) sélo expresan formas globulares ligeras de AChE con coeficientes de sedimentacién de
3,94 +0,32S y 2,83+0,24S y que se asignaron a dimeros (G,") y mondémeros (G;")
anfifilicos, respectivamente. Las dos lineas celulares de céncer microcitico (H69 y N417)
expresaron, ademas, una discreta cantidad de tetrdmeros G,* de 9,70 £ 0,22 S. Su produccién
podria estar estrechamente relacionada con la naturaleza neuroendocrina del tumor de pulmén

microcitico.
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Figura 3.17. Formas moleculares de AChE en células tumorales humanas en cultivo.
Tras la extraccidon con tampdn salino y Brij 96, las formas moleculares de AChE se resolvieron
en gradientes de sacarosa (5-20%). Los coeficientes de sedimentacién de las moléculas de
AChE se calcularon por referencia a los marcadores de sedimentacion catalasa de higado
bovino (C, 11,4 S) y fosfatasa alcalina de intestino bovino (F, 6,1 S).

Respecto a la BUChE, también se observaron diferencias significativas entre las distintas
lineas celulares (Figura 3.18). Las células derivadas de adenocarcinoma (A549) expresaron
mayoritariamente formas globulares ligeras de 4,36 £ 0,27 S y de 3,30 £ 0,13 S y algunos
tetrémeros de 11,62 + 0,41S. El perfil de moléculas de BuChE fué muy similar en las células de
adenocarcinoma A549 y de carcinoma epidermoide H157. Los resultados son importantes ya que
indican, sin lugar a dudas, que las células del epitelio pulmonar son capaces de sintetizar BUuChE,
un punto siempre controvertido cuando se analizan extractos tisulares, debido a que la gran

abundancia de BUChE en el suero sanguineo
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Figura 3.18. Formas moleculares de BuChE en células tumorales humanas en
cultivo. Después de extraer las células con tampédn salino y Brij 96, las moléculas de BuChE
se resolvieron en gradientes de sacarosa (5-20%). Los coeficientes de sedimentacion de las
moléculas de BUChE se calcularon por referencia a los marcadores catalasa de higado bovino
(C, 11,4 S) y fosfatasa alcalina de intestino bovino (F, 6,1 S).

Los perfiles de sedimentaciéon de BuChE en células tumorales microciticas N417 y H69
(Figura 3.18) mostraron diferencias significativas respecto a los perfiles de células no
microciticas. Se observdé una notable proporcién de tetrdmeros, que se distribuyeron entre
variantes hidrofilicas (11,62 + 0,41S) y anfifilicas G4* (9,61 + 0,24 S).

Estos resultados sugieren que las células microciticas (de naturaleza neuroendocrina)
poseen la maquinaria para la sintesis de tetrdmeros de AChE y BUChE, una caracteristica que no

tienen las células tumorales no pequefias. En estos momentos, tratamos de explorar una
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explicacién alternativa que relaciona el tipo de crecimiento de las células en cultivo, adherente
para células no microciticas y en suspension para las microciticas, con la expresién de formas
tetraméricas de AChE y BuChE.

Para averiguar si habia diferencias entre los extractos tisulares y los celulares en la
dotacién de oligosacaridos de la AChE y BuChE se analizd su interaccidon con lectinas. Los
resultados revelaron que el grado de interaccion de la AChE en las células A549, H157, N417 y
H69 con las lectinas Con A y WGA fue aproximadamente del 60 % y con LCA varié segun la linea
celular (40-50 %) (Figura 3.19). Respecto a la asociaciacion de BUChE con las lectinas, al igual
que en los extractos de tejidos, en las células observamos una interaccién cercana al 100%
(Figura 3.19). El resultado mas destacado de estos experimentos fue la interaccion con las
lectinas de la AChE de la linea celular H157 (carcinoma epidermoide). Asi, mientras que en las
piezas de carcinomas epidermoides el grado de interaccion de AChE con Con A, LCA y WGA fue
mucho mayor que en los tejidos normales, adenocarcinomas y carcinomas de células grandes,
no se observaron diferencias importantes en el grado de interaccion con lectinas de la AChE en

las lineas celulares ensayadas.

A continuacién, nos propusimos determinar el tamafio de las subunidades de AChE y
explorar la presencia de subunidades enzimaticas en estado inactivo, mediante ensayos de

Western-blot con anticuerpos anti-AChE.

Para este fin, practicamos una electroforesis reductora con los extractos de las células,
de modo que poniamos la misma cantidad de proteina (15 ug) en las calles. Tas la transferencia,
las membranas se incubaron con anticuerpos primarios dirigidos contra la AChE humana, como
el N19 contra el extremo N-terminal de la AChE humana. El anticuerpo N-19 reconoce a las tres
subunidades de la AChE (AChE-H, AChE-T, y AChE-R) ya que la porcién N-terminal es la misma

en los tres tipos de subunidades.

El empleo de N-19 revel6 proteinas de 136, 71, 67, 56 y 51 kDa (Figura 3.20). Sus
tamafios coincidieron con los calculados para las subunidades de AChE en los tejidos de pulmon.
Aunque los tamafios de las bandas AChE fueron los mismos en las distintas lineas celulares, la
intensidad de tenido fue mucho mayor en las células microciticas (N417 y H69). Este hecho fue
particularmente evidente para las bandas de 56 y 51 kDa. La falta de correspondencia entre la
actividad AChE de cada tipo celular depositada en el gel de la electroforesis y la intensidad de las
bandas fortalecio la posible existencia de AChE inactiva en el epitelio pulmonar, cuya abundancia

parece depender del tipo celular.
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Figura 3.19. Interaccidon de las colinesterasas de células tumorales humanas en
cultivo con lectinas. Los histogramas muestran los porcentajes de unidon de las actividades
AChE y BUChE a las lectinas. No se observan diferencias significativas en el porcentaje
interaccién de AChE entre las células de cancer de pulmdn no microcitico (A549 y H157) y
microcitico (N417 y H69). Lo mismo sucede con la actividad BuChE, que muestra niveles de

interaccién parecidos para las células de cancer de pulmén no microcitico y microcitico.
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Figura 3.20. Inmunoblot de la AChE de células tumorales humanas en cultivo.
Extractos celulares (15 ug) de de células tumorales de pulmoén no microciticas (H157 y A549)
y microciticas (N417 y H69) se sometieron a electroforesis desnaturalizante y reductora
(SDS-PAGE) en gel de acrilamida al 7.5%. En las calles se depositaron 47,5 mU de actividad
AChE para las células H157, 13,8 mU para la linea A549, 47,4 mU para N417 y 24,1 mU para
H69 Después de la transferencia a las membranas de PVDF, las proteinas fueron marcadas
con anticuerpos N19, contra el extremo N-terminal (comun en los tres tipos de subunidades
AChE).

Numerosos datos han revelado el importante papel que juegan los factores de crecimiento
autocrinos en el crecimiento del cancer de pulmdn. La nicotina, un agonista de los receptores de
acetilcolina, estimula la proliferacion o crecimiento del cancer pulmonar. Esto sugiere que el
neurotransmisor ACh puede ser un factor de crecimiento autocrino o paracrino para las células
del epitelio pulmonar. Mediante el uso de agonistas de los receptores colinérgicos nicotinicos, nos
propusimos averiguar si la estimulacion colinérgica afectaba al crecimiento de células tumorales
humanas en cultivo. Para ello, incubamos las células con concentraciones crecientes (0,1; 1y
10 uM) de carbacol (carbamilcolina; un analogo de ACh, pero resistente a la accién hidrolitica de
las ChEs) o nicotina y se midid la proliferacion celular a los 3, 6 y 9 dias. Dado que las células no
microciticas (A549 y H157) crecen en monocapas de células adherentes y las células microciticas
en suspension, la proliferacion de las primeras se valoré mediante el ensayo del MTT (3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio), mientras que para las células en suspension se empled el
reactivo WST-1.

Los resultados mostraron que tanto el carbacol (Figura 3.21) como la nicotina (Figura
3.22) aumentaban la proliferaciéon de las células tumorales humanas en cultivo. Los datos
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indican que la accion proliferativa depende no sélo de la naturaleza y concentracion del agonista,
sino también del tiempo de exposicidon. En la Figura 3.21, se puede ver que a los 6 y 9 dias de
incubacidn, el carbacol 1 uM fue efectivo sobre las células A549, N417 y H69, pero no sobre las
H157. En cambio, la nicotina 0,1 uM favorecio la proliferacion de las células A549 tras 6 o 9 dias
de exposicién. Con nicotina 1 M aumento la proliferacion de las células N417 y H69 alos 6 y 9
dias de incubacion. La incubacion a concentraciones mayores (10 pM) atenud el aumento de la
proliferacion a los 12 dias de tratamiento y, en ocasiones, se redujo, en comparacion con efectos

producidos con nicotina 1 uM.
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Figura 3.21. La modulacion de la sefalizacion colinérgica por carbacol afecta al
crecimiento de células tumorales humanas en cultivo. Los histogramas muestran los
porcentajes de proliferacién celular medidos por MTT (H157 y A549) o por el ensayo con
WST-1 (N417 y H69), en presencia de 0; 0,1;1 y 10 pM de carbamilcolina (* p<0.05 Test t

de Student, respecto al crecimiento de las células sin carbacol).
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Figura 3.22. La modulacién de la seializacion colinérgica por nicotina afecta al
crecimiento de células tumorales humanas en cultivo. Los histogramas muestran los
porcentajes de proliferacidon celular medidos por MTT (H157 y A549) o por el ensayo con
WST-1 (N417 y H69, en presencia de 0; 0,1;1 y 10 uM de nicotina (* p<0.05 Test t de

Student, respecto al crecimiento de las células sin nicotina).
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Sobre la base de la accidon mitogénica que ejerce la ACh en tejidos no excitables y células
aisladas, como osteoblastos (En-Nosse y col., 2009) y linfocitos (Soreq y col., 2008), a través de
sefiales mediadas por receptores colinérgicos nicotinicos (nAChR) y muscarinicos (mAChR), en
los Ultimos veinte afios se viene investigando la posible relacion entre ChEs y cancer. A favor de
esta posibilidad figuran una serie de hechos, entre los que cabe citar 1) la amplificaciéon del gen
ACHE vy la pérdida de heterozigosidad (LOH) en la region 7q22 (el locus del gen ACHE) en
carcinomas de ovario (Perry y col., 2002); 2) la relacién negativa entre la sobre-expresion de
ACHE, inducida por andrdgenos, en cancer de ovario y la supervivencia de las pacientes
(Motamed-Khorasani y col., 2007); y 3) el papel de AChE en la apoptosis de diversos tipos
celulares (Jiang y Zhang, 2008). Este Ultimo punto podria llevar a pensar que el silenciamiento
del gen ACHE o la pérdida de la actividad catalitica de AChE favorecerian la supervivencia

celular, un hecho especialmente grave, en el caso de las células cancerosas.

En la presente Memoria se recoge informacion de interés acerca de las actividades AChE y
BuChE en los epitelios de pulmén humano normal y su variacién en tumores pulmonares no
microciticos. En este sentido, hemos apreciado un descenso estadisticamente significativo de las
actividades de AChE y/o BUChE en los subtipos histoldgicos mas importantes de tumores
pulmonares de células no pequefias, tales como adenocarcinoma, carcinoma de células grandes
y carcinoma epidermoide. También aportamos datos sobre la distribucion de formas moleculares
de AChE y BuUuChE en pulmdén no afectado, el tamano de las subunidades enzimaticas, la
interaccion con lectinas vegetales y la expresion de mRNAs para AChE y BuChE. Finalmente,
completamos los estudios moleculares con los efectos de la transformacién maligna del pulmén

sobre la glicosilacion de AChE y la cantidad de proteina AChE marcada con anticuerpos.

En cuanto al papel de las proteinas del operador colinérgico en las via respiratorias, desde
hace tiempo se sabe que las células epiteliales (ciliares, basales y secretoras) producen y vierten
ACh al medio externo, y que el neurotransmisor ejerce un importante papel regulador de las
funciones de las vias respiratorias. Asi, a través de senales transmitidas por los mAChR, la ACh
se comporta como un potente bronco-constrictor (Schlenz y col., 2010). También que la ACh y la
activacion muscarinica impulsa la proliferacién de fibroblastos y mio-fibroblastos aislados de
biopsias de pacientes aquejados de fibrosis pulmonar a causa de Enfermedad Crénica
Obstructiva Pulmonar (COPD). Lo mas interesante a este respecto es que el antagonista del
mAChR M3, bromuro de tiotropium, conocido en clinica como Spiriva y usado para atenuar la
COPD, inhibe fuertemente la proliferacion de fibroblastos y miofibroblastos (Pieper y col., 2007).
Ademas, la ACh y los mAChR M3 estan implicados en el fuerte aumento de la secrecién de la
citoquina proinflamatoria interleuquina-8, asociada al consumo de tabaco (Oenema y col., 2010).
ACh interviene en la estimulacion de la secrecidn mucosa y en ciertas patologias actia como un
remodelador de las paredes de las vias aéreas (Gosens y col., 2004). La ACh modula la
respuesta inmunitaria en las vias respiratorias (Kummer y col., 2008), y en el cancer de pulmén

de células pequeiias, la ACh alimenta un circuito autocrino que estimula la proliferacién de las
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propias células epiteliales (Song y col., 2003b). Este ultimo hallazgo fue el que, definitivamente,
nos impulsdé a investigar la posible variacion de la actividad y expresiéon de las enzimas

degradativas de la ACh y su relacién con el desarrollo del cancer de pulmoén.

Nuestros resultados relativos a los niveles de actividad AChE en pulmén humano normal
revelan que el epitelio pulmonar contiene una cantidad moderada de actividad AChE (entre 6.1 y
15.4 mU/mg de proteina), menor que el nodulo linfatico de axila (21 mU/mg) (Ruiz-Espejo y
col., 2003), aproximadamente la misma que los gliomas (~13 mU/mg) (Saez-Valero y col.,
1996) y neurinomas (~9 mU/mg) (Garcia-Ayllon y col., 1999) y mayor que los tumores de
meninge (2,6 mU/mg) (Saez-Valero y Vidal, 1996), el epitelio mamario normal (~1.6 mU/mg)
(Ruiz-Espejo y col., 2002a), colon sano (2,2 mU/mg) (Montenegro y col., 2005; Montenegro y
col., 2006a; Montenegro, 2006), cerebro (3,8 mU/mg) (Saez-Valero y col., 1993) y rifidon sano
(~1.5-2 mU/mg) (Munoz-Delgado y col., 2008; Munoz-Delgado y col., 2010). En ovario, la
tincidon inmuno-histoquimica de AChE esta inversamente asociada con la supervivencia y, por
tanto, la tincién es un factor de mal prondstico (Motamed-Khorasani y col., 2007). Dado que la
tincion inmuno-histoquimica no distingue entre formas enzimaticas cataliticamente activas e
inactivas, no permite conocer si el aumento de la tincion asociado a un mal prondstico se debe a
un aumento de la actividad catalitica o de la proteina (activa e inactiva). Trabajos previos indican
que la actividad AChE en los tumores de los epitelios glandulares y/o tejidos hormono-
dependientes tiende a aumentar a consecuencia de la transformacion neoplasica. Es lo que
ocurre en el cancer de mama (Ruiz-Espejo y col., 2002a), ovario (Motamed-Khorasani y col.,
2007) y préstata (Nieto-Ceron y col., 2010).

El hallazgo de actividad AChE en pulmén humano corrobora resultados previos en los que
se identifico la enzima en vias aéreas y células epiteliales bronquiales de cerdos. A partir de
estos datos, se propuso que la AChE ejercia un papel regulador de la contracciéon del musculo
liso de las vias aéreas (Taisne y col., 1997). En tales vias, concretamente en venas y arterias, la
actividad ChE se relaciona con la regulacién del tono de la musculatura vascular (Walch y col.,
1997). La expresién de AChE y de los demas componentes del sistema colinérgico en el tejido
pulmonar y en lineas celulares tumorales (Racke y Matthiesen, 2004; Song y col., 2003b; Song
y col., 2003a) demuestra que el epitelio pulmonar puede responder a las sefiales inducidas por
ACh y/o agonistas colinérgicos. Los datos experimentales permiten asegurar que la maquinaria
de sefializacion colinérgica de las vias aéreas desempefia un papel funcional relevante para la

fisiologia normal y en estados patoldgicos (Improgo vy col., 2011).

En tumores de pulmdn de células no pequefias, la actividad AChE cae ~80% en CE, un
50% en CCG y 20% en AC (Tabla 3.2), lo que demuestra que la actividad AChE cambia en
funcion del tipo histolégico del tumor de pulmoén. La idea anterior se refuerza poderosamente
con lo que sucede en tumores renales, sélo que ahora la actividad AChE no disminuye sino que

aumenta, unas 2,6 veces en cancer renal papilar y 1,5 veces en cancer renal tipo cromdfobo
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(Munoz-Delgado y col., 2010). En cuanto a la variacién de la actividad AChE en adenocarcinoma
de pulmédn, la heterogeneidad celular y el origen diverso de los canceres que se engloban en el
grupo de AC (acinar, papilar, carcinoma sodlido con produccién de moco) pueden enmascarar
cualquier posible cambio entre la actividad AChE del pulmdn sano y de un subtipo particular de
adenocarcinoma. La caida de actividad AChE en tumores de células epidermoides coinciden con
los obtenidos en los fluidos secretados por las células, con una actividad AChE significativamente
menor en los aspirados de los carcinomas de células epidermoides (Martinez-Lopez y col., 2008).
En cuanto a BUChE, su actividad cae ~35-45 % en ACy en CCG y ~55 % en CE.

El descenso de actividad AChE en carcinomas de pulmén de células grandes, tumores
epidermoides, nodulos linfaticos con metastasis (Ruiz-Espejo y col., 2003) y cancer de colon
(Montenegro y col., 2005; Montenegro y col., 2006a; Montenegro y col., 2006b; Montenegro,
2006) podria llevar a pensar que, con independencia del origen celular, la expresion y/o
actividad catalitica de las ChEs disminuye en los tejidos cancerosos, es decir, que el descenso de
la actividad AChE y BUChE representa una caracteristica general de las neoplasias. Sin embargo,
hay tumores donde no se produce una alteracion significativa de la actividad AChE, como en AC
de pulmdn y en neoplasias prostaticas (Nieto-Ceron y col., 2010) y, todavia mas, en algunos
tumores la actividad AChE aumenta de forma significativa, como ocurre tejido mamario tumoral
(Ruiz-Espejo y col., 2002a) y en algunos tumores renales (Munoz-Delgado y col., 2010). Los
datos recogidos en esta Memoria y los publicados por otros autores indican claramente que, a la
hora de estudiar la actividad AChE (o BuChE) en tumores humanos o de otros animales, no se
puede ir con ideas preconcebidas; la actividad AChE puede cambiar o no entre tumores de
distintos tejidos, en incluso de un mismo tejido, pero de distinto origen celular. Ademas si la
actividad AChE (o BuChE) cambia, puede disminuir o aumentar, lo que posiblemente esté
relacionado con la biologia celular normal (y sus fallos) en el tipo celular concreto del que emane
el tumor. Todo ello, sin olvidar que la biologia de la célula trasformada puede verse modificada a

lo largo del desarrollo del tumor.

El descenso de la actividad AChE en carcinoma de pulmdén de células grandes y, sobre
todo, en el de tipo epidermoide, puede contribuir al crecimiento del tumor por aumento de la
ACh y su impacto sobre la proliferacién celular y el desarrollo del tumor. A este respecto, es
importante recordar la importancia de la sefial colinérgica en la fisiologia del pulmén, la accién
mitogénica del agonista nicotina en SCLC y los efectos de los antagonistas colinérgicos para el
crecimiento de las células de pulmoén (Song y col., 2003a; Song y col., 2003b; Song y col.,
2008). La activacion de las rutas de sefializacion mediadas por ACh, su repercusion en la biologia

del cancer de pulmoén y sus aplicaciones en la practica clinica seran comentadas mas adelante.

En lo que se refiere a BuChE, el epitelio pulmonar humano expresa entre 6,5y 9,6 mU/mg
de proteina, una actividad mucho mayor que la del cerebro (1,5 mU/mg) (Saez-Valero y col.,

1993) y meningioma (0,9 mU/mg) (Saez-Valero y Vidal, 1996) y parecida a la de neurinoma
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(4,6 mU/mg)(Garcia-Ayllon y col., 1999), colon (4,2 mU/mg) (Montenegro y col., 2005;
Montenegro, 2006; Montenegro y col., 2006a), mama (5,2 mU/mg) (Ruiz-Espejo y col., 2002b)
y rifién (2,7-4,1 mU/mg) (Munoz-Delgado y col., 2010). La actividad BuChE es menor en pulman
humano que en glioma (15,2 mU/mg) (Saez-Valero y col., 1996), liquido cefalorraquideo (17,3
mU/mg) (Tornel, 1992) y, naturalmente, el suero humano (63,1 mU/mg) (Tornel, 1992). En
atencién a la extremadamente alta actividad BUChE del suero, los datos de actividad BuChE
deben tomarse con precaucion debido a la contribucidon que puedan tener los restos de sangre a
la actividad BuChE en la muestras. No obstante lo anterior, en la presente Memoria se aportan
datos inequivocos que prueban la expresion de BuChE en las células del pulmoén normal vy
tumoral. En los tumores no microciticos de pulmadn, todos los tipos histoldgicos ven reducida su
actividad BuChE un 35 % en CE, 40 % en AC y 55 % en CCG.

En relacidn con la caida de las actividades AChE y BuChE en tumores de pulmén, conviene
comentar las diferencias entre los tejidos sanos y tumorales, en cuanto a la cantidad de ACh
medida en ellos. Desde luego, la cantidad de ACh en el epitelio pulmonar es mas que suficiente
para activar la sefializacion colinérgica. Las medidas indican que los tejidos normales poseen
entre 0,42 uM y 1,01 uM de ACh; en los tumorales la concentracion se eleva significativamente
hasta 1,09-1,57 uM. El aumento de ACh se puede atribuir a la caida de las actividades AChE y
BuChE y/o por un aumento en la sintesis del neurotransmisor. En el tejido pulmonar normal, la
ACh es vertida desde el epitelio de las vias aéreas superiores, vias aéreas pequefias y células
neuroendocrinas (Klapproth y col., 1997; Proskocil y col., 2004). Al igual que las células
neurales, el epitelio pulmonar contiene la enzima colina-acetil transferasa (ChAT) que genera
ACh a expensas de acetil~CoA y colina de la dieta. Sin embargo, a diferencia de la neurona, la
célula del epitelio pulmonar no emplea el transportador de colina de alta afinidad (CHT1) (Song y
Spindel, 2008), sino el transportador de colina de baja o media afinidad (CTL) (Traiffort y col.,
2005). Las células cancerosas de pulmoén utilizan los mismos componentes de sefalizacidon
colinérgica que las células normales (Thunnissen, 2009), los cuales de forma autocrina o

paracrina favorecen la proliferacién celular.
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2. ACTIVIDAD ACHE Y BUCHE EN SUERO DE PACIENTES CON
CANCER DE PULMON

Algunos datos indican que la actividad colinesterasica cambia en el suero de pacientes con
cancer. Asi, por ejemplo, se ha sefialado que, con respecto a personas sanas, la actividad BuChE
disminuye significativamente en enfermos con cancer colorrectal (Morera Ocon y col., 2007). En
la misma direccidon van los resultados en cancer gastrico (Gu y col., 2005) y en ciertas leucemias
(Cucuianu y col., 1992). Sin embargo, esta informacién debe ser considerada con suma
precaucion ya que estos cambios en la actividad BuChE del suero pueden estar ocasionados por
los distintos tratamientos quimio-terapéuticos mas que con el propio cancer (Zakut y col., 1988).
Nuestras observaciones descartan la existencia de diferencias significativas en las actividades

AChE y BUChE enel suero de los pacientes con cancer de pulmon.

3. COMPOSICION DE FORMAS MOLECULARES DE CHES Y
CANCER DE PULMON

Los andlisis de sedimentacién en gradientes de sacarosa nos permitieron conocer la
composiciéon de formas moleculares de las ChEs en los distintos subtipos histoldgicos de pulmon
tumoral. En todos los casos, los perfiles de sedimentacidn revelaron abundantes dimeros
anfifilicos (G,*) de AChE y pocos monémeros (G;*) (Figuras 3.1, 3.2, 3.3 y 3.4). Los patrones
de formas moleculares de AChE en pulmén humano fueron muy parecidos a los hallados en
meningioma (Saez-Valero y Vidal, 1995), mama (Ruiz-Espejo y col., 2002a), intestino
(Montenegro, 2006), préstata (Nieto-Ceron y col., 2010) y rifion (Munoz-Delgado y col., 2010).
Nuestros datos y los aportados por otros autores sugieren que los tejidos constituidos por células

epiteliales producen moléculas globulares monomeéricas y, sobre todo, diméricas.

Conviene recordar que los tejidos normales y tumorales estan constituidos por una mezcla
muy heterogénea de elementos celulares (epiteliales, endoteliales, inmunes, fibroblastos) y que
la mayoria, si no todas estas células, contribuyen a la actividad AChE medida en un tejido dado,
como a la composicién de formas moleculares. En general, y en comparacién con los tejidos
sanos adyacentes, los tejidos tumorales expresan un patrén mas sencillo de formas moleculares
de AChE. Teniendo en cuenta la mayor cantidad de células epiteliales (malignas) en carcinomas
que de los demas tipos celulares, es ldgico que el patrén de formas moleculares de AChE en los
tumores se parezca al de las células en cultivo. Esta idea explica la notable semejanza entre los
perfiles de formas moleculares de AChE en tumores de pulmdn, colon y rifidn humano, por un
lado, y la exclusiva presencia de dimeros G,* y monémeros anfifilicos G;* de AChE en las células
aisladas de céncer de pulmén (A549 y H157) (Figura 3.18) y colon (Caco-2) (Martinez-Lopez y

col., 2008). La simplicidad del patréon de formas de AChE en ganglios linfaticos axilares con
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metdstasis por cancer de mama (con formas asimétricas Ag y A4 Y tetraméricas G4" de AChE,
ademds de las especies G,* y G;*) (Ruiz-Espejo y col., 2003), podria entenderse como un
mecanismo en el que la invasion de las células epiteliales tumorales (con un patréon sencillo de
formas moleculares de AChE) desplaza al conjunto de células de los ganglios sanos (con un

patrén complejo de moléculas).

En cuanto a las moléculas de BuChE, las piezas de pulmén sano y tumorales, con
independencia del tipo histolégico del cancer, contienen el mismo conjunto de moléculas de
BuChE: G,", G/ y G," (Figuras 3.5, 3.6, 3.7 y 3.8). Aunque la cantidad de formas G,*
disminuye de forma significativa con el céncer, el patrén de formas moleculares de BuChE
apenas se ve afectado por la escasa contribucién de las formas G4* al total de la actividad
BuChE. Sin embargo, antes de seguir, conviene hacer algunas consideraciones. La primera hace
referencia al posible papel de la BUChE en el tejido pulmonar. Si tenemos en cuenta que la
funcién primordial de las colinesterasas es la hidrdlisis de ACh y que las distintas variantes
moleculares de AChE y BuChE pueden ser necesarias para ejercer esta funcidén en los distintos
compartimentos celulares, la ausencia de formas G,* de AChE (tanto en tejidos normales como
cancerosos) y de BUChE (a consecuencia de la transformacién neoplasica) puede producir un
exceso de ACh en dichos compartimentos y, por tanto, fallos en la sefializacién colinérgica. La
segunda consideracidn nace del conocimiento sobre las alteraciones de las ChEs en distintas
patologias. Parece que las formas G,*, tanto de AChE como de BuChE, se comportan como
marcadores inespecificos de enfermedades. Las células musculares de ratones distroficos
(Cabezas-Herrera y col., 1993; Cabezas-Herrera y col., 1994), tumores de colon (Montenegro y
col., 2006a), cancer de prostata (Nieto-Ceron y col., 2010) y cancer de pulmon (resultados de
esta Memoria) tienen en comun la pérdida o disminucién de las formas G4*. Por Ultimo, habria
que considerar el posible interés clinico de la desaparicién de las formas G,* de BuChE en

tumores pulmonares, como una herramienta Util para el diagndstico y/o prondstico.

4. PROPIEDADES DE LOS COMPONENTES DE ACHE Y BUCHE EN
PULMON

La presente Memoria aporta una detallada informacion sobre las propiedades anfifilicas de
las colinesterasas de pulmdn, la presencia del anclaje GPI y su dotacién de oligosacaridos.

El caracter anfifilico de las moléculas de AChE en pulmdn humano queddé patente, en
primer lugar, por su distinta migracién en gradientes de sacarosa segun llevaran Triton X-100 o
Brij 96. La cromatografia hidrofébica con fenil-agarosa corroboré el comportamiento anfifilico de
las moléculas mayoritarias de AChE y las propiedades hidrofilicas de las moléculas de BuChE
(Figuras 3.9 y 3.10). Los resultados permitieron descartar cambios significativos entre los

perfiles de elucidn obtenidos de los extractos con muestras sanas y tumorales.
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Respecto a las moléculas de AChE, conviene sefialar que la cromatografia en fenil-agarosa
reveld, junto a las formas anfifilicas principales G,* y G;*, una reducida fraccién de especies
aparentemente hidrofilicas Su pequefia contribucién impedia identificarlas en gradientes de
sacarosa al quedar englobadas entre los componentes mayoritarios.

El paso de BUChE por la columna de fenil-agarosa deparo los resultados esperados. Asi, la
mayor parte de la actividad BuChE pasé libremente y con independencia de que los extractos
procedieran de tejidos sanos o tumorales (Figura 3.10). Una pequefia porcidon de la actividad
BuChE quedo retenida en la matriz hidrofébica; su elucién con Triton X-100 reveld que contenia
moléculas G,*. Los andlisis por cromatografia hidrofébica pusieron de manifiesto, de nuevo, el

notable descenso o desaparicién de los tetrdmeros G,*, en las piezas cancerosas.

Para aclarar el origen de las propiedades anfifilicas de las moléculas G, y G,* de AChE y
de las formas G,* de BUChE, los extractos se trataron con fosfolipasa C especifica para el
fosfatidilinositol (PIPLC) y se analizd la posible conversion de tales moléculas anfifilicas en

hidrofilicas, por pérdida del anclaje GPI (Figuras 3.11y 3.12).

El tratamiento anterior revel6 que una parte de las formas G,* y G;* de AChE tenian restos
de GPI (glicosil-fosfatidilinositol.) Esto significa que las células pulmonares producen moléculas
cataliticamente activas de AChE con subunidades tipo AChE-H, que, naturalmente, proceden del
ARNm AChE-H. El porcentaje de conversién de las formas G," y G;* de AChE en sus variantes
G,M' y G4 fue superior en pulmén (10-40%) que en glandula mamaria (10-25%) (Ruiz-Espejo y
col, 2002) o nodulo linfatico de axila sin o con metastasis (15-20%) (Ruiz-Espejo y col., 2003),
pero parecido al calculado en colon (50-60%) (Montenegro, 2006) y rifion (40-50%) Mufoz-
Delgado y col, 2010). La conversidn parcial de las referidas formas anfifilicas en hidrofilicas con
PIPLC puede indicar, bien que el anclaje GPI estd protegido de la accién de la PIPLC, via
esterificacion con acidos grasos, bien que en los referidos tejidos coexisten dimeros vy
mondmeros anfifilicos con GPI (tipo I, sensibles a PIPLC) y sin GPI (tipo II, resistentes a PIPLC).
El aumento en la conversiéon de las moléculas anfifilicas en hidrofilicas del 20 al 60% en
extractos de colon, incubados con hidroxilamina alcalina (para separar los restos de acido graso

ligados al inositol), antes del tratamiento con PIPLC, apoya fuertemente la primera posibilidad.

Durante mucho tiempo se pensé que las moléculas generadas con subunidades AChE-H
eran exclusivas de las células sanguineas (eritrocitos, linfocitos y macréfagos), hasta el punto de
qgue en los ultimos afios prestigiosos investigadores en el ambito de las ChEs han sustituido la
denominacion AChE-H (hidréfébica) por AChE-E (de eritrocito) (Meshorer y Soreq, Trends in
Neuroscience, 2006). Sin embargo, nuestros resultados y los del equipo del Dr. Vidal en tumores
de meninges (Saez-Valero y Vidal, 1996) y en tejidos normales y cancerosos de mama, ganglios
linfaticos e intestino (Ruiz-Espejo y col., 2002a)(Ruiz-Espejo y col, 2002)(Montenegro, 2006)

han demostrado claramente, y por primera vez, que las moléculas de AChE con GPI no quedan
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restringidas a las células sanguineas; en dichos tejidos epiteliales, tales moléculas contribuyen
en gran medida, si no a la totalidad, de la actividad AChE. Ademas, el grupo del Dr. Vidal ha
publicado recientemente la identificacion de estas formas enzimaticas en rifion (Munoz-Delgado
y col., 2010), que sumado a su existencia en higado (Gomez y col., 2000) parece indicar que en
tejidos no nerviosos los dimeros y mondmeros con subunidades AChE-H suponen un porcentaje
importante del conjunto de moléculas de AChE. En cambio, las moléculas de AChE en musculo,
cerebro y nervio se generan con subunidades AChE-T.

Los datos anteriores apoyan la hipdtesis segun la cual, pese a la expresion de los ARNm
AChE-R, AChE-H y AChE-T tanto en tejidos nerviosos, como cerebro (Fernandez-Gomez y col.,
2010), musculo (Moral-Naranjo y col., 2010) y nervio (Cabezas-Herrera y col., 2011), como los
no nerviosos, como colon (Montenegro, 2006) y rifidon (Mufioz-Delgado y col, 2010), los
nerviosos producen, con preferencia, la proteina AChE-T y los no nerviosos, por defecto, la
proteina AChE-H. La razdn, se desconoce, de momento, pero la sintesis de subunidades AChE-T
en los tejidos excitables puede verse favorecida por la expresion de los ARNm vy las proteinas
producto de las subunidades estructurales (no cataliticas) PRiIMA o ColQ, necesarias para formar
los tetrdmeros G,” y los componentes asimétricos (A4, Ag, A1), respectivamente. La presencia en
los tejidos no nerviosos de oligonucledtidos que detengan la traducciéon del ARNm AChE-T y en
los nerviosos la sintesis de proteinas AChE-H es una alternativa que merece ser contemplada en

futuros trabajos.

Dado que en los tejidos se han identificado dos clases de dimeros y mondmeros anfifilicos
de AChE, los que llevan subunidades AChE-H (tipo I), sintetizados principalmente en tejidos no
excitables, y los localizados principalmente en los tejidos excitables (tipo II), que presentan
subunidades AChE-T, cabe la posibilidad de que estos Ultimos sean mondmeros y dimeros “en
ruta” hacia la conversién en tetrdmeros. En cambio, los monémeros y dimeros con AChE-H,
incapaces de generar tetrameros, necesitan restos GPI para su unién a la membrana y posterior
transporte a su destino celular. La identificacion de mondmeros y dimeros tipo I (con GPI) pero
no los de tipo II (sin GPI) en dominios particulares de la membrana plasmatica, conocidos como
“balsas lipidicas” (lipid rafts) (Moral-Naranjo y col., 2010) apoya fuertemente la hipotesis

anterior.

En cuanto a los oligoglicanos unidos a las ChEs de los epitelios del pulmén, la mayor
asociacion de la lectina Con A con AChE de carcinoma epidermoide que con la enzima del tejido
adyacente (Tabla 3.5 y Figura 3. 13) demuestra que la neoplasia afecta a la dotacion de
oligosacéaridos que incorpora la AChE. No sucede igual en adenocarcinoma ni en carcinoma de
células grandes. La glicosilacién aberrante de AChE en un determinado tipo celular de las vias
aéreas, al igual que en células humanas de hepatoma HuH-7 (Hada y col., 1987) y en mama
maligna (Ruiz-Espejo y col., 2002a) concuerda con la idea aceptada por numerosos autores,
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segun la cual las neoplasias afectan a la expresion y funcidon de las glicosil-transferasasas
(Brooks y col., 2008; Kim y col., 2009).

La mayoria de la actividad BUChE de pulmdn se unid a las lectinas, y el grado de unién no
se vio afectado por el cancer. Es posible que el mayor nimero de oligoglicanos unidos a la
BuChE (9 sitios de N-glicosilacion) que a la AChE humana (3 sitios) dificulte la deteccion de

posibles cambios en la union de las lectinas entre los tejidos normal y tumoral.

5. ORIGEN DE LAS MOLECULAS DE ACHE Y BUCHE
IDENTIFICADAS EN PULMON

Los resultados de las Figuras 3.1 y 3.3 revelan que en el tejido pulmonar la actividad
AChE se reparte entre formas G, y G;*. Aunque, ocasionalmente, se observaron dimeros

hidrofilicos (G,") y tetrameros anfifilicos (G4*), su contribucién siempre fue escasa.

Dada la alta densidad vascular en los pulmones y el alto contenido de formas G," de AChE
en los eritrocitos, no se puede descartar que parte de la actividad AChE de los epitelios
pulmonares proceda de la sangre. Sin embargo, distintas pruebas demuestran que los epitelios
pulmonares producen AChE. La primera prueba viene de la presencia de moléculas G;* de AChE
en las piezas pulmonares, que no hay en los eritrocitos. La fijacion a lectinas de la AChE en el
pulmén representa otro indicio: los dimeros de los eritrocitos humanos se ligan un 35% a la
lectina Con A, un 80% a WGA y un 70% a LCA (Vidal, 1996) y las moléculas homdlogas de
pulmoén sano algo mas de un 69% a Con A, un 78% a WGA y un 81% a LCA. Los mayores
porcentajes de interaccion de AChE de carcinomas epidermoides con las lectinas fortalecen la
idea de la sintesis de AChE en las células de pulmén. Por Ultimo, todas las lineas celulares de
cancer de pulmén, bien las derivadas de carcinomas microciticos (N417 y H69) o de carcinomas
no microciticos (A549 y H157) expresaron actividad AChE (Tabla 3.7) distribuida entre
monomeros y dimeros anfifilicos (Figura 3.18). Todos los datos obtenidos indican que las
células pulmonares, y posiblemente las de otros epitelios, poseen la capacidad de sintetizar

subunidades AChE-H para formar mondmeros y dimeros.

Las moléculas G,* de AChE son caracteristicas de tejidos neurales. De hecho, las especies
G,* de AChE (y BuChE) son especialmente abundantes en tejidos excitables como cerebro,
nervio y musculo. La identificacién de formas G,* de AChE en algunos adenocarcinomas (Figura
3.2) y moléculas G4* de BUChE en adenocarcinomas, tumores de células grandes y en tumores
de tipo epidermoide (Figuras 3.5, 3.6 y 3.7) podria llevar a pensar que las formas G,* de AChE
y BUChE derivan de la inervacion del pulmoén canceroso, mas acusada en las piezas de pulmon
tumoral que en las muestras sanas. Como se han descrito al menos 12 tipos distintos de células

epiteliales en la superficie de las vias respiratorias y cinco tipos celulares en las glandulas
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(Kummer y col., 2008), no se puede descartar que determinados tipos celulares sean capaces de
expresar el ARNm de PRIMA y su proteina producto para generar las formas G,* de AChE y
BuChE.

No obstante lo anterior, la presencia de moléculas G,* de AChE y BuChE en células
microciticas, N417 y H69 (Figuras 3.18 y 3.19), que obviamente carecen de inervacion y de
otros tipos celulares, deja el camino abierto a la produccién de la proteina PRIMA y moléculas G,*
de AChE y BUChE con PRIMA en dichas células tumorales y, por tanto, en algunos tumores de

pulmén.

Respecto al origen de la actividad BuChE en las muestras de pulmon y considerando su
abundancia en el suero, podria ocurrir que la actividad BuChE del pulmdn viniera de los restos de
sangre en las piezas quirdrgicas. También podria producirse en el propio pulmén. Aunque es
probable que parte de la actividad BUuChE medida en pulmén proceda del suero, hay pruebas a
favor de la sintesis de BUChE en las células del pulmén. Los perfiles de sedimentacion de la
BuChE pulmonar (Figuras 3.5, 3.6, 3.7 y 3.8) nos proporcionan la primera prueba: la distinta
relacidon entre las formas tetraméricas, diméricas y monomeéricas en las piezas tumorales y el
suero. Mientras que en el suero sélo hay moléculas G, de BuChE, las muestras pulmonares

contienen moléculas G4/, G,*, G, y G;A.

La presencia de G," de BUChE en cerebro humano asi como la escasa o nula cantidad en
tejidos epiteliales como meningioma (7%) (Saez-Valero y Vidal, 1996) o mama (Ruiz-Espejo y
col., 2002a) sugieren que tal y como sucede con las formas andlogas de AChE, las de BuChE
pueden proceder en parte de las terminaciones nerviosas del pulmoén. La presencia de formas
ligeras (monoméricas y diméricas) y tetrameros (hidrofilicos y anfifilicos) en los extractos de
células en cultivo (Figura 3.19) prueba que los epitelios pulmonares producen su propia enzima
BuChE. En este sentido, es llamativo que las células tumorales no microciticas no sean capaces
de producir formas G, pero si las células microciticas. Este hecho puede tener relacién con la
naturaleza neuroendocrina de los tumores de pulmdén de células pequefias. De ser asi, la
presencia de variantes G,* de BuChE podria ser (til para el tipaje de algunos carcinomas, en
funcién de sus propiedades neuroendocrinas. El conocimiento mas detallado del sistema
colinérgico de las vias aéreas y su funcién en el cancer estédn abriendo nuevas alternativas

terapéuticas (Wu y col., 2011).

6. INMUNODETECCION DE ACHE Y BUCHE DE PULMON.

Las pruebas de Western blot (Figura 3.15) con anticuerpos contra el péptido N-terminal
de AChE humana nos permitieron identificar proteinas de 72, 68 y 50 kDa. En cambio, con

anticuerpos contra el extremo C-terminal de la subunidad AChE-T sélo se detectd la banda de
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68 kDa. De todo ello concluimos que las proteinas de 72, 68 y 50 kDa probablemente
correspondian a las subunidades AChE-H, AChE T y AChE R, respectivamente. Aunque la
asignacion definitiva de las tres proteinas a las subunidades de AChE requiere estudios mas
profundos, como hipdtesis, podemos proponer que el pulmdn es capaz de producir las tres
subunidades de AChE. Los resultados de RT-PCR (Figura 3.16), en los que se observan los tres
ARNmM de AChE, los que codifican las subunidades AChE-H, AChE-T y AChE-R apoyan esta idea.

Ademas, la mayor intensidad de la sefal para las proteinas de 68 y 50 kDa, en ensayos
con las mismas unidades de actividad, indica que la cantidad de proteina AChE por unidad de
actividad AChE es mayor en tumores epidermoides que en pulmoén no tumoral. La situacion es
anadloga a la descrita en estudios con la AChE de timo de raton sano y con distrofia muscular
(Nieto-Ceron y col., 2005), en los que se demuestra la presencia en el timo de moléculas
cataliticamente inactivas de AChE. De este modo, nuestros resultados con anticuerpos no soélo
prueban que el pulmdn contiene AChE inactiva, sino que ademas demuestran que el contenido
de AChE inactiva depende del tipo histolégico del tumor. Dado que todavia no se ha abordado la
caracterizacion molecular de la AChE inactiva, se desconoce el estado de agregacion de las
moléculas (G;, G, G,). Pero con independencia del estado que adopte la AChE inactiva, lo mas
importante desde el punto de vista oncoldgico es la abundancia de AChE inactiva en los tumores
epidermoides. Este hecho abre la posibilidad de que el descenso de la actividad AChE asociado al
tipo histoldgico de tumor pulmonar no microcitico derive de un dano en el proceso que convierte
AChE inactiva en activa. De ser asi, podriamos concluir que los cambios en la biologia de las
ChEs en células malignas no es un fendémeno colateral. Al contrario, puede que dichos cambios
tengan un significado funcional. Como suele ser habitual en la investigacion cientifica, se abren

nuevas vias para dilucidar como estos cambios afectan a la biologia tumoral.

7. EXPRESION DE LOS GENES ACHE Y BUCHE EN PULMON

Los resultados de RT-PCR (Tabla 3.6) revelan que el pulmén sano y el tumoral poseen la
capacidad de expresar las tres clases de AChE-ARNm. En las piezas sanas, la cantidad de ARNm
AChE-H oscila entre 86 y 229 copias por millén de copias del ARNm para B-actina; el ARNm
AChE-R, entre 13 y 165 copias; y el ARNm AChE-T, entre 289 y 347 copias. En total, la cantidad
de los tres AChE- ARNm es algo mayor en pulmoéon humano (~500 copias) que en rifion (~150
copias) (Munoz-Delgado y col., 2010) y menor que en colon (~2 000 copias) (Montenegro y col.,
2006b). Como cabia esperar, a juzgar por la importancia funcional de la AChE en los tejidos
neurales (o excitables), el contenido de transcritos de AChE en los tres tejidos epiteliales es
mucho menor que en los neurales (o excitables): cerebro de ratén (~35000 copias) (Fernandez-
Gomez y col., 2008) y musculo de ratén (~10000 copias) (Moral-Naranjo y col., 2010).
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Llama la atencidn el hecho de que, si bien pulmédn, rifidn y colon producen transcritos
AChE-H, AChE-T y AChE-R, los tres drganos expresan, principalmente, moléculas cataliticamente
activas derivadas del transcrito AChE-H, las que incorporan restos de GPI. Puede que en los
epitelios la eficiencia de traduccion del ARNm AChE-H sea mucho mayor que las de los ARNm
AChE-R y AChE-T. También es posible que las subunidades R y T permanezcan en estado
inactivo, que se degraden rapidamente o que marchen al medio extracelular, poco después de la
sintesis. La identificacion en el pulmén de moléculas inactivas de AChE por Western blotting no

excluye las demas posibilidades.

En cuanto a las diferencias entre el pulmdén sano y canceroso en el contenido de ARNm
para AChE, es de destacar su descenso en tumores epidermoides (de 200-300 copias en piezas
sanas a 100-150 copias en los tumores) y el aumento en adenocarcinoma (de 500-600 copias a
2000-2500 copias) (Tabla 3.6). La cantidad de los ARNm para AChE y BuChE en los tumores
cambian en paralelo. Recordando las variaciones en la actividad AChE asociados con el tipo
histoldgico de cancer de pulmén, podemos ver que hay cierta relacién entre dichos cambios en la
actividad enzimatica y el nivel de expresidn génica. A nivel histopatoldgico, en el caso de que los
cambios en la expresion génica de las ChEs sean exclusivos de la transformacion neoplasica,
puede que la cantidad de ARNm de AChE se vea alterada en lesiones preneoplasicas del pulmoén

(o de tumores en distinta localizacion), lo cual tendria gran interés para el prondstico.

Pese a las diferencias en el nivel de expresion de los ARNm de AChE en pulmén sano y
maligno, la coexistencia de variantes de AChE activas e inactivas en pulmoéon humano y en otros
tejidos, nos lleva a pensar que las variaciones de la actividad AChE en los tumores de pulmén, y
tal vez en otros, posiblemente estén mas relacionadas con los cambios en la ratio de moléculas
activas/inactivas de AChE que con anomalias en la expresion del gen ACHE. Por tanto, la caida
de actividad AChE en CE y CCG, asi como en ndédulos linfaticos axilares en pacientes con cancer
de mama (Ruiz-Espejo y col., 2003), podria deberse a fallos en los procesos post-traduccionales
implicados en la conversion de las variantes inactivas de AChE en activas, mas que a anomalias

en los patrones de splicing o en la cantidad de los ARNm de AChE.

En lo que se refiere a la produccion de ARN mensajeros de AChE en tejidos neoplasicos,
merece la pena mencionar las observaciones que relacionan la agresividad del astrocitoma vy el
cambio en el splicing alternativo de exones para favorecer la sintesis de AChE-R en detrimento
de AChE-T (Perry y col., 2002). En los ultimos afios, el Grupo de la Dra Soreq ha descubierto
que los tejidos humanos expresan variantes de AChE N-extendidas, las cuales se generan con
los ARNm que contienen el exon Ele (Meshorer y col., 2004). Por otra parte, la expresion de
AChE-E1le parece estar vinculada a la apoptosis, al menos en neuronas (Toiber y col., 2008). En
las células neurales, segun varios autores, la AChE-Ele podria actuar como “freno” para prevenir
o atenuar la progresion tumoral (Munoz-Delgado y col., 2010). Con estos antecedentes,

decidimos explorar, mediante RT-PCR, la presencia de tales variantes N-extendidas de AChE en
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pulmoén sano y/o tumoral. Los ensayos revelaron la existencia AChE-ARNm con Ele en los
epitelios de pulmdn no canceroso, pero no en los tumores. De confirmarse este hallazgo, con el
analisis de un nimero mayor de muestras, la expresion diferencial de los ARNm de AChE con el

exon Ele podria ser util para distinguir pulmon sano y tumoral.

8. RELACION ENTRE EL DESCENSO DE ACTIVIDAD CHE Y LA
BIOLOGIA TUMORAL DEL CARCINOMA DE PULMON.

En nuestros estudios, ha quedado claro que la actividad AChE no cambia en AC, disminuye
en CCG, y mucho mas en CE, lo que demuestra que la variacion de actividad depende del
subtipo histoldgico de tumor pulmonar. Los resultados concuerdan con la expresidon variable de
AChE en sistemas celulares en proliferaciéon. De este modo, en la hematopoyesis de ratén, la
expresion de AChE aumenta con la proliferacion de células de la sangre y su supervivencia (tras
un silenciamiento transitorio de los ARNm) (Soreq y col., 1994). Por el contrario, la expresion de
la proteina AChE se modera durante la proliferacion de células del osteosarcoma Saos-2 (Grisaru

y col., 1999) y la de megacariocitos (Lev-Lehman y col., 1997).

Dada la compleja relacién entre ChEs y cancer, es conveniente enfocar la discusion desde
distintos puntos de vista. Uno de ellos, tiene que ver con la utilidad clinica de estos estudios. En
este sentido, algunos trabajos avalan el uso potencial de los trabajos con las ChEs para obtener
informacion de utilidad para profesionales de la medicina y, por ende, para los propios enfermos.
En nuestra opinion, desde el punto de vista clinico, tiene especial relevancia el estudio de las
ChEs en tumores de ovario (Motamed-Khorasani y col., 2007), en los que se relacioné el
aumento de la inmuno-tincidn de AChE plasmatica con la transicién de lesiones benignas a
malignas y con un peor pronodstico de las pacientes. Mas recientemente, en cancer de higado se
ha observado lo contrario. En este caso, una reducida expresién de AChE parece ser indicativa
de una mayor agresividad tumoral, un elevado riesgo de recurrencia y una baja tasa de
supervivencia (Zhao y col., 2011). De lo anterior se desprende la necesidad de mas estudios

para aclarar las bases moleculares de la relacién entre ChEs y cancer.

Otro punto a considerar es la funcidon que pueda jugar la AChE en eventos moleculares
claves para el cancer, como son los que regulan la muerte celular programada o apoptosis. En
los ultimos afios, se han acumulado numerosos datos a favor de la participacion de AChE en la
apoptosis. En este ambito, se ha observado repetidamente que la expresiéon de AChE aumenta
en distintas lineas celulares cuando entran en apoptosis (Yang y col., 2002; Zhang y col., 2002).
Ademas, el silenciamiento de los AChE-ARNm con ARN de interferencia protege a las células de
la apoptosis, lo que deja pocas dudas sobre la intervencion de AChE en la apoptosis(Park y col.,
2004), aunque todas las observaciones sefialan que por si sola, la AChE no puede iniciarla (Jin y
col., 2004).
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Dado que hay células que expresan niveles basales de actividad AChE y no entran en
apoptosis, debe haber diferencias en la expresion de AChE cuando las células crecen en
condiciones normales y con agentes inductores de apoptosis. En este sentido, parece que la
AChE participa la apoptosis a través de fragmento litico de 55 kDa. El fragmento se produce por
ruptura proteolitica de AChE-T (68 kDa) por la accidon de caspasas, cuya activacion depende de
la ruta PI3K/Akt (fosfatidil-inositol 3-quinasa/(Akt = PDK, quinasa dependiente de
fosfoinositidos) (Xie y col., 2011). En estudios con cancer colorrectal, se ha sugerido que la AChE
puede jugar un papel doble, con accién anti-apoptética en los primeros estadios y favoreciendo
el crecimiento no-dependiente del anclaje, en etapas mas avanzadas de la transformacion

neoplasica (Syed y col., 2008).

Por otro lado, se ha propuesto que las variantes AChE-T y AChE-R estan implicadas en la
regulacion de la apoptosis, en un modelo de estrés oxidativo (Hartl y col., 2011). Segun este
modelo, AChE-T es necesaria para inducir la apoptosis via caspasas; al contrario la AChE-R
ejerce accion anti-apoptotica a través de Bcl-2. Al parecer, la sintesis “de novo” de proteina
AChE-T, mas concretamente, de un fragmento de ella de unos 55 kDa producido por caspasas
(Xie y col., 2011), induce apoptosis en varias lineas celulares (Park y col., 2004; Park y col.,
2008). Los datos del trabajo sugieren que los tejidos cancerosos, con escasa capacidad para
producir AChE activa, no responden a estimulos pro-apoptdticos, lo cual posiblemente se traduce
en un aumento de la supervivencia celular. Por contra, los tejidos con la maquinaria de sintesis
de AChE intacta (tejidos normales y cancerosos de mejor prondstico) responden adecuadamente
a tales estimulos pro-apoptéticos. El conjunto de evidencias que relacionan la AChE con el cancer

y la apoptosis ha supuesto que el gen ACHE sea considerado un gen supresor de tumores.

Por ultimo, creemos que la implicacion de la sefializaciéon colinérgica en el cancer merece
una atencién especial. Numerosas evidencias sugieren que el desarrollo de los cénceres
humanos y su sensibilidad a los agentes quimioterapéuticos estdn muy influenciados por el
desajuste entre la activacion e inhibicion de las senales producidas por neurotransmisores, como
acetilcolina, adrenalina y noradrenalina. Entre otros muchos efectos, estas moléculas modulan la
proliferacién, apoptosis, angiogénesis y metastasis del cancer (Schuller, 2008). Como el
descenso de la actividad AChE (y BUChE) en céancer de pulmén supone una mayor disponibilidad
de ACh, el escenario de una progresion tumoral sostenida o ayudada por la sobre-activacion de
los receptores colinérgicos nicotinicos y muscarinicos cobra sentido. La fuerte asociacién entre
carcinomas epidermoides y el consumo de tabaco, mayor que en otros carcinomas de pulmén de
células no pequenas, puede estar relacionada con el marcado descenso de la actividad AChE y la

mayor concentracion de ACh en los tumores de pulmén tipo CE.

En cuanto a los efectos de la actividad colinérgica sobre la oncogénesis, desde hace afios
se conocen la acciéon mitogénica del agonista nicotina en SCLC y los efectos de los antagonistas

colinérgicos para el crecimiento de las células de pulmén (Song y col., 2003b; Song y col.,
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2003a; Song y col., 2008). La ACh, la nicotina y sus derivados metabdlicos actian como factores
de crecimiento autocrinos o paracrinos en el cancer de pulmdn, tanto de células pequefias como
no pequefias. La accién de la ACh y nicotina es parecida en otros tumores, como el cancer
colorrectal (Cheng y col., 2008; Pettersson y col., 2009), cancer vesical (Chen y col., 2008) y
mama (Chen y col., 2010). Todo ello sugiere que la sefializacion colinérgica favorece la
progresion tumoral en varios tipos celulares de los epitelios. Obviamente, la accion mitogénica
de la ACh y otros agonistas se produce mediante la activacion de los receptores nicotinicos
(nAChR) y muscarinicos (mAChR).

Por razones obvias, las investigaciones para esclarecer la relacion entre el cancer y la
sefializacién colinérgica estan mas avanzadas en cancer de pulmdn. El consumo de tabaco es el
principal factor de riesgo asociado al desarrollo y progresién de varias clases de cancer (Burns,
2003). Numerosas evidencias apoyan el consumo de tabaco como la causa principal no sélo del
cancer de pulmdn, sino también del tracto urinario inferior, incluyendo la pelvis renal y vejiga; el
tracto superior aéreo-digestivo, desde la cavidad oral hasta la faringe, la laringe y el eséfago; y
en el pancreas (Vineis y col., 2004). El tabaco puede también producir cancer en la cavidad
nasal, senos paranasales y nasofaringe, adenocarcinoma de esoéfago, cancer de estomago,
higado, cérvix uterina, mama y leucemia mieloide (Vineis y col., 2004). De los miles de
compuestos quimicos hallados en el humo del tabaco, los principales y mas potentes
carcindégenos son los hidrocarburos policiclicos aromaticos y las nitrosaminas derivadas de la
nicotina (Hecht, 2006; Shah y Karnes, 2010). En fumadores, los metabolitos de tales agentes
forman aductos con el DNA y causan mutaciones en genes que suponen la pérdida de funcién en
anti-oncogenes, como Rb y p53, sobre-activacidon de proto-oncogenes y conversion de proto-

oncogenes en oncogenes (K-Ras).

Los experimentos de nuestro laboratorio han demostrado que la estimulacién colinérgica
por nicotina o carbacol incrementa significativamente la proliferaciéon celular en células tumorales
de pulmén (Figuras 3.23 y 3.24). Las observaciones concuerdan con resultados previos e
indican que la estimulacién colinérgica afecta a proteinas reguladoras del ciclo celular (Dasgupta
y col., 2006; Dasgupta y Chellappan, 2006; Davis y col., 2009). Los datos disponibles sobre este
particular indican que la exposicion a nicotina dispara la activacion de Raf-1, la induccion de la
actividad quinasa mediada por las ciclinas D y E, que promueven el paso de la fase G; ala S en
las células, la fosforilacion de Rb y su disociacion de E2F1. También se observa que la
estimulacion con nicotina ocasiona la disociacién de Rb de ciertos promotores de proliferacion
(cdc6 y cdc25A), mientras que aumenta la union de E2F1 a dichos promotores (Singh y col.,
2011).

Tales eventos moleculares se relacionan con los efectos mitogénicos de la nicotina en
varias lineas celulares, como A549 (carcinoma bronquioloalveolar humano), NCI-H23 y NCI-

H441 (adenocarcinoma de pulmén) y NCI-H226 (carcinoma de células escamosas de la efusién
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pleural) de cancer de pulmén no microcitico, asi como en células epiteliales bronquiales normales
humanas, células epiteliales de las vias aéreas pequefias, células endoteliales adrticas humanas
y células endoteliales microvasculares humanas (Improgo y col., 2011). Los efectos mitogénicos
de la nicotina se detienen con antagonistas de la subunidad a7 del receptor nicotinico, como
a-bungarotoxina y metil-alil acotinina (MAA), pero no con a-lobelina (un inhibidor de las
subunidades a432) o dihidro p-eritoidina (DHBE; un inhibidor de las subunidades a332 y a432).
Los datos sugieren que las subunidades a7 son responsables de los efectos mitogénicos de la
nicotina. También se ha observado que, por estimulaciéon con nicotina, la proteina de unién
B-arrestina-1 se asocia con la tirosina quinasa Src y el conjunto se traslada hacia los nAChRs
(Dasgupta y col., 2006). El silenciamiento de B-arrestina-1 o de Src previene la proliferacion
inducida por nicotina, lo cual claramente implica al eje de sefializacidon B-arrestina-1-Src en el
aumento de la proliferacion celular mediada por los receptores nicotinicos con la subunidad a7
(Figura 4.1).

Ademas de en el cancer de pulmoén, en queratinocitos orales y esofagicos se ha visto que
la nicotina promueve la activacion tanto de los receptores nicotinicos homoméricos a7 como de

los heteroméricos a3-a5 (Arredondo y col., 2006a). En células cancerosas esofagicas Het-1A
expuestas a las nitrosaminas 4-(metilnitrosamino)-1-(3-piridil)-1-butanona (NNK)) Y N'-nitroso-

nornicotine (NNN) aumentan los transcritos y las proteinas PCNA y Bcl-2, asi como los factores
de transcripcién GATA3, NF-kB, y STAT1. Por su parte, células orales epiteliales inmortalizadas
aumentan su proliferacion en respuesta a las nitrosaminas sefaladas antes, a través de la
activacion de la cascada de las MAP quinasas, Ras-Raf-ERK1-ERK2, de la ruta JAK2-STAT3 y del
factor de transcripcion NF-kB (Arredondo y col., 2006a). Ademas, la exposicidon crénica de los
gueratinocitos orales a nicotina o al humo de tabaco ambiental, induce la sobre-expresion
selectiva de las subunidades a5- y a7-nAChR, lo que lleva a un aumento de las respuestas

mediadas por nicotina (Arredondo y col., 2006b).

En el cancer de mama, también se ha demostrado la importancia del nAChR para la
progresiéon tumoral. Experimentos con las lineas epiteliales mamarias humanas MCF10A y
cancerosas MCF7 han revelado que su exposicidn a nicotina potencia la actividad proteina
quinasa Ca como diana de la proliferacién y migracién inducida por nicotina (Guo y col., 2008).
Se ha sugerido que la proliferacion de las células tumorales de mama inducida por nicotina
depende de la expresion de la subunidad a9-nAChR y de la ciclina D3 (Chen y col., 2010). El
estudio de los efectos mitogénicos de la nicotina, sobre una poblacion de células madre
cancerosas en MCF7, usando la aldehido deshidrogenasa (ALDH) como marcador de células
madre, reveld que la nicotina aumentaba la poblacidon de células madre via a7-nAChR v la ruta
dependiente de PKC-Notch (Hirata y col., 2010).

Ademas de las respuestas directas de los nAChRs, las indirectas pueden también

contribuir al crecimiento tumoral y a la supervivencia celular. Dado que los nAChR son canales
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idnicos, la entrada de Ca®* a través de los a7-nAChR puede activar diversas vias de sefializacién
(Sheppard y col., 2000). En este sentido, se ha visto que los agentes que bloquean los canales
de Ca®* reducen significativamente la sintesis de DNA en respuesta a nicotina o NNK en SCLC. El
aumento sistémico (mediado por nAChR) de los neurotransmisores de estrés, adrenalina y
noradrenalina, que ademas son agonistas B-adrenérgicos, aumenta notablemente el nivel de
AMP ciclico, subsiguiente a la actividad adrenérgica, y la transactivacion de la cascada EGFR, a
través de la secrecion de EGF en células epiteliales de las vias aéreas pequefias tratadas con
NNK (Laag y col., 2006; Schuller y col., 1999; Schuller, 2007). En la misma direccién van los
trabajos relativos al aumento sistémico y celular de noradrenalina, a través de la nicotina, con la
consiguiente sobre-activacion de los receptores noradrenérgicos y potenciacion de sus efectos
sobre el crecimiento y angiogénesis en injertos cancerosos pancreaticos, gastricos y de colon.
Estas acciones parecen estar mediadas por una sobre-activacion de la ruta ERK1-ERK2, COX2,
prostaglandina E2, VEGF vy transactivacion B-adrenérgica, asi como de la sefializacién de EGFR
en células cancerosas de colon (Wong y col., 2007). También se ha publicado la activacion de
ERK1-ERK2 y STAT3 en respuesta a la nicotina en células cancerosas de vejiga aguas debajo de

los nAChRs y de los receptores B-adrenérgicos (Chen y col., 2008).

La nicotina mimetiza a la ACh y se une a las subunidades a de los hAChRs (Lindstrom,

1997). La afinidad de la nicotina por los nAChR heteroméricos a4B2 es mayor que por los
homoméricos 07 (Gotti y col., 1997). Sin embargo, la ocupacion del receptor a4B2 lleva a su

desensibilizacidon rapida. Al final, son los receptores a7 los principales inductores del desarrollo y
progresién del cancer in vivo. Ademas de la nicotina, las nitrosamina especifica del tabaco NNK
se une al receptor homomeérico a7 y la NNN al heteromérico aB-nAChR (Gotti y Clementi, 2004).
La afinidad de NNK el receptor a7-es 1300 veces mayor que la de nicotina, y la del NNN por el

receptor a, 5000 veces superior (Arredondo y col., 2006a; Schuller y Orloff, 1998).

Los intentos para aclarar los acontecimientos moleculares que tras la sefalizacion
colinérgica desembocan en la progresion tumoral han aportado abundante informacién, que se
resume en el esquema de la Figura 4.1. En cancer de pulmon de células pequeiias, la activacién
selectiva de los receptores a7-nAChR por nicotina o la nitrosamina NNK activa a la proteina
quinasa C (PKC), la quinasa Raf-1, las quinasas activadas por mitégenos ERK1 y ERK2 y los
factores de transcripcidon Fos, Jun y Myc, a través de la activacion (Jull y col., 2001). También se
ha demostrado la especificidad estérica de los AChRs hacia la (-) nicotina. Recientemente, se ha
publicado que la exposicion aguda y repetitiva a nicotina, induce una morfologia/apariencia
similar a las neuronas en la linea celular de SCLC N417, las cuales crean tumores mayores y mas
vascularizados en ratones, mediante la activacién del eje quimioquina CXCL12/receptor CXR4.
En células tratadas con nicotina, aumenta la expresién de CXCR4 dependiente de nAChR
(Martinez-Garcia y col., 2010). Las lineas celulares de NSCLC forman carcinomas de células
grandes, carcinomas de células escamosas y adenocarcinomas; todos muestran activacion de la

ruta PIBKAKT y de NF-kB en respuesta al tratamiento con nicotina o NNK (Tsurutani y col.,
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2005; West y col., 2003). En células tumorales de pulmoén tratadas con NNK y deficientes en
FOXO3a, la restauracion de este gen aumenta la sensibilidad a apoptosis tras un dafio en el DNA
mediado por NNK. El estudio propone que FOXO3a puede jugar un papel importante en la
supresion del adenocarcinoma de pulmon, actuando como un agente protector frente al estrés

carcinogénico (Blake, Jr. y col., 2010).
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Figura 4.1. Modelo de rutas de sefalizacion de cancer mediadas por la

estimulacion colinérgica. Basado en Improgo y col. 2001 (Improgo y col., 2011).
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El consumo de tabaco es un factor de riesgo bien documentado para muchos canceres.
Como se resume en la Figura 4.1, la nicotina, el principal componente adictivo del tabaco, asi
como otras nitrosaminas actlan sobre los nAChRs en células no neuronales para facilitar el
crecimiento tumoral, angiogénesis, metastasis, supervivencia y quimio-resistencia, a través de
diversas rutas de sefalizacidon. La uniéon de agonistas nicotinicos facilita la formacién de un
complejo proteico entre el nAChR, la proteina B-arrestina-1 y la tirosina quinasa Src. La
activacion in vitro de Src impulsa el crecimiento de células cancerosas, la proliferacion de células
endoteliales y la formacidon de tubulos angiogénicos. La estimulacidn indirecta de los receptores
B-adrenérgicos (B-AR) refuerza la accion mitogénica de los nAChR activados. Ademas, la
expresion de la proteina survivina, inducida por nicotina, y la activacion de NF-kB bloquean la
apoptosis inducida por quimioterapia. La activacion de los nAChR también promueve los cambios
del tipo “transicion epitelio-mesénquina” y la diseminacion metastasica de células tumorales

primarias.

A la vista de la capacidad de la nicotina para impulsar los procesos moleculares relativos
al crecimiento tumoral y metastasis, cabe pensar que los antagonistas de los nAChR puedan ser
Utiles para detener o atenuar el crecimiento y la progresion tumoral. En este sentido, se ha
demostrado recientemente que a-cobratoxina (a-CbT) bloquea in vitro e in vivo el crecimiento de
un conjunto de lineas celulares de NSCLC (Paleari y col., 2009) y de mesotelioma (Catassi y col.,
2008). El efecto mas llamativo de la a-CbT es su capacidad para inhibir eficazmente el potencial
metastasico de las células cancerosas de pulmdn trasplantadas en ratones inmunodeprimidos.
Este hallazgo abre el camino al empleo de los antagonistas de nAChR como terapia adyuvante
para prevenir la proliferacion celular y la diseminacion metastasica del cancer de pulmon. Antes
de ello, habra que analizar los efectos adversos que tales antagonistas puedan producir en la
actividad cerebral y en el sistema nervioso central. Ademas, la accién de la nicotina por si misma
en la tumorogénesis obliga a revisar los potenciales efectos mitogénicos y metastasicos de la
terapia de sustitucion de nicotina. Por ultimo, los aspectos que conciernen al impacto de las
nitrosaminas derivadas del tabaco sobre los nAChR requieren una investigacion mas detallada.
En la medida que conozcamos, en profundidad, los acontecimientos moleculares que se suceden
tras la interaccion de la variedad de receptores nicotinicos con nicotina y con nitrosaminas
derivadas de la combustién del tabaco, estaremos mas cerca de encontrar terapias que ayuden a

detener o ralentizar la progresién del cancer de pulmén.
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CONCLUSIONES

1. El epitelio pulmonar humano contiene una cantidad apreciable de actividad ChE,
que se reparte entre las actividades AChE y BuChE. Los tres tipos histoldgicos de tumores de
pulmén de células no pequefias analizados también expresan actividades AChE y BuChE. La
actividad ChE en los carcinomas de pulmén disminuye en funcién del tipo histoldgico. Asi, la
actividad AChE cae un 80% en carcinomas epidermoides o escamosos, un 50% en carcinomas
de células grandes y un 20% en adenocarcinomas. Por su parte, la actividad BuChE disminuye
un 40% en adenocarcinomas, un 50% en carcinomas de células grandes y un 30% en

carcinomas epidermoides o escamosos.

2. La cantidad de acetilcolina (ACh) es superior en pulmén patoldgico que en tejido
sano. El aumento de ACh puede ser a consecuencia de la menor actividad ChE en los tumores.
Los efectos inductores de la proliferacion celular que ejercen los agonistas colinérgicos, tanto
enddgenos (ACh) como exdgenos (nicotina y sus derivados), apoyan el papel de las ChEs en la

biologia de las células tumorales de pulmon.

3. Los anadlisis de sedimentacion en gradientes de sacarosa indican que el pulmoén
humano produce, casi exclusivamente, formas moleculares G,* y G,* de AChE. En ocasiones, se
observan formas G4*, pero siempre minoritarias. La distribucién de las moléculas de AChE no
cambia en los tumores, lo que implica que la biosintesis de las moléculas de AChE no se ve

afectada por neoplasia

4, La conversion parcial de las variantes anfifilicas G;* y G," en hidrofilicas (G;" y
G,") con fosfolipasa C especifica para los fosfolipidos de inositol demuestra que una parte, al
menos, de las moléculas G;* y G,* del pulmoén llevan restos de glicofosfatidilinositol. Esto implica
que dichas moléculas estan compuestas por subunidades de AChE tipo I, las que generan los
transcritos AChE-H. La deteccidon del ARNm AChE-H en las piezas de pulmdn normal y tumoral

apoya la produccion de subunidades H en los epitelios pulmonares.

5. La dotacion de oligosacaridos en la AChE es distinta segln la enzima se extraiga
del epitelio normal o tumoral. Las diferencias dependen del tipo histoldgico y podrian ser Utiles
para el diagndstico.

6. Las formas moleculares de BUChE que predominan en los epitelios pulmonares
son G4, G4*, G, y G,". La presencia de moléculas G,*, G."' y G;", que no se hallan en el suero
sanguineo, demuestra que los epitelios pueden producir su propia actividad BuChE. Las
diferencias en el patrén de interaccién de varias lectinas, especialmente con la Concanavalina-A

confirma que los epitelios del pulmén producen BuChE activa.

7. Los resultados de Western-blot apoyan la existencia en el pulmdén de moléculas
de AChE cataliticamente inactivas. Lo demuestra el hecho de que la caida de actividad AChE en
los tumores no le acompafie una reduccion de la cantidad de proteina. Ademas, las diferencias

en la cantidad de AChE-ARNm en tejidos normales y tumorales no pueden explicar por si solas
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los cambios en la actividad AChE. En nuestra opinidn, la caida de la actividad AChE en los
tumores de pulmon analizados se debe mas a cambios en el procesamiento post-traduccional de

la AChE que en la expresion del gen.

8. Los ensayos con células tumorales de pulmoéon humano han permitido
corroborar, sin ningun género de duda, que las células epiteliales de pulmdn poseen el conjunto
de proteinas necesario para la actividad colinérgica. En tejidos normales, las sefales colinérgicas
contribuyen a la homeostasis celular, pero las células tumorales las aprovechan para acelerar su
proliferacion. Otros autores han ido mas alla y relacionan la sefalizacion colinérgica con la
progresiéon tumoral, la angiogénesis y la metastasis. Nuestro trabajo demuestra que en el
cancer de pulmén disminuye la actividad ChE y aumenta la cantidad de ACh. Como las ChEs son
absolutamente necesarias para aminorar la disponibilidad de ACh y duracion de las respuestas
colinérgicas, la disminucidon de la actividad ChE en las piezas de cancer de pulmdén puede

contribuir a la progresion tumoral.

9. Los resultados actuales y futuros pueden aclarar la implicacion del sistema
colinérgico en el cancer de pulmén. La informacion puede ser valiosa, no sélo desde el punto de
vista de la biologia molecular del cancer, sino también para el disefio de nuevas estrategias

terapéuticas, que mejoren la supervivencia y la calidad de vida de los pacientes.
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