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Péptido B-amiloide.

Acetilcolina.

Proteina de union a acetilcolina (del inglés Acetylcholine Binding

Protein).

Gen de la acetilcolinesterasa.

Acetilcolinesterasa.

Subunidad H de AChE.

Subunidad R de AChE.

Subunidad S de AChE.

Subunidad T de AChE.

Factor activador de la proteasa apoptotica-1

Elementos ricos en AUUUA.

Péptido R (carboxilo terminal) de la subunidad R de AChE.
Asparagina.

Acido aspértico.

Acetiltiocolina.

Subunidades de receptores nicotinicos.
B-mercaptoetanol.

Par de bases.

Acido 1,2-bis (2-aminofenoxi)etano-N,N,N’,N’-tetraacético.
Polioxietilén oleil éter.

Albumina de suero bovino.

Butirilcolina.

Gen de la butirilcolinesterasa.

Butirilcolinesterasa.

Butiriltiocolina.

BW284c51.

Dibromuro de 1,5-bis—(alildimetilamoniofenil)-pentan—3—-ona.

Catalasa (cuando se emplea como marcador de coeficiente de

sedimentacion).
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°C:
C/EBP:

c-fos:

C-terminal;

Caco-2:
CAMP:
CBB:
cDNA:
ChAT:
ChE:
ChEs:
CHX:
CLAM:

CMS:
Con A
CrAT:
CREB:

Ct:
CTL:

Cys:
DFP:
DNA:
DMSO:
dNTPs:
dsDNA:
DTNB:
DTT:
E1-E6:
ECs:
EDTA:
EGF:
EGTA:

-Abreviaturas-

Grado centigrado.

Proteina de unién al potenciador CCAAT (del inglés CCAAT-
enhancer-binding proteins).

Proto-oncogén celular perteneciente a la familia de factores de
transcripcion de genes de expresion rapida.

Carboxilo terminal.

Una linea celular de adenocarcinoma de colon.

Adenosin monofosfato ciclico (AMP ciclico).

Azul brillante de Coomassie (del inglés Coomassie Brilliant Blue).

ADN copia.

Colina acetiltransferasa.

Colinesterasa.

Colinesterasas.

Cicloheximida.

Moléculas de adhesién similares a las colinesterasas (del inglés
Cholinesterase-Like Adhesion Molecules).

Sindromes miasténicos congénitos.

Concavalina A (lectina de Canavalia ensiformis).

Carnitina aciltransferasa.

Proteina de union a elementos de respuesta al CAMP (del inglés
cAMP Response Element-Binding).

Ciclo umbral (del inglés threshold cycle).

Transportador de colina (del inglés Choline Transporter-Like
protein).

Cisteina.

Diisopropil fluorofosfato.

Acido desoxirribonucleico.

Dimetilsulfoxido.

Desoxinucledsidos trifosfato.

ADN de doble cadena.

Acido 5,5'—ditiobis nitrobenzoico.

Ditiotreitol.

Exones del 1 al 6 de AChE.

Concentracion efectora media.

Acido etilendiaminotetraacético.

Factor de crecimiento epidérmico.

Acido etilenglicol-bis—(aminoetiléter)-N,N’-tetraacético.
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ERAD:

EtBr:

FHB:
FRET:
G™:
GH/NA:
Gy, Gy Gy
GAPDH:
GATAL:
gDNA:
Glc:

Glu:
GPI:
HBD:

His:

IgG:

IP3R:

iso —-OMPA:
Kb:

Kcat:

KDa:

Km:

LCC:

LCR:

Leu:
Leupeptina:
M1-M5:
MAChR:
NAChR:
Man:

MEC:

MG:
mMiRNA:

mk:

Xvil

Degradacién asociada al reticulo endoplasmico (del inglés
Endoplasmic Reticulum Associated Degradation).

Bromuro de etidio.

Fosfatasa alcalina (cuando se emplea como marcador en los
analisis de sedimentacion).

Haz de cuatro hélices (del inglés Four Helix Bundle).
Transferencia de energia por resonancia de fluorescencia..
Forma globular “anfifilica” de colinesterasa.

Forma globular “hidrofilica” o “no anfifilica” de colinesterasa.
Formas globulares de AChE o BuChE.

Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa.

Factor de transcripcion implicado en crecimiento celular y cancer.
ADN gendémico.

Glucosa.

Glutamato.

Glicosilfosfatidilinositol.

Dominio de uniébn a heparina (del inglés Heparin Binding
Domain).

Histidina.

Inmunoglobulina G.

Receptor de inositol (1,4,5)-trisfosfato.

Tetraisopropil pirofosforamida.

Kilobase.

Constante de catalisis enziméatica.

Kilodalton.

Constante de afinidad enzima-sustrato de Michaelis-Menten.
Carcinoma de células grandes (del inglés Large Cell Carcinoma).
Liquido cefalorraquideo.

Leucina.

Acetil-Leu-Leu-Arg-al.

Subtipos de receptores muscarinicos.

Receptor muscarinico de acetilcolina.

Receptor nicotinico de acetilcolina.

Manosa.

Mecamilamina.

Miastenia gravis.

micro ARN.

Marcadores de peso molecular.



Xvii

MLA:
MRNA:
MTT:
Myc:

MyoD:
N-19:

N-AChE:

N-terminal:

GlcNac:
NF-kB:

NGF:

NL-1, NL-2:

OCTs:
Naranja G:
OxoM:

P:

p53:
PAMs:
PAS:

PBS:
PCR:

Phe:
PIPLC:
PKA:
PKC:
Pm:
PRAD:

PRIMA:

PSA:
p/v:

RCA:

-Abreviaturas-

Metillicaconitina.

ARN mensajero.

3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio.

Una familia de protooncogenes que regulan la transcripcion de
otros genes.

Una proteina que interviene en la diferenciacion muscular.
Anticuerpo policlonal de cabra generado frente a un péptido del
extremo amino de la AChE de origen humano.
Acetilcolinesterasa con extension N-terminal.

Amino terminal.

N-acetil D-glucosamina.

Factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa delas
células B activadas.

Factor de crecimiento neural.

Neuroliguina 1 y Neuroliguina 2.

Transportador de cationes organicos.
1-Fenilazo-2-naftol-6,8-disulfonato de sodio.

Oxotremorina M.

Subunidad estructural PRIMA.

Un gen supresor de tumores.

Moduladores alostéricos positivos.

Sitio anidnico periférico de las subunidades de AChE.

Tampon salino isoténico: NaCl 140 mM, fosfato 10 mM, pH 7,2.
Reaccion en cadena de la polimerasa (del inglés Polymerase
Chain Reaction).

Fenilalanina.

Fosfolipasa C especifica para el fosfatidilinositol.

Proteina quinasa A.

Proteina quinasa C.

Peso molecular.

Dominio rico en prolinas (del inglés Proline-Rich Attachment
Domain).

Proteina de anclaje a la membrana rica en prolina (del inglés
Proline-Rich Membrane Anchaor).

Persulfato amonico.

Relacion peso/volumen.

Subunidad colagénica de las formas asimétricas.

Aglutinina de ricino (Ricinus communis).



-Abreviaturas-

RE:
RER:
RNA:
rpm:
RT-PCR:

S:

SCC:

SCLC:

SDS:
SDS-PAGE:
Ser:

SFB:

SIRNA:

SNC:

SNP:
SW480:
TEMED:
Thr:

Th:

Tm:

Tris:
TX-100:
Triton X =100:
Trp:

TT:

TBS-T:
Tween 20:
Tyr:

U.A.:
UTR:

V:

VAChHT:
Val:
VDCCs:

XIX

Reticulo endoplasmico.

Reticulo endoplasmico rugoso.

Acido ribonucleico.

Revoluciones por minuto.

Reaccion en cadena de la polimerasa tras una transcripcion
inversa (del inglés Reverse Transcriptase- Polymerase Chain
Reaction).

Unidad Svedberg de coeficiente de sedimentacion.

Carcinoma epidermoide 0 escamoso.

Carcinoma de pulmén de células pequefias.

Dodecil sulfato sodico.

Electroforesis desnaturalizante con SDS en gel de poliacrilamida.
Serina.

Suero fetal bovino.

ARN pequefio de interferencia.

Sistema nervioso central.

Sistema nervioso periférico.

Una linea celular de adenocarcinoma de colon.
N,N,N’,N'-tetrametiletilendiamina.

Treonina.

Temperatura de melting o temperatura de fusion.

Tampoén de muestra.

Tris (hidroximetil)-aminometano.

Triton X-100.

Polioxietiléng gp—t—octil fenol.

Triptofano.

Tampoén de Transferencia: glicina 192 mM, Tris 25 mM, metanol
10%, SDS 0,01%, pH 8,6.

Tampon Tris salino con Tween 20 al 0,1% p/v.

Monolaurato de polioxietilensorbitano.

Tirosina.

Unidades arbitrarias.

Regién no traducida de un gen.

Voltio.

Transportador vesicular de acetilcolina.

Valina.

Canales de calcio dependientes de voltage (del inglés Voltage-
Dependent Calcium Channels).



XX -Abreviaturas-

viv: Relacion volumen/volumen.
w: Aminoacido carboxilo terminal de AChE-H que recibe el resto de
GPI.

WAT: Dominio anfifilico de tetramerizacién rico en triptéfano. Péptido T.
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RESUMEN

Las colinesterasas, acetilcolinesterasa (AChE) y butirilcolinesterasa (BuChE),
hidrolizan la acetilcolina (ACh) y ejercen acciones no cataliticas, estando implicadas en
los procesos de proliferacion, diferenciacion, morfogénesis, hematopoyesis, apoptosis

y tumorogénesis.

En estudios previos habiamos observado un gran aumento de la actividad AChE en
las células Caco-2 al ser tratadas con un inhibidor reversible y especifico de AChE, el
BW284c51, lo que podria reflejar la existencia de un mecanismo regulador de los

niveles de AChE activa.

Asi, el objetivo general de esta Tesis Doctoral fue obtener informacion sobre el
posible mecanismo regulador de la actividad AChE mediado por los receptores de

acetilcolina en las células de colon.

La metodologia incluye el empleo de cultivos de células Caco-2 y SW480 con
agonistas y antagonistas colinérgicos, los ensayos colorimétricos para la medida de
actividad AChE y los ensayos de reduccion del MTT para la medida de la viabilidad
celular. La cuantificacion relativa de los mensajeros de los componentes del sistema
colinérgico se llevo a cabo mediante RT-PCR a tiempo real. Se realizaron analisis de
sedimentacion para determinar el contenido de formas moleculares de AChE vy
ensayos de Western blot para la deteccion de proteinas. Ademas se realizaron
tinciones de Hoechst para la deteccibn de células apoptéticas y tinciones

histocitoquimicas de AChE.

Los resultados de estos estudios revelaron la existencia de un mecanismo
regulador de la AChE de las células de colon por el que aumenta la actividad AChE,
en respuesta a una exposicion prolongada de los receptores de acetilcolina a

agonistas colinérgicos como el carbacol.

Mediante el uso de cicloheximida se vio que el mecanismo de accion del carbacol
requeria la sintesis de nueva proteina AChE, ademas en los ensayos de Western blot
se observé un aumento en el contenido de proteina AChE en células Caco-2 tratadas
con BW.

La variante 3’ del mensajero de AChE mas abundante fue la de tipo H; ademas se
observaron variantes 5 con los exones Elc y Ele. Los cambios que producen
carbacol y BW en la expresion del gen ACHE no explican el aumento observado en la
actividad AChE.



El patrén de formas moleculares de AChE en las células Caco-2 tampoco se vio
modificado por el tratamiento con carbacol o con BW, siendo las formas moleculares

predominantes en estas células las de tipos G,* y G,".

Por su parte, la tincion con Hoechst mostré que el carbacol no induce apoptosis en
las células Caco-2. Ademas, el tefiido histocitoquimico indicé que el aumento de
actividad AChE por carbacol se produce de forma similar en todas las células tratadas,

descartando que la sobrerregulacién de AChE se deba a la induccion de apoptosis.

Los tratamientos con quelantes de calcio demostraron un papel del calcio
intracelular en el mecanismo de accion del carbacol que da lugar a su efecto

sobrerregulador de AChE.

Por dltimo, los estudios con agonistas (acetilcolina, carbacol, nicotina, colina,
oxotremorina M) mostraron que la activacién tanto de los mMAChR como de los nAChR
produce un aumento de la actividad AChE, lo que sugiere que acetilcolina y carbacol
ejercen su accion sobrerreguladora de AChE actuando sobre ambos tipos de
receptores, tanto en las células Caco-2 como en las SW480. Los resultados de los
ensayos de RT-PCR sugieren que en ambas lineas podrian formarse receptores
nicotinicos de tipos homomérico a7 y muscular, junto a posibles heteromeros a3p4a5,
a3B2B4a5 y a4pB2a5, ademas de mAChR M3; aunque seradn necesarios mas estudios
para caracterizar los distintos tipos de receptores implicados en este mecanismo

sobrerregulador de AChE vy las distintas etapas del proceso.
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1. PROPIEDADES GENERALES DE LAS COLINESTERASAS

1.1. Introduccidn

Las colinesterasas (ChEs), acetilcolinesterasa (AChE) y butirilcolinesterasa
(BuChE), son las enzimas que hidrolizan a los ésteres de colina a méas velocidad que a
otros ésteres, en las condiciones Optimas para la catalisis. Por tanto, y entre otras
funciones, las colinesterasas son las enzimas responsables de hidrolizar el
neurotransmisor acetilcolina (ACh), liberado en las sinapsis colinérgicas, colaborando
asi en el control preciso y temporal de la transmision nerviosa y la contraccion
muscular. Histéricamente, la investigacion sobre las ChEs se desarrollé a partir de los
estudios sobre el sistema nervioso colinérgico para establecer los mecanismos de la
transmision sinptica. Asi, en 1914 Dale propuso la existencia de la acetilcolina (ACh),
y seis afios después Loewi demostré que la ACh era el neurotransmisor de las uniones
neuromusculares en vertebrados. No fue hasta 1926 que Loewi y Navratil demostraron
la existencia de una enzima en los tejidos excitables que hidrolizaba la ACh con gran
eficiencia, la acetilcolinesterasa (AChE). Afios mas tarde, con la deteccion en 1938 por
Marnay y Nachmansohn de altas concentraciones de AChE en las uniones
neuromusculares de diversos mamiferos y en los érganos eléctricos de Torpedo y
Electrophorus, se asentd el papel de esta enzima en la transmision colinérgica. Se
concluy6é que la AChE era esencial para que la ACh liberada tras la estimulacion
nerviosa durante la transmision neuromuscular se eliminara de forma inmediata,

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

Desde entonces, las colinesterasas han sido objeto de numerosos estudios.
Gracias a su elevada eficiencia catalitica y al desarrollo de técnicas sensibles de
deteccién y cuantificacion, como son la espectrofotometria y la radiometria (Ellman y
col., 1961; Johnson y Russell, 1975) y a la calidad de los métodos histoquimicos
(Koelle y Friedenwald, 1949; Karnovsky y Roots, 1964), se ha logrado establecer su
estructura molecular, aspectos de su biologia celular, interacciones con la membrana y
con la matriz extracelular, su localizacion, asi como su funcién bioldgica. Ademas, la
clonacion de los genes de acetilcolinesterasa (Schumacher y col., 1986; Sikorav y col.,
1987) y butirilcolinesterasa (Arpagaus y col., 1990), la resolucion de la estructura
tridimensional de la AChE de Torpedo (Sussman y col., 1991), de mamifero (Marchot y
col., 1996) y de 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 toxicos para humanos y vertebrados y mas
selectivos para insectos nocivos. Por otro lado, se observo la participacion de las ChEs

en procesos no relacionados con la neurotransmision, tales como la morfogénesis,
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hematopoyesis, tumorogénesis y apoptosis (Layer y Willbold, 1995; Brimijoin y
Koenigsberger, 1999; Soreq y Seidman, 2001; Zhang y col., 2002; Vidal, 2005; Zhang
y Greenberg, 2012), lo que dio lugar a una activa investigacion sobre las acciones no
colinérgicas de las colinesterasas. Sin embargo, aun quedan por aclarar algunos
puntos relativos a su amplia distribucion en los tejidos, el complejo polimorfismo
molecular y la sintesis y transporte de las diferentes moléculas a distintos
compartimentos celulares. También es importante dilucidar si los cambios
experimentados por las colinesterasas en ciertas patologias son causa 0 consecuencia

de las mismas.

1.2. Propiedades y especificidad de las colinestera  sas

Las colinesterasas hidrolizan a los ésteres de colina més rapidamente que a otros
ésteres, si se compara la catdlisis en condiciones Optimas de concentracion de
sustrato, pH y fuerza ionica. Lo que diferencia a las ChEs de otras esterasas es que
pueden ser inhibidas con pequefias cantidades de fisostigmina (10 M), un alcaloide
natural también conocido como eserina. Ademas, se incluyen en el grupo de las
serin-hidrolasas (pues contienen serina en el centro activo), por lo que se inhiben

irreversiblemente por compuestos organofosforados.
Aunque en funcién del sustrato preferente las ChEs se dividen en

acetilcolinesterasa y butirilcolinesterasa (Silver, 1974), sélo los vertebrados superiores

poseen ambas enzimas, cada una codificada por su propio gen (Tabla I.1).

i s
CH:,-CCI-CI-CHE-CHZ—I‘-iIJr—CH3 CH3-CH-CH-CO-0-CH-CH—— l‘~|l+—(3|-|;1
CH, CH,
Acetilcoling Butirilcalina
Figura I.1. Estructuras de acetilcolina y butirilco lina.

Con el término acetilcolinesterasa (AChE) o acetilcolina: acetil-hidrolasa
(E.C. 3.1.1.7) se hace referencia a aquellas enzimas que hidrolizan preferentemente
acetilcolina o sus tioanalogos. Por su parte, los términos butirilcolinesterasa (BuChE) o

acilcolina: acilhidrolasa (E.C. 3.1.1.8), colinesterasa plasmatica, pseudocolinesterasa o
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colinesterasa no especifica, se aplican para las enzimas que actian de modo mas
eficiente sobre ésteres sintéticos (butirilcolina, propionilcolina o sus tioanalogos)
(Fig. 1.2).

AChE y BuUuChE también se distinguen por la afinidad a ciertos inhibidores
selectivos. Asi, AChE se inhibe fuertemente por BW284c51, mientras que
etopropazina, iso-OMPA y bambuterol reducen la actividad BuChE. Ademas, la AChE

se inhibe por exceso de sustrato, lo que no le ocurre a la BUChE.

ACETILCOLINESTERASA | BUTIRILCOLINESTERASA
Nombre sistematico Acetilcolina:acetilhidrolasa | Acilcolina:acilhidrolasa
Numero de la E.C. 3.1.1.7 3.1.1.8
Sustrato 6ptimo Acetilcolina Butiril o propionilcolina
Exceso de sustrato Inhibicion No inhibicion
Buitiril- o benzoilcolina No sustrato Sustrato
D-Acetil-B-metilcolina Sustrato No sustrato
pH éptimo 75-8,0 8,5
Inhibicién por BW284c51 Inhibicién fuerte (Ki 10 nM) | Inhibicién débil (Ki 6 pM)
Inhibicién por etopropazina Inhibicion débil (Ki 170 uM) | Inhibicion fuerte (Ki 20 nM)
Tejidos con alta actividad Hematies, tejido nervioso, | Suero sanguineo, pancreas,
timo, placenta higado

Tabla I.1. Propiedades y nhomenclatura de las coliterasas

Otro criterio que diferencia a estas dos enzimas es el tamafo de la subunidad
catalitica (ligeramente superior en la BUuChE) y la interaccion con anticuerpos. En
general, los anticuerpos contra AChE o BUChE no dan reaccion cruzada (Brimijoin y

Rakonczay, 1986), salvo algunas excepciones (Dreyfus y col., 1988).
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1.3. Las colinesterasas en los vertebrados

En todos los animales hay enzimas capaces de hidrolizar acetilcolina (Silver, 1974),

pero no todas pueden ser consideradas colinesterasas, segun la definicién aceptada.

Los invertebrados tienen un numero variable de genes para las ChEs. En
Caenorhabditis elegans encontramos cuatro genes, y en Drosophila un solo gen. De
hecho, numerosos insectos tienen una sola colinesterasa, con una preferencia de
sustrato intermedia entre AChE y BuUChE (Hall y Spierer, 1986). Por su parte, los
vertebrados poseen un solo gen para AChE, aunque aves y mamiferos disponen de
otro gen para BuChE. La dualidad AChE/BuChE queda bien definida en vertebrados
superiores, y probablemente proceda de la duplicacion de un gen en un ancestro de
los gnatostomados (Toutant y col., 1985). En el pez elasmobranquio Torpedo (raya
eléctrica) la afinidad por el sustrato no permite diferenciar entre ambas ChEs, ya que la
BuChE hidroliza mejor a la ACh que a la propionil- o butirilcolina (Toutant y col., 1985),
mientras que en el pez cicléstomo Petromyzon marinus (lamprea) sélo se ha

encontrado AChE (Pezzementi y col., 1987).

No existe una correspondencia directa entre ambas colinesterasas y su localizacion
en los tejidos (Edwards y Brimijoin, 1982). La AChE predomina en el musculo y en el
sistema nervioso de vertebrados (Marnay y Nachmansohn, 1937; 1938), acompafiada
de una pequefa cantidad de BuChE (Chatonnet y Lockridge, 1989; Li y col., 2000a),
especialmente en estadios tempranos de desarrollo. No obstante, todos los tejidos
tienen cantidades variables de AChE y BuChE, al menos en vertebrados, aunque la
relacion de actividades AChE/BuChE depende del tejido particular y de la especie

animal que se considere.

Los fluidos biologicos, excepto lagrimas, sudor y orina, muestran también
actividades AChE y BuChE, y su medida en algunos de ellos puede tener importancia
desde el punto de vista clinico. Asi, el nivel de actividad AChE en el liquido amniético
sirve para el diagnéstico de anomalias en el desarrollo del tubo neural en fetos (Liao y
col., 1992). En el liquido cefalorraquideo, un descenso en la relacion de actividades
AChE/BUChE posiblemente refleje un aumento en la permeabilidad de la barrera

hematoencefalica (Tornel y col., 1992; 1993).

Teniendo en cuenta la importancia de la AChE en la transmision colinérgica, es
I6gica su expresion en tejidos neurales y en musculo, pero no deja de sorprender que
todos los tejidos excitables y no excitables, embrionarios y adultos, posean esta
actividad enzimética (Layer y Willbold, 1995). Asi, se ha detectado actividad AChE en
higado (Gémez y col., 2000), placenta (Rama Sastry, 1997), timo (Rossi y col., 1991;
Nieto-Ceron y col.,, 2005) y bazo (Nieto-Ceron, 2004), eritrocitos (Vidal, 1996),
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linfocitos (Kawashima y Fujii, 2000), plaguetas (Marcos y col., 1998) y células
epiteliales normales (Taisne y col., 1997; Ummenhofer y col., 1998) y tumorales (Saez-
Valero y Vidal, 1996). Por otra parte, también se ha podido observar 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).

La actividad BUChE se extiende a casi todos los tejidos, excepto en eritrocitos,
linfocitos y placenta. Es abundante en higado, donde es sintetizada y vertida al
plasma. Ademas abunda en corazdon y cerebro. Pese a los numerosos trabajos
realizados sobre BUChE, aun no est4 claro su sustrato bioldgico y su papel fisiolégico
(Mack y Robitzki, 2000). Por su abundancia en el plasma sanguineo, se ha sugerido
gque participa en procesos de detoxificacion (Reddy y col.,, 1990). Se sabe que la
BuChE interviene en la degradaciéon de succinilcolina, un miorelajante usado en las
intervenciones quirdrgicas, que si no se elimina rapidamente puede producir apnea al
ralentizar la vuelta a la respiracibn normal. También es capaz de hidrolizar heroina
(Lockridge y col., 1980; Valentino y col., 1981), fisostigmina y aspirina (Masson y col.,
1998; Silver, 1974) y de activar al agente antiasmatico bambuterol (Tunek y col.,
1988). Ademas, como sucede con la AChE, varios sistemas celulares proliferativos
muestran una elevada actividad BuChE, tales como las células del sistema

hematopoyético y ciertas células tumorales (Soreq y Zakut, 1993).

Puesto que la BUChE puede actuar sobre numerosos sustratos, se ha sugerido que
la elevada cantidad de BuChE que circula libremente en el plasma de mamiferos
ejerce una funcidn protectora, bien sea hidrolizando agentes toxicos ingeridos
oralmente o bien eliminando la propia ACh que llegue a la sangre, con el fin de
prevenir acciones nicotinicas o muscarinicas no deseadas. No obstante, a pesar de las
numerosas variantes alélicas de BuChE en humanos, parece que la enzima es
prescindible ya que no se aprecian consecuencias fisiolégicas o0 patoldgicas en
individuos deficientes o desprovistos de BUChE (Lockridge, 1990; Lockridge y Masson,
2000).

Auln queda por aclarar el papel de las ChEs fuera del sistema neuromuscular, pero
hay pruebas de su participacion en procesos de proliferacion y diferenciacion celular,
morfogénesis y apoptosis (Drews, 1975; Greenfield, 1996; Grisaru y col., 1999a; Layer,
1995; Soreq y Seidman, 2001; Zhang y Greenberg, 2012).

1.4. Mecanismo catalitico y relaciéon estructura-fun cion

Las colinesterasas figuran entre las enzimas mas eficientes que se conocen. Su

eficiencia catalitica sélo depende de la difusion molecular (limite méximo teorico
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impuesto para la catalisis de una enzima) (Hasinoff, 1982; Quinn, 1987). La eficiencia
catalitica para AChE (kcat/Km) es 1,6 x 108 M*s™, de modo que una sola molécula de

AChE es capaz de hidrolizar unas 25.000 moléculas de ACh por segundo.

Debido a la amplia distribucion de la AChE en la naturaleza, tanto a nivel tisular
como en la escala filogenética, y su implicacion en diversas patologias, es importante
el estudio de su mecanismo catalitico, tanto desde el punto de vista tedrico como
practico, ya que las ChEs son diana de pesticidas y gases nerviosos (Main, 1979;
Padilla, 1995). El conocimiento de su modo de accién facilitara la obtencion de
agentes terapéuticos y antidotos para casos de envenenamiento por organofosforados
(Li y col., 2000b). También ayudaria a conseguir plaguicidas mas selectivos para el
sistema nervioso de insectos indeseables, evitando asi la alteracion de la cadena
trofica. Incluso seréa posible disefiar nuevos inhibidores de AChE mas efectivos que los
actuales (tacrina, rivastigmina, donepezil y galantamina) para mejorar la funcién
colinérgica en el sistema nervioso central y aliviar el déficit cognitivo en los pacientes

con la enfermedad de Alzheimer (Giacobini, 1997).

Tanto el mecanismo de hidrdlisis de un sustrato de acil-colina (ChO-COR) por parte
de una ChE (EnzOH), asi como la base de la inhibicion por organofosforados, podrian

esquematizarse de la siguiente manera (Schwarz y col., 1995):

Hidrolisis catalitica por las ChEs:

A) EnzOH + ChO-COR —» EnzO-COR + ChOH

EnzO-COR + OH" — >  EnzOH + -OCOR

Fosforilacion y reactivacion:

B) EnzOH + XPO(OR’)2 —  EnzO-PO(OR’): + HX

EnzO-PO(OR™ ), + B:  — >  EnzOH + B-PO(OR")2

La hidrolisis de una acil-colina (ChO-COR) por una ChE (EnzOH) (esquema A)
transcurre en dos etapas. En una primera etapa, se rompe el enlace éster del sustrato,
liberandose colina (ChOH) y produciéndose un intermedio acil-enzima (EnzO-COR).

Dicho intermedio se produce tras la adicion del acetilo de la acetilcolina al hidroxilo de
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la Ser catalitica (Rosenberry, 1975). En una segunda etapa, se hidroliza el
acetil-enzima con una molécula de agua, dando un resto 4cido y la enzima libre. En el
esquema B se muestra la base molecular de la toxicidad por compuestos
organofosforados (XPO(OR"),). Estos compuestos tienen la capacidad de fijarse a la
Ser catalitica, pero a diferencia de lo que ocurre en la acilacién, el enlace covalente
entre el fésforo nucleofilico y la Ser no se hidroliza o lo hace muy lentamente (Aldridge
y Reiner, 1972). Sélo un nucledfilo muy potente (una oxima cuaternaria 0 un ién
fluoruro) (B:) consigue desplazar al organofosforado, liberar la Ser y restaurar la

actividad enzimatica.

1.5. Estructura del centro activo

La cristalizacién de la AChE dimérica de Torpedo (Sussman y col., 1988) y su
posterior analisis estructural por difraccién de rayos X (Sussman y col., 1991) fueron
decisivos para conocer la topologia del sitio activo y el mecanismo de catalisis de la
enzima. A ese estudio pionero siguieron otros, y actualmente hay accesibles en el
Protein Data Bank casi 200 estructuras tridimensionales de AChE obtenidas por
difraccién de rayos X. La mayoria de ellas corresponden a la enzima de la raya
Torpedo californica (recientemente renombrada como Tetronarce californica), a la de
ratbn o a la humana, pero también se han determinado las estructuras de AChE de
serpiente (Bungarus fasciatus), de anguila eléctrica (Electrophorus) y de Drosophila.
De hecho, se conoce la estructura de AChE unida a una variedad de ligandos,
incluyendo sustratos (acetilcolina, acetiltiocolina) e inhibidores (tacrina, galantamina,
edrofonio, decametonio, BW284c51, huprina, huperzina y fasciculina, entre otros).
Esos estudios revelaron que la estructura terciaria de la subunidad de AChE es similar
a la de otras serin-hidrolasas y coincide en lo esencial con el modelo que se propuso a
partir de resultados de dicroismo circular (Manavalan y col., 1985) y espectroscopia
Raman (Aslanian y col., 1987; 1991).

Las ChEs se incluyen en la familia de las hidrolasas con plegamiento a/f3. La
topologia comdn consiste en una estructura central con 8-11 hebras B dispuestas
paralelamente, flanqueadas por hélices a (Sussman y col., 1991; Krejci y col., 1991a;
Ollis y col., 1992). De esta forma, la estructura catalitica queda en el interior de una
estructura globular compacta. Este plegamiento a/f es compartido por diversas
enzimas hidroliticas con distinto origen filogenético y funcion catalitica. Es el caso de la
glutactina y neurotactina; ambas proteinas participan en procesos de interaccion entre
células heterdlogas durante el desarrollo embrionario y comparten cierta homologia

estructural con las ChEs. Esta informacién revela que el dominio que comparten estas
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tres enzimas podria ser responsable de las acciones morfogenéticas de las ChEs
(Krejciy col., 1991b; Soreq y Seidman, 2001).

Al comparar las secuencias de proteinas de la familia de las hidrolasas, se observa
gue los amino&cidos superficiales se han conservado menos que los del interior,
siendo los periféricos los que definen la especificidad de sustrato (Cygler y col., 1993).
Los aminodacidos de las regiones internas determinan el plegamiento de la proteina y
alinean a triada catalitica. Aquellos aminoacidos con propiedades parecidas,
conforman el nicleo de la estructura en diversas proteinas de esta familia (Greer,
1990).

Numerosos datos experimentales demuestran que el centro activo de las ChEs
contiene serina e histidina, las cuales forman parte de una triada catalitica. Dicha
triada catalitica estd compuesta por Ser200-His440-Glu327 en Torpedo (en humano
Ser203-His447-Glu334) (Dvir y col.,, 2010) y es responsable de la hidrdlisis del
sustrato, aumentando el caracter nucleofilico del OH de la Ser200 y facilitando la
catélisis acida. La Ser200 se sitia cerca del fondo de una hendidura de unos 20A, que
se proyecta hacia el interior de la proteina (Gibney y col., 1990; MacPhee-Quigley y

col., 1985; Schumacher y col., 1986; Sussman y col., 1991).

Segun el modelo clasico, el centro activo de la AChE estad compuesto por dos
subsitios: A) el subsitio aniénico, con carga negativa, en donde el grupo amonio
cuaternario del sustrato se fijja 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, y B) el subsitio esterdsico, con la Ser que interviene en la
separacion de colina y acetato (Wilson y Bergmann, 1950; Hasan y col., 1980). La
caracteristica mas destacable de la estructura de la AChE es la presencia de un
profundo y estrecho pasillo, de unos 20 A de longitud, que penetra en la proteina y se
prolonga en su base. Esta cavidad se denomina “pasillo 0 pozo del sitio activo”, porque
contiene la triada catalitica (Fig. 1.2). En todas las moléculas de AChE secuenciadas
hasta ahora (excepto en la anguila Electrophorus), se conservan los aminoacidos

préximos a la Ser catalitica, en particular el hexapéptido PheGlyGluSerAlaGly.

Los restos arométicos que ocupan la superficie del pasillo y las secuencias que los
flanquean, se sitian principalmente en los bucles entre las cadenas B y son
responsables de la especificidad de la AChE frente a distintos ésteres de colina, asi
como frente a inhibidores selectivos. Dichos restos contribuyen a la unién del ligando,
creando un microambiente de anillos arométicos (la llamada “guia aroméatica”) que

facilita la difusion del sustrato desde la entrada del pozo al fondo, donde se aloja la Ser
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catalitica (Sussman y col., 1991). Sin embargo, en el hueco homoélogo de la BuChE

s6lo hay 8 restos aromaticos, en lugar de 14 como en la AChE (Harel y col., 1992).

En el canal por donde accede el sustrato hay algunos restos &acidos, entre los que
se encuentran Asp276 y Glu278 en la parte superior, formando parte de un sitio
periférico, Asp72 (Asp74 en humanos) en el dominio del subsitio aniénico y Glu199 en
la parte mas interna, en el subcentro esterasico. De esta forma, se genera un
poderoso campo electrostético desde la boca del canal que proporciona la fuerza para
conducir a la ACh al fondo del canal, donde mas tarde se reorienta para quedar

perfectamente acoplada al centro activo con la ayuda de los grupos aromaticos.

Parece ser que en la interaccibn AChE-ligando, el grupo amonio cuaternario de la
ACh entra en contacto directo con el anillo indol del Trp84 de la enzima. Este resto se
ha conservado en todas las ChEs y forma parte del sitio de union a la colina o subsitio
anionico, donde estabiliza un intermedio tetraédrico gracias a la interaccion favorable
entre los electrones 1 y el amonio de la colina (Shafferman y col., 1992a). Por su
parte, los restos Phe288 y Phe290, que forman parte del subsitio esterasico, orientan
sus cadenas laterales hacia el sitio de union del sustrato, delimitando el “hueco de
acomodo del resto acilo” en torno a la Ser200. Asi, la Ser200 queda perfectamente
alineada para el ataque nucleofilico al carbonilo de la ACh. Para que la reaccién
ocurra, el anillo imidazolico de la His440 exalta el caracter nucleofilico del hidroxilo de
la Ser catalitica. El efecto polarizante del anién carboxilato del Glu327, unido por
puente de hidrogeno a la His440, facilita el proceso. En cuanto a la desacilacion
(recuperacion de la enzima por hidrolisis del intermedio acetil-enzima) seguramente

transcurre por inversion de las etapas anteriores.

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. Esta interaccion es notable en el sitio periférico, donde mutaciones en esta
region 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 dinamicos de la estructura proteica y no por una
adaptacion fija entre el centro activo y sus ligandos segun la hipotesis de “llave y

cerradura” (Morel y col., 1999).

Los datos concuerdan con las propuestas teéricas basadas en la dinamica proteica,
las cuales sugieren la existencia de una ruta alternativa, denominada “puerta trasera”
(del inglés “back door”), por la cual la colina abandonaria el centro activo evitando
cualquier problema de trafico con la entrada de sustratos a lo largo del pasillo catalitico

(Gilson y col., 1994; Kronman y col., 1994). Pese a los detractores de esta propuesta,
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los ensayos de inhibicion con anticuerpos monoclonales y los experimentos de
simulacion apoyan esta hipétesis (Simon y col., 1999). Al estudiar como diferentes
ligandos abandonan el centro activo de la AChE de Torpedo se observa que los

ligandos pequefios y apolares como el idbn amonio y el metano salen por varias rutas.

La ruta principal es a través del pasillo catalitico; otra salida es por la puerta trasera
cerca del Trp84, y la tercera es la ruta lateral, situada a 45° de la salida principal. En
cuanto a los ligandos grandes (metilamonio) o polares (acido acético) salen por la via
principal, pero el tetrametilamonio y el neopentano (muy voluminosos), asi como el ién
acetato (pequefio) quedan atrapados en el hueco catalitico durante el tiempo de la

simulacion.

Figura 1.2. Estructura tridimensional de AChE. El modelo de cintas muestra la localizacion
del centro activo (AS), el sitio aniénico periférico (PAS), los puentes disulfuro (verde) y los sitios
de N-glicosilacion (en varillas, con atomos de oxigeno y nitrégeno en rojo y azul). El bucle Q

Cys69-Cys96 esta indicado en naranja. Tomada de Bourne y col, (2006).

Se ha propuesto que AChE tiene otra region, el sitio anionico periférico (PAS), del
que carece la BUChE. Este esta situado en la superficie de la proteina, cerca de la
entrada del pasillo catalitico y engloba diferentes sitios de unién para activadores e

inhibidores alostéricos (Bourne y col., 2003). El PAS colabora en la union de sustratos
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con carga positiva, y en su posterior orientaciéon hacia el centro activo, formando
dipolos electrostaticos entre restos de la proteina cargados negativamente y el
sustrato catidnico. Esta region parece que también esta implicada en el fenébmeno de

inhibicién por exceso de sustrato.

En la AChE humana los aminoacidos que conforman el PAS y que son cruciales en
la fijacidn de ligandos al sitio periférico, son: Trp286, Tyr72 y Tyrl24 (Trp279, Tyr70y
Tyrl21 en Torpedo). Se cree que existe cierta comunicacion entre el PAS y el centro
activo de la AChE; numerosas pruebas apoyan que en la conexion participa el Asp74
(Asp72 en Torpedo), dado que interviene en procesos que ocurren en ambos sitios de
la molécula. También es posible que el Asp74, cercano a la boca de la hendidura
catalitica, informe al centro activo de la ocupacion del sitio periférico mediante el resto
Tyr331 (Tyr334 en Torpedo), al que se une por puente de hidroégeno, y que sea éste
altimo el que transmita la informacion al aminoacido Tyr337 (Phe330 en Torpedo). La
Tyr 337 se localiza en el subsitio hidrofébico del centro activo y su rotacion, impulsada
por el movimiento de Tyr431, impide el acceso de otros ligandos al sitio activo
(Shafferman y col., 1992b; Ordentlich y col., 1993; Barak y col., 1994).

Asi mismo, la capacidad del PAS para ligar cationes podria explicar la dependencia
de la hidrdlisis de ACh con la fuerza idnica del medio, a través de variaciones en Key Yy
Km para la AChE que podrian ser importantes para su funcién fisiolégica en las
sinapsis (Berman y Nowak, 1992). También se ha propuesto la implicacién del PAS en
las asociaciones proteicas heterdlogas que ocurren en los procesos de sinaptogénesis
y neurodegeneraciéon. La capacidad de unir ligandos en el PAS, que tiene la AChE
pero no la BuChE, puede ser de gran utilidad para disefiar nuevos compuestos
capaces de inhibir a la AChE en mayor o menor medida, sin afectar a la BUChE (Lewis
y col., 2002). De esta manera se podria optimizar la disponibilidad de acetilcolina y la

respuesta de los receptores colinérgicos.

De la similitud entre los sitios activos de AChE y BUuChE 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 nimero de aminoacidos parecido,
muchos de los cuales se han conservado. La mayoria de las diferencias entre la
BuChE humana y la AChE de Torpedo se limitan a los residuos que recubren el hueco
catalitico, donde varios restos aromaticos han sido reemplazados por otros de tipo
hidrofébico en la BUChE; al hueco de unién al resto acilo, con las sustituciones de
Phe288 y Phe290 de la AChE por Leu286 y Val288 en BuChE, respectivamente; y a la
conformacion de dicho hueco, lo cual permite alojar sustratos artificiales voluminosos y

de diferente naturaleza en la BUChE (Masson y col., 1998; Nicolet y col., 2003). Sin
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ninguna prueba concluyente sobre la existencia de un sitio aniénico periférico en la

BuChE, todo indica que el mecanismo de catélisis es esencialmente el mismo para

AChE y BUChE, salvo en lo referente a la regulacion por el PAS.

1.6. Inhibicién de las colinesterasas

La existencia del sitio anidnico periférico se puso de manifiesto al comprobar que la
union de la AChE con el inhibidor reversible propidio no impedia la union simultanea
de otros inhibidores al sitio catalitico, lo que llevdé a pensar que quizas este sitio
periférico podria estar relacionado con el fendbmeno de inhibiciobn alostérica que
manifiesta la AChE (Taylor y Lappi, 1975).

Los organofosforados (DFP y ecotiopato), organosulfatos (dimetoxona) Yy
carbamatos (fisostigmina y prostigmina) se encuentran entre los inhibidores
irreversibles (0 muy lentamente reversibles) de AChE y BuUChE. Los intermedios
fosfato entre estas enzimas y los organofosforados son estables frente a la hidrdlisis,
con vidas medias entre pocas horas y varios dias. Los intermedios con carbamatos y

sulfonatos son mas inestables.

Entre los inhibidores reversibles de AChE figuran el edofronio y la tacrina, que
ocupan el subsitio aniénico, mientras que los ligandos bis-amonio cuaternario,
decametonio y BW284c51 (Fig. 1.3), con grupos amonio separados unos 14A, se fijan
a la vez al centro anionico principal y al periférico, e impiden el acceso de otros
inhibidores a cualquiera de ellos (Berman y col., 1980). La unién del BW284c51 a la

AChE de Torpedo se muestra en la Figura 1.4 .

Las fasciculinas son péptidos pertenecientes a la familia de a-neurotoxinas de
serpiente. Estas no ocluyen completamente el acceso del ligando a la Ser del centro
activo, sino que se unen al sitio periférico para impedir la catalisis (Bourne y col., 1995;
2003)

2. GENETICA DE LAS COLINESTERASAS

2.1. Estructura de los genes

El nidmero de genes que codifican las colinesterasas varia en funcion del
organismo. Mientras que la mayoria de los invertebrados poseen un solo gen para
AChE como ocurre en Drosophila (Fournier y col., 1992), en el mosquito Culex y en el
cefalocordado Amphioxus hay dos (Sutherland y col.,, 1997), y en el nemétodo

Caenorhabditis elegans hay cuatro genes, que codifican moléculas activas pero se
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Figura 1.3. Inhibidores de AChE.

La inhibicion de AChE por fisostigmina, prostigmina,

edrofonio y tacrina se debe a su capacidad para unirse al sitio aniénico del centro activo. En

cambio, el propidio interacciona con el centro aniénico periférico (PAS). Los compuestos

bis-cuaternarios decametonio y BW284c51 pueden fijarse a los dos centros aniénicos.
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Figura I.4. Union de acetilcolinay BW a la AChE.  Se muestran dos modelos moleculares de
la AChE de Torpedo (ahora llamado Tetronarce californica) obtenidos por difraccién de rayos X.
A) Estructura de AChE unida a ACh, en verde (PDB ID: 2ACE; 2,5 A de resolucion) (Raves y
col., 1997). B) AChE unida a BW284c51, en azul turquesa (PDB ID: 1E3Q; 2,8 A) (Felder y col.,
2002). C) Solapamiento de ambas estructuras, mostrando por simplicidad solo la cadena
polipeptidica de la estructura 2ACE. En las tres figuras la proteina aparece en modelo de
cintas, con las hélices en rosa y las hebras 8 en amarillo. La acetilcolina y el BW aparecen
ambos en modelo espacial excepto en la Fig. C, donde se muestran como bolas y varillas para
mostrar su solapamiento. Los aminoacidos de la triada catalitica estdn en modelo espacial en
su color estandar: Ser200 en naranja, His440 en violeta y Glu327 en rojo. Tres residuos del
PAS (Tyr70, Tyrl21 y Trp279) se ven como bolas y varillas, en azul oscuro y violeta claro. Se
observa como el sustrato ACh se une al centro activo, mientras que el BW es un inhibidor
biscuaternario que se une a la vez al centro activo y al PAS. El solapamiento se obtuvo con
StrucAlign, una herramienta del PDB RCSB (www.rcsb.org/pdb), y la visualizacién se preparo

con Jmol (www.jmol.org/).
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diferencian en ciertas propiedades, como la Km y la sensibilidad a eserina (Arpagaus y
col., 1998; Grauso y col., 1998; Combes y col., 2001).

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, como se vio poco después que ocurre en humano (Soreq y col., 1990) y en ratén
(Rachinsky y col., 1990; Li y col., 1991). Posteriormente, se identificaron en pollo dos
clases de subunidades de 100 KDa y 110 KDa, que representan los productos de

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 BCHE (Soreq y Zakut, 1993; Radic y col., 1994).
Ambos genes muestran una organizacion similar en exones e intrones, pero difieren
en la composicién de nucleétidos; ACHE es rico en pares guanina-citosina (G+C),
mientras que BCHE lo es en adenina-timina (A+T) (Chatonnet y Lockridge, 1989;
Chatonnet y Jbilo, 1991). Probablemente la duplicacién del gen ancestral que origind
los genes ACHE y BCHE ocurrié antes de la evolucion de los primeros vertebrados
(Soreq y col., 1990; Taylor, 1991); y a la duplicacion debié seguir un proceso de
divergencia, de acuerdo con la expresion especifica del tejido o del estadio de
desarrollo. Esta divergencia se tradujo en cambios en la composicion de bases, para
acomodarse a las regiones genomicas que incluyen los genes de ACHE y BCHE
(Chatonnet y col., 1991). Existe una ChE en el pez teledsteo Oryzias latipes que es
diferente a la AChE o BUChE de los vertebrados y que podria considerarse una forma
de transicion entre las dos (Pezzementi y col., 2011). La identificacion de los dos
genes distintos en todos los vertebrados sugiere que ambos productos proteicos son

importantes para su supervivencia, y que desarrollan funciones distintas.

El gen humano de AChE se localiza en el cromosoma 7 (region q22) (Ehrlich y col.,
1992; Getman y col., 1992) y el de BUChE en el cromosoma 3 (3g26) (Gnatt y col.,
1991).

El gen ACHE humano (7 Kb) incluye 6 exones y 4 intrones. El exdn 1 clasico no se
traduce; los exones 2, 3, y 4 (4,5-4,7 Kb) aportan toda la informacién necesaria para
generar una proteina cataliticamente activa. El ensamblado alternativo de los exones 5
y 6, en el extremo 3’, da lugar a varios mRNA cuyos productos proteicos difieren en el
extremo C-terminal. La region C-terminal es la principal responsable del polimorfismo
molecular de AChE. Como resultado de los distintos modos de procesamiento del
transcrito primario, las subunidades de AChE pueden ser subunidades T, H, R 0 S,

segun sea su péptido C-terminal, como se discute mas adelante (apdo. 2.3). El
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dominio C-terminal no es necesario para la actividad catalitica, pero decide la
capacidad de oligomerizacion y el destino final de los oligdbmeros (Maulet y col., 1990;
Grisaru y col., 1999b; Legay, 2000; Massoulié¢, 2002). El uso de distintos promotores
da lugar a variantes en 5’ del mRNA de AChE con distintos exones E1 (Ele, Elc y
Ela, en humanos). Los mRNA con Ele generan subunidades N-extendidas (Meshorer
y Soreq, 2006).

El gen BCHE (73 Kb) es mucho mayor que el de AChE, y esta formado por 4
exones. El segundo exdn contiene la mayor parte de la secuencia codificadora (83%) y
codifica el extremo N-terminal y el centro activo; el exon 3 es de pequefio tamario, y el
exén 4 codifica el extremo C-terminal. Ademas, el gen presenta tres intrones: el
intron 1, de pequefio tamafio (6,5 Kb), y los intrones 2 y 3 de unas 32 Kb cada uno
(Arpagaus y col., 1990; Gnatt y col., 1991). A diferencia de AChE, existen un gran
namero de variantes alélicas de la BuChE humana, que difieren en su actividad,

estabilidad o produccién enzimatica (Lockridge, 1990).

2.2. Elementos de control

La variedad de moléculas de AChE estan codificadas por un Unico gen en especies
como Drosophila (Hall y Spierer, 1986), Torpedo (Schumacher y col., 1986; Sikorav y
col., 1987; Maulet y col., 1990), rata (Legay y col., 1993a), raton (Li y col., 1991) y
humano (Soreq y Zakut, 1990b).

Una vez establecida la existencia de un solo gen para AChE en vertebrados, se
propuso la existencia de distintos elementos que regulan su expresion en distintos
tejidos y tipos celulares y que son responsables, en parte, de la diversidad de formas
moleculares. El promotor de ACHE incluye una region de 596 pares de bases esencial
para la expresion del gen en tejidos sanos, y posee secuencias consenso para la
union de varios factores de transcripcion, incluyendo secuencias de reconocimiento
para factores de transcripcion propias de genes que se expresan en los tejidos
muscular y nervioso, en células hematopoyéticas, y durante el desarrollo embrionario.
Por tanto, incluye secuencias que se corresponden con la abundancia de AChE en

ciertos tejidos (Getman y col., 1992; Ben Aziz-Aloya y col., 1993b).

El promotor incluye motivos consenso para AML1/Runxl, un factor asociado a la
leucemia (Perry y col., 2002) y para c-fos, otro factor de transcripcion que regula la
expresion del gen ACHE bajo condiciones de estrés (Kaufer y col., 1998). A unas 17
Kb aguas arriba del sitio de inicio de la transcripcion de ACHE, hay un dominio
potenciador distal con sitios de uniébn a factores osteogénicos, tales como el

17-B-estradiol y la 1,25-dihidroxivitamina D3, dos sitios adyacentes de union a HNF33,
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un elemento de respuesta a corticoides y sitios de unién para NF-kB, c-fos y C/EBP
(Shapira y col., 2000). El control transcripcional de la produccién de AChE depende
también de un potenciador interno, situado en el primer intrdbn, que posee sitios
consenso de union para AP2, SP1, NF-kB y GATAL (Chan y col., 1999). Todas estas
areas en el locus ACHE estan consideradas como controladores potenciales de la
expresion del gen ACHE en tumores cerebrales. También posee secuencias
asociadas con la expresion génica especifica del masculo (factor MyoD) y motivos
Zeste, GAGA y USF conocidos como sitios de reconocimiento de factores de
transcripcién, propios de genes inducidos durante el desarrollo embrionario (Ben Aziz-
Aloya y col., 1993b). La Figura I.5.A muestra los sitios de unién para algunos factores

de transcripcion que regulan la expresion del gen ACHE.

A
MyoDSpl AP2 NFxB Spl MyoD
2245 W WW, v ¢ v
L
CRE Exon 1
B Distal Proximal
2250 CCAAT TATA CCAAT ATG
2 -1
[ | [ ﬂ ﬂlnlr0m1 ﬂ |
Exon 1 Exon 2

Figura 1.5. Sitios de unidn de factores de transcri  pcién en el locus de AChE. En la figura
A) se muestran los motivos de unién de algunos factores de transcripcion localizados en
distintas areas del gen ACHE. Tomada de Siow y col. (2002). En B) se muestra uno de los
sitios implicados en la regulacién de la expresion de la AChE por calcio, el sitio CCAAT distal.

Tomada de Zhu y col. (2007a). Con permiso de Elsevier.

Por otro lado, diversos factores de transcripcion hematopoyéticos tienen sitios de
unién en el promotor de AChE, tales como STAT5. Este, junto con el receptor de
glucocorticoides, participa en la modulacion de la induccion transcripcional (Chida y
col., 1998; Pfitzner y col., 1998; Batshake y col., 1999; Fuller y Zhang, 2001).
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2.3. Ensamblado alternativo de exones

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

importante nivel de control de la expresion de la AChE en los tejidos.

La estructura primaria de la subunidad catalitica madura de las ChEs esta
constituida por un dominio comun grande, de unos 540 amino&cidos, seguido de una
region C-terminal pequefia y variable, muy importante por su papel en la
oligomerizacion de las subunidades y en el destino celular de la proteina. Esta region

C-terminal varia segun sea el procesamiento del transcrito primario.

El procesamiento postranscripcional del mRNA de la AChE depende del tipo celular
y del grado de desarrollo del tejido. Los procesos de corte y union alternativa para dar
los MRNA maduros, junto a los cambios postraduccionales, como glicosilacién, adicion
de glicosilfosfatidilinositol (GPI), oligomerizacion de las subunidades cataliticas y/o
adicion de subunidades estructurales, son responsables en gran medida de la
diversidad de formas moleculares de las ChEs, su localizacion subcelular y, por tanto,
su funcioén fisiolégica. En mamiferos y Torpedo se han hallado tres tipos de mRNA de
AChE diferentes, denominados transcritos T, H y R, que se originan por distintos

modos de procesamiento en la zona 3’ del mensajero primario de AChE (Fig. 1.6).

El transcrito T (del inglés tailed, también llamado S, de synaptic) lleva los exones
(E1)-E2-E3-E4-EB6, ya que el exdn E4 se une directamente al exén E6, por eliminacion
de la secuencia que los conecta, 14-E5. Al eliminar el intron 14 y el exén E5, en el
extremo C-terminal aparece una regidbn de 40 aminoacidos (41 en BuChE)
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. El péptido T aporta
propiedades hidrofébicas a la proteina, asi como la capacidad de tetramerizacion,
mientras que en la dimerizacién interviene una zona comun para las subunidades H y
T. Las moléculas de AChE con subunidades T se localizan principalmente en cerebro

y musculo de mamifero.

Las subunidades AChE-T generan mondémeros y dimeros anfifilicos (G, y G,"),
tetrameros anfifilicos (G,") y tetrameros no anfifilicos (G,"*) (Bon y Massoulié, 1997).
También producen las asociaciones heteroméricas de tetrameros de AChE con la
subunidad colagénica Q (ColQ) (moléculas asimétricas o con tallo de colageno) o con
una subunidad de anclaje a la membrana rica en prolina (PRIMA, del inglés

Proline-rich membrane anchor), dando moléculas ancladas a la membrana.
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El mRNA con (E1)-E2-E3-E4-E5-(E6), el transcrito H (de hydrophobic, también
llamado E, de erythrocytic), genera las subunidades H que forman los dimeros
anfifilicos de tipo I. Estos dimeros son capaces de fijarse a la membrana plasmatica de
células hematopoyéticas y otras células a través de un resto de glicosilfosfatidilinositol
(GPI). En mamiferos, aunque el exén E6 permanece unido al E5 no se traduce, ya que
la secuencia E5 contiene un coddn de terminacion. La region C-terminal hidrofébica de
las subunidades H (de 31 amino&cidos en humanos) contiene una o dos cisteinas
préximas al dominio catalitico, que establecen uniones intercatenarias por puente
disulfuro, y una sefial para la sustitucion enzimética de parte del péptido (29 restos)

por un resto GPI en el reticulo endoplasmético (Turner, 1994).

AChE BuChE
 Tkb - : ‘ 70 kb
1 2 ) 3 4 5 6 exones 1 2 3 4
DNA I | Wl 1 I [ | I [ ]
Promotor T 2 I intrones ~ 1' 2 3
1 2 34 5 1 2 345 6 1 2 1 2 34
rvan [IEREL [ IIEEL [ IIEFEI I
” e ———
Proteina Subunidad R Subunidad H Subunidad T Subunidad T

Figura 1.6. Estructura de los genes de las colinest erasas de mamiferos. El esquema
muestra las subunidades de AChE obtenidas por ensamblado alternativo del transcrito
primario. Los exones comunes 2, 3 y 4 (de color rojo) poseen la informacién necesaria para
generar un polipéptido cataliticamente activo, los exones alternativos (5 o 6) y el pseudointréon
14 (en diferentes colores) proporcionan la regidn C-terminal responsable de las propiedades
hidrodindmicas de la subunidad y del modo de anclaje a las membranas. Los intrones se
muestran de color blanco, a excepcion del pseudointron 14. Se acepta que todas las formas
moleculares de BUChE derivan de un solo transcrito. La figura no recoge la variabilidad en 5,

debida a distintos exones 1. Véanse Massoulié (2002) y Meshorer y Soreq (2006).

El péptido H contiene un sitio de corte denominado w, que se convierte en el resto
C-terminal de la proteina madura y que esta localizado aguas arriba de una secuencia

hidrofébica. La falta de homologia entre los péptidos H de la AChE de Drosophila,
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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, 6rgano
eléctrico) y de mamiferos, siendo su localizacion mas caracteristica las células
hematopoyéticas, donde degrada cualquier resto de acetilcolina presente en la
corriente sanguinea. No obstante, las formas H se han detectado en muchos otros
tejidos. De hecho, en muchos tejidos periféricos las formas mas abundantes de AChE
son las formas ligeras, es decir, dimeros y monémeros. Ademas, moléculas con
subunidades H ancladas por GPI son la forma de AChE Unica o predominante en
muchos organos periféricos (distintos del sistema nervioso o del masculo), como rifién
(Mufoz-Delgado y col., 2010), colon humano (Montenegro y col., 2006) y en higado de
ratdbn (Gémez y col., 2000). Los transcritos H y su proteina producto, la AChE con

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

Encontramos un tercer tipo de mRNA, el transcrito R (de readthrough), en Torpedo
(Sikorav y col., 1988), en mamiferos (Legay y col., 1993a) y en varias lineas celulares
tumorales (Karpel y col.,, 1994; 1996). Este mensajero conserva la secuencia
pseudointrdnica 14 situada en el extremo 3’ a continuacién del exén E4, seguida de los
exones E5 y E6, quedando un mMRNA maduro con la composicion
(E1)-E2-E3-E4-14-(E5)-(E6). La secuencia codificadora incluye una parte de 14, donde
un codon de parada sefiala el final de la traduccion. El extremo C-terminal de la
subunidad R consta de 30 aminoacidos (péptido R o ARP) y carece de Cys que le
permitan formar dimeros por enlace disulfuro. Al parecer la subunidad R no tiene
secuencias hidrofobicas para interaccionar con los fosfolipidos de las membranas. Sin
embargo, la inmunodeteccion con antisueros contra la AChE-R han revelado que la
proteina R no sélo se halla como mondmeros sino también como oligdbmeros y que la
cantidad de AChE-R disminuye y la de AChE-T aumenta en el LCR de pacientes con
Alzheimer (Grisaru y col., 2001; Darreh-Shori y col., 2004).

Se ha observado una sobreexpresién de transcritos R en el 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. Sus estudios
sugieren el posible uso clinico del péptido ARP para el mantenimiento y expansion
ex vivo de las células sanguineas progenitoras (Mor y col., 2001; Deutsch y col., 2002;
Grisaru y col., 2001).
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Ademéas se ha descrito que la AChE-R esta implicada en la adquisicion de la
memoria a largo plazo en neuronas del hipocampo, tras un periodo de agresion
intensa (Nijholt y col., 2003). Parece ser 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
moderado aumentan los niveles de AChE-R y PKCBII. Estos resultados sugieren que
la AChE-R podria regular la funcionalidad de la PKCBII neuronal (Birikh y col., 2003).

En ciertas serpientes (Bungarus, Naja, etc.) se ha identificado un cuarto mRNA, el
transcrito S (soluble o snake). En Bungarus fasciatus, el Unico gen ACHE carece de
exén E5, conserva el E6 e incluye otro exén, llamado S, aguas abajo del E6. El exon S
codifica un dominio C-terminal hidrofilico, con unos 15 aminoacidos y sin cisteinas
(Cousin y col., 1998). El transcrito S se expresa en las glandulas productoras de
veneno, aunque también en el higado y musculo y genera mondmeros solubles de
AChE (Cousin y col., 1996). Durante la maduracién postraduccional, se eliminan los
ultimos 8 restos del péptido S, tal vez inmediatamente antes de la secrecion. La
presencia de moléculas de AChE-S en los venenos de serpientes hizo pensar que el
exon S surgid para la expresion de AChE en contextos diferentes de las sinapsis, lo
gue apoyo la existencia de las funciones no colinérgicas de AChE (Cousin y Bon,
1997).

El procesamiento postraduccional y el destino subcelular de las moléculas de AChE
vienen determinados principalmente por los dominios C-terminales. Asi, los diferentes
tipos de subunidades se expresan de manera especifica en distintos tejidos y tipos
celulares. En mamifero adulto, las células sanguineas (eritrocitos, linfocitos y, segun la
especie animal, plaquetas) producen principalmente AChE-H, mientras que los tejidos
nerviosos central y periférico, y los masculos expresan subunidades AChE-T (Toutant
y Massoulié, 1988; Legay y col., 1993b). Ademas, en funcion de la especie animal, la
expresion de los diversos tipos de subunidades difiere notablemente en los tejidos; por
ejemplo Drosophila contiene AChE-H en su sistema nervioso y Torpedo posee
AChE-H en sus musculos, mientras que los mamiferos expresan subunidades AChE-T

en ambos tejidos.

La complejidad del polimorfismo de la AChE es aln mayor ya que, ademas de las
variantes de mRNA que se diferencian por su extremo 3’ y, por tanto, producen
subunidades con distintos extremos carboxilo terminales, también se distinguen varios
tipos de transcritos segun sea su extremo 5’, el que codifica el extremo amino de la
proteina (Meshorer y col., 2004). Existen 3 exones E1 en humanos y 5 en raton.

Aungue la mayoria de estos exones producen soélo regiones no traducidas (UTRs), uno
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de ellos (Ele en humanos) da lugar a una proteina que posee un extremo N-terminal
extendido, denominada N-AChE, y cuya expresion esta regulada en el desarrollo y/o
en la respuesta al estrés (Meshorer y Soreq, 2006). Dadas las diferentes
combinaciones alternativas en 5’ y 3’ son posibles 12 mRNAs distintos en humanos (si

incluimos la posible eliminacién de un intrén criptico en E5), y unos 15 en raton.

Parece ser que esta extension N-terminal sirve como un dominio transmembrana, lo
que permite a la AChE unirse a la membrana sinaptica (Meshorer y Soreq, 2006) o a
otras membranas celulares (Montenegro y col., 2017). Asi, el extremo N-terminal de la
N-AChE humana permite a la AChE-T o a la AChE-R monoméricas atravesar la
membrana, confiriendo funciones fisioldgicas sobre su dominio citoplasmético
(Meshorer y col., 2004). El acoplamiento directo de la AChE a la membrana sinaptica
explicaria su presencia en regiones cerebrales que carecen de la subunidad de anclaje
a la membrana rica en prolina (PRiMA), necesaria para anclar los tetrameros de la
AChE-T a la membrana sinaptica (Perrier y col., 2002; 2003).

Por otro lado, los analisis secuenciales han revelado que este extremo N-terminal
de AChE incluye mudltiples sitios de interaccion proteina-proteina. Entre ellos se
encuentra un dominio de interaccion SH3, asi como sitios de unién a GSK3 (una
gquinasa asociada a ciclina G), lo cual indica la participacién de variantes N-AChE en la
via apoptética. Se ha visto que la N-AChE-T causa la muerte celular y alteraciones
morfoldgicas en los cultivos cerebrales, activando una via apoptética que incluye la

activacion de GSK3, Bax y caspasas (Toiber y col., 2008).

La elevada homologia en las secuencias de los genes ACHE y BCHE sugiere que
ambas enzimas desarrollan funciones fisiolégicas parecidas. El gen ACHE tiende a
replicarse y transcribirse en las etapas tempranas del ciclo celular e incluye un dominio
atenuador rico en G+C, implicado en el control de su propia transcripcién. Sin
embargo, el gen BCHE lleva secuencias codificadoras para aumentar la expresion

durante la division de las células (Soreq y col., 1990).

Se sabe poco sobre el procesamiento del gen BCHE. Los resultados descartan la
formacion de varios transcritos por ensamblado alternativo de exones, por tanto, se
admite que todas las formas moleculares de BuChE proceden de la subunidad T, el
producto del Unico transcrito. Parece ser que la oligomerizacion de las subunidades de
BuChE esta regulada por proteinas que se expresan en tejidos especificos. Asi,
cuando se inyecta mRNA para BUChE (transcrito in vitro) en ovocitos de Xenopus se
forman dimeros, mientras que en el tejido de origen (cerebro y musculo humanos), el
Mismo mensajero proporciona varias formas moleculares (Dreyfus y col., 1989; Soreq
y col., 1989).
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En humanos se han identificado distintas variantes alélicas naturales del gen
BCHE, como resultado de mutaciones puntuales (Furtado-Alle y col., 2008; Parmo-
Folloni y col., 2008; Jensen y col., 1995). Estas variantes difieren en la actividad de la
enzima, estabilidad e, incluso, en la cantidad de proteina producida. Asi, se ha visto
gue en la variante silenciosa de BUChE Ala328Asp, el carboxilato del Asp328 puede
formar enlaces io6nicos con la Lys339 o puentes de hidrogeno con la His438,
dificultando la unién de sustratos catidnicos al centro catalitico y convirtiéndose en una

variante no activa cataliticamente (Lushchekina y col., 2016).

3. EORMAS MOLECULARES DE LAS COLINESTERASAS

3.1. Introduccion

La extraordinaria diversidad molecular que muestran las ChEs procede de cambios
a nivel genético, transcripcional, postranscripcional y postraduccional. Estos van a
determinar su localizacion y funcion en las sinapsis colinérgicas y en regiones no
sinapticas.

La variedad de moléculas de AChE y BuChE que podemos encontrar en los tejidos
y fluidos bioldgicos resulta de la asociacion de un nimero variable de subunidades
cataliticas idénticas entre si (entre 1 y 12), que pueden presentarse como monémeros
0 como homo-oligbmeros, pero también pueden unirse a proteinas estructurales,
dando lugar a hetero-oligdmeros. Cada molécula de AChE y BuChE corresponde a
una forma molecular, siguiendo 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 que no se interconvierten
de manera espontanea (Massoulié y Bon, 1982). Algunos autores utilizan el término de
“isoenzima” para referirse a las formas moleculares de las ChEs, pero segun la
IUPAC, dicho término se aplica a proteinas oligoméricas cuyas subunidades proceden

de genes distintos y que por tanto, difieren en la secuencia polipeptidica.

La subunidad catalitica de AChE tiene una masa molecular que varia entre 70 y
80 KDa, aunque en algunos casos alcanza los 100-110 KDa, como ocurre con la
AChE de cerebro de pollo (Rotundo, 1984b). Algunas de las formas moleculares
poseen una subunidad de anclaje no catalitica que puede ser colagénica (subunidad
ColQ o Q) o hidrofébica (subunidad PRIMA o P). Se denominan formas homoméricas
las que sblo presentan subunidades cataliticas, y formas heteroméricas las que

ademas contienen subunidades estructurales (Massoulié y col., 1993a).
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Aunque todas las formas moleculares tienen las mismas propiedades cataliticas,
difieren en la solubilidad, interacciones ibnicas o hidrofébicas y restos de
carbohidratos, ademas de en sus propiedades hidrodindmicas y estructura cuaternaria
(factor que determina la localizacién celular, segun Massoulié (1982). En base a estas
diferencias, existen diversos medios para separar los componentes moleculares de
AChE y BuChE tras la homogenizacion de los tejidos, tales como la sedimentaciéon en
gradientes de densidad de sacarosa, la cromatografia de exclusiébn en gel, y la
electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones no desnaturalizantes (Bon y
col., 1991).

Las moléculas de AChE y BuChE se clasifican en dos grupos diferentes: el de las
formas globulares (G) y el de las formas asimétricas (A) y se nombran como G o A,
mas un subindice que indica el nimero de subunidades cataliticas. Las formas G
pueden ser mondémeros (G;), dimeros (G,) o tetrdmeros (G,;) de subunidades
cataliticas. Las formas G, pueden presentarse como moléculas homoméricas o
moléculas heteroméricas con la subunidad hidrofébica PRIMA. Las formas A son todas
heteroméricas y contienen uno, dos o tres tetrameros cataliticos (A4, As Y A1)
asociados a un tallo colagénico (subunidad ColQ) (Bon y col.,, 1979; Toutant y
Massoulié, 1987). En la Figura .7 se muestran las principales formas moleculares de
AChE.

La heterogeneidad estructural de AChE y de BUChE en vertebrados es parecida, ya
gque a cada forma molecular de AChE le corresponde otra de BuChE (Massoulié y Bon,
1982; Silman y Futerman, 1987; Chatonnet y Lockridge, 1989; Massoulié y col.,
1993b).

Cada forma molecular de AChE (o BUuChE) se identifica por su coeficiente de
sedimentacion (una medida de su velocidad de migracién durante una centrifugacién),
siendo el de cada forma de AChE ligeramente menor que el de la forma
correspondiente de BUChE. No se han observado diferencias apreciables en dicho
coeficiente entre las formas de AChE (o BUChE) extraidas de distintos tejidos del

mismo organismo o de distintos organismos.

Dado que el estado de asociacion molecular es el responsable en gran medida de
la localizacion celular, el polimorfismo estructural de las ChEs servird para facilitar el
transporte, la localizacion y la asociacion estable de las enzimas en su sitio funcional.
No parece que la variabilidad estructural represente una ventaja cinética, puesto que la
actividad hidrolitica de los centros activos es independiente del nimero y de la

organizacion de las subunidades, hecho que se ve reforzado por la falta de
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cooperatividad entre las subunidades de los oligdmeros (Vigny y col., 1978; Viratelle y
Bernhard, 1980).

La distribucion de las formas moleculares en una misma especie animal difiere

mucho de un tejido a otro, hasta el punto de que cada tejido tiene una composicion

Gen de la AChE humana

Pr 1 2 3 4
v v R 4
ARNm tipo R ARNm tipo H ARNm tipo T
1 2 3 44 5 6 1 2 3 4 5 6 3 4 6
(Wi I L] l I I [ T | ‘
Subunidad R Subunidad H Subunidad T

Anfifilicas de tipo | Anfifilicas tipo IIl: G,*, G,*, G,*
Hidrofilicas: G," (unidas a GPI): No anfifilicas: G,", G,", G,"

G G’ Asimétricas: A, A, A,
g 9 00C
A
G1 Anfifilicas con
PRIMA: G," Subunidad
e o estructural
GPI ColQ
\'“1 ) Q)
] e ey
A A
G’ ZWX z
Subunidad
estructural
PRiMA
Formas homoméricas F. heteroméricas

Figura I.7. Formas moleculares de las colinesterasa s. Se representa el gen de la AChE
humana, los mensajeros generados por ensamblado alternativo, y la variedad de formas
moleculares que se obtiene de cada mensajero. El criterio basico de clasificacion distingue
entre formas globulares (G) y asimétricas (A); éstas tienen una subunidad ColQ de naturaleza
colagénica. Las moléculas homoméricas tienen soélo subunidades cataliticas, mientras que las
formas heteroméricas tienen también una subunidad estructural (PRIMA o ColQ). Este
esquema no refleja la variacion debida a la presencia o no de la N-extension. Véase Massoulié
(2002; 2005).
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particular de moléculas de AChE y/o BUuChE, seguramente para satisfacer sus
necesidades funcionales especificas. En algunas patologias el patrén de formas
moleculares se altera y el cambio en su distribucion ayuda al diagndstico. Es el caso
de las distrofias musculares (Cabezas-Herrera y col., 1997), de la enfermedad de
Alzheimer (Sé&ez-Valero y col., 1997; 1999) y de la de Hirschsprung (Caussé y col.,
1987).

En cuanto a la distrofia, se sabe que los ratones distréficos Lama2dy, que son
deficientes en merosina (cadena a2 de laminina), y son por ello un modelo de distrofia
muscular congénita, presentan un importante déficit de tetrdmeros anfifilicos (G,") de
AChE y BuChE en musculo (1994b; Cabezas-Herrera y col., 1994a), asi como de los
G.* de BUChE en nervio ciatico (Moral-Naranjo y col., 2002). Estos tetrAmeros
anfifilicos contienen la subunidad estructural PRIMA, y su disminucion por la distrofia
se explica por una menor disponibilidad de esta subunidad, ya que los niveles del
MRNA para PRIMA disminuyen mucho en el nervio y especialmente en el masculo de
los ratones distréficos en comparacion con los sanos (Moral-Naranjo y col., 2010; Vidal
y col., 2013).

El patron de formas moleculares de las ChEs también se ve alterado en diversos
procesos tumorales (Vidal, 2005). Por ejemplo, en los nodulos linfaticos axilares la
metastasis de cancer de mama altera mucho el patron de formas de AChE,
produciendo la pérdida de las formas As y A; (Ruiz-Espejo y col., 2003), y los
componentes G,* de BuChE disminuyen mucho en las muestras cancerosas de

pulmén (Martinez-Moreno y col., 2006).

3.2. 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 cadenas colagénicas (ColQ).
Cada cadena puede llevar unido un tetramero de subunidades cataliticas tipo T, por lo

gue se distinguen formas A4, Ag y A1», segun lleven uno, dos o tres tetrdmeros.

El tallo colagénico es rico en hidroxiprolina e hidroxilisina (Anglister y col., 1976;
Rosenberry y col., 1980), es sensible a colagenasa y reacciona con anticuerpos contra
el coldgeno (Anglister y col., 1979). El gen de ColQ se cloné primero en Torpedo
(Krejci y col., 1991a) y después en mamiferos (Krejci y col., 1997; Massoulié, 2002).
En los tetrdmeros unidos al tallo, dos de las subunidades cataliticas permanecen
unidas entre si por enlace disulfuro dando un dimero, y las otras dos se asocian al tallo

también por puentes disulfuro (Rosenberry y Richardson, 1977). A pesar de esto, se
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ha visto que las cisteinas no son imprescindibles para la unién de las subunidades
cataliticas al tallo de coldgeno. Dicho tallo contiene dos dominios HBDs (del inglés
heparin-binding domains); ambos incluyen la secuencia consenso propia de las
proteinas que se unen a heparina (grupos de aminoacidos basicos), 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 ldmina basal, con el
objetivo de garantizar su correcta orientacion en la estructura supramolecular (Deprez

y col., 2000; Deprez y Inestrosa, 1995).

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., 1978; 1979). De ahi la necesidad de medios con alta concentracién de
sales para extraerlas de los tejidos. Esta interaccion es responsable de la asociacion
de AChE a las cubiertas extracelulares, como la lamina basal del musculo (Hall y Kelly,
1971; Lwebuga-Mukasa y col., 1976; McMahan y col., 1978). Ademas, pueden quedar
inmovilizadas en la lamina basal del musculo por interacciones covalentes con otras
proteinas, probablemente con la participacion de una transglutaminasa (Emmerling y
col., 1981). La liberacion de las formas A por heparina, dermatén sulfato y condroitin
sulfato, asi como por heparinasas y condroitinasas, sugiere un papel especifico de los

proteoglicanos en el anclaje de las formas asimétricas a la lamina basal.

Las formas asimétricas de AChE se hallan en todos los vertebrados, pero no han
sido detectadas en invertebrados, por lo que debieron aparecer en alguna etapa
temprana en la evolucién de los vertebrados, cuando adn existia un unico gen de

colinesterasas (Massoulié y col., 1993a).

En mamiferos y aves, las formas A de AChE se localizan en muasculo 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. Los 6rganos
eléctricos de Torpedo y Electrophorus son también ricos en formas asimétricas de
AChE.

El hallazgo de formas asimétricas hibridas en musculo de pollos recién nacidos, en
las que subunidades de AChE y BuChE estan unidas a un mismo tallo colagénico,
pone de relieve la similitud estructural entre ellas (1988c; Tsim y col., 1988b). Estas
moléculas hibridas desaparecen en el pollo normal adulto (Tsim y col., 1988a), aunque
permanecen en el masculo distréfico, posiblemente como restos de una organizacion

molecular primitiva.
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3.3. Formas globulares

Formas globulares son todas aquellas formas moleculares de las ChEs que carecen
de tallo colagénico. Las formas globulares son mas abundantes y estdn mas
distribuidas en los tejidos y fluidos biolégicos que las formas asimétricas,

especialmente en vertebrados (Silman y Futerman, 1987).

Constituyen un grupo heterogéneo de moléculas que se pueden agrupar segun
diferentes criterios. De acuerdo con su coeficiente de sedimentacién, encontramos
mondémeros G; (entre 3,5 y 5S), dimeros G, (5-7S) y tetrdmeros G, (9-11S). Las
formas G, de AChE y BUChE pueden ser anfifilicas o hidrofilicas, siendo anfifilicas las
gue llevan la subunidad hidrofébica PRIMA. Las variantes con PRIMA son frecuentes
en las membranas del sistema nervioso central (Inestrosa y col., 1987; Boschetti y
Brodbeck, 1996).

3.3.1. Formas globulares anfifilicas y no anfifilic as: Interacciones hidrofobicas

Las formas globulares de AChE y BUChE se pueden encontrar como variantes
anfifilicas (G*) y no anfifilicas o hidrofilicas (GM o G"). Las formas anfifilicas llevan una
region hidrofébica que permite su asociacion a los lipidos de las membranas,
liposomas y micelas de detergente. La formacion de agregados enzima-detergente
afecta al coeficiente de sedimentacidon de la proteina, en mayor o menor medida,
segun sean las propiedades micelares del detergente (Moral-Naranjo y col., 1996),
fendmeno que no ocurre con las moléculas hidrofilicas. Ademas, se han observado
cambios en el radio de Stokes y en la migracién electroforética de las moléculas
anfifilicas de AChE en condiciones no desnhaturalizantes (Garcia-Ayllon y col., 1999).
Por esto, usando distintos detergentes podemos conocer el comportamiento
hidrodindmico de una determinada forma molecular de AChE o BuChE, siendo los
detergentes méas usados para este fin el Triton X-100 y el Brij 96. La migracion 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
gue el Triton X-100 (Grassi y col., 1982; Canovas-Mufioz y col., 1990; S4ez-Valero y
col., 1993). En general, el tamafio del dominio, o del componente hidrofébico, es
mucho menor que la enzima, por lo que las moléculas anfifilicas de AChE o BUChE se
consideran ectoenzimas. Algunas formas anfifilicas pierden sus dominios hidrofébicos
por exposicién a fosfolipasas, dando moléculas cataliticamente activas, muy parecidas
en tamarfio a las originales, pero incapaces de asociarse con liposomas y detergentes
(Moya-Quiles y col., 1992).
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3.3.2. Formas globulares con subunidades AChE-H: Mo léculas Anfifilicas de
Tipo |

Se conocen dos tipos de dimeros anfifilicos (I y IlI), cada uno generado por un

MRNA maduro distinto. Los dimeros de tipo | poseen subunidades H, que llevan un
péptido C-terminal con una o dos cisteinas y una sefial para incorporar un resto de
glicosilfosfatidilinositol (GPI). Como ocurre con otras proteinas ancladas por GPI,
cuando se sintetizan las subunidades H quedan unidas por su extremo C-terminal a la
membrana del reticulo endopldsmico, pero rapidamente la GPI transamidasa corta la
proteina cerca de su anclaje a la membrana, y une un resto de GPI preformado
(fosfatidilinositol-oligosacarido-etanolamina) al nuevo extremo carboxilo terminal, por
enlace amida (Bon y col., 1988). El fosfolipido confiere propiedades anfifilicas a las
moléculas, de modo que les sirve de anclaje. Cada resto de GPI contiene etanolamina,
por la que se une a la cadena polipeptidica; un glicano con 4 monosacéaridos de
composicion variable (Toutant y col., 1990), y fosfatidilinositol, cuyos restos de acidos

grasos saturados e insaturados quedan incluidos en la membrana (Fig. 1.8).

Se han localizado formas anfifilicas G, tipo | en eritrocitos y linfocitos de mamiferos
(Low y Finean, 1977; Roberts y Rosenberry, 1985; Gomez y col., 2003; Nieto-Ceron,
2004; Nieto-Ceron y col., 2005), 6rgano eléctrico de Torpedo (Futerman y col., 1983),
musculo de Xenopus (Inestrosa y col., 1988), rifién, higado y timo de rata (Futerman y
col.,, 1983) y ratén (Gomez y col., 1999; Nieto-Cerén y col., 2005), y en musculo
esquelético y cardiaco de raton (Gomez y col., 1999; Moral-Naranjo y col., 2010;
Garcia y col., 1988). Aunque la bibliografia refleja una tendencia a considerar que en
mamiferos la AChE con GPI se limita a las células sanguineas (Massoulié y col.,
2005), en humanos los dimeros y monémeros de AChE anclados por GPI estan
presentes en mama (Ruiz-Espejo y col., 2002), intestino (Montenegro y col., 2006),
pulmon (Martinez-Moreno y col., 2006), rifidon (Mufioz-Delgado y col., 2010) y epitelio
respiratorio (Castillo-Gonzalez y col.,, 2015). De hecho, en estos 6rganos son las
formas predominantes de AChE, si no las Unicas. También se han encontrado dimeros
y mondmeros con GPI en células tumorales humanas (Saez-Valero y Vidal, 1995;
Séez-Valero y col., 1996) y mondémeros en larvas de Drosophila (Toutant y col., 1988).
No se han detectado moléculas de BUChE con GPI, a excepcién de un “intermedio” de

colinesterasa en musculo de platija (Stieger y col., 1989).

A pesar de que los péptidos C-terminales de las subunidades H de AChE de
Torpedo y de mamiferos carecen de homologia de secuencia, tienen en comudn dos
caracteristicas funcionales: la presencia de uno o dos restos de cisteina cerca del

dominio catalitico, lo que permite la formacion de dimeros por enlace disulfuro
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intercatenario; y la existencia de una region hidrofébica en el extremo C-terminal del

péptido H, precedida por una sefial de corte que permite la incorporacién de un resto
de GPI (Massoulié, 2002; Massoulié y col., 2008).
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Figura 1.8. Estructura del resto glicosilfosfatidil inositol (GPI) que fija las subunidades

AChE-H a la membrana. Los mondmeros y dimeros de AChE de tipo | tienen GPI. R; y R,
indican restos alquilo o acilo. En la AChE de eritrocito humano, el dominio hidrofébico del
glicolipido es un alquil (R;-O) acil (R,-COOQ) glicerol. 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 secrecién de precursores no procesados de AChE-H puede contribuir, en parte,
a la produccién de AChE libre, como la que se encuentra en el plasma sanguineo
(Massoulié, 2002). En las células hematopoyéticas de mamiferos, la expresion de
AChE-H se relaciona con la diferenciacién (Lapidot-Lifson y col., 1989; Patinkin y col.,
1990). No obstante, no esta claro su significado bioldgico en la membrana de las
células sanguineas (eritrocitos, linfocitos y plaguetas), porque su actividad varia
mucho entre distintas especies animales, e incluso no aparece en las células
sanguineas de anfibios, reptiles y aves. Probablemente sirve, junto con la BuChEk
plasmatica, para hidrolizar la ACh que pudiera difundir al plasma (Massoulié y col.,
2008). También se le han propuesto funciones en la regulacion de la permeabilidad de

la membrana (Massoulié y col., 2005).
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Inmediatamente después de la sintesis de AChE en el reticulo endoplasmatico, la
subunidad AChE-H incorpora rapidamente un resto de GPI preformado en el propio
reticulo. La estructura del resto GPI depende de la maquinaria biosintética de la célula,
por lo que su composicion varia entre las formas G, ligadas a la membrana plasmatica
de varios tipos celulares, o en las mismas células de diferentes mamiferos. En un
mismo tejido pueden coexistir varios tipos de dimeros de AChE que difieran en la
fraccion glucidica y/o lipidica. Por ejemplo, en humanos y Drosophila, el dominio
hidrofébico de los dimeros anfifilicos de AChE tipo | consiste en un alquilacilglicerol

(Toutant y Arpagaus, 1990; Toutant y col., 1991).

Un criterio muy usado para demostrar la presencia de un resto de GPIl en una
proteina de membrana es la conversién de la proteina de anfifilica en hidrofilica por
tratamiento con fosfolipasa C especifica para fosfatidilinositol (PI-PLC) (Toutant y col.,
1990). Las fosfolipasas C cortan el enlace entre el grupo fosfato y el diacilglicerol de
un fosfolipido. No obstante, la acilacion del anillo de myo-inositol 1-2 monofosfato (Li y
col., 1993) confiere resistencia a la fosfolipasa C, ya que no se puede formar el
intermedio ciclico, siendo necesario un tratamiento previo con hidroxilamina alcalina
para eliminar el grupo acilo. Esto ocurre con la AChE de eritrocito humano, en la que

un hidroxilo del inositol esta esterificado con palmitato (Roberts y col., 1988).

Se propuso que un posible significado bioldgico de la incorporacion del resto GPI en
la AChE podria ser servir para el control selectivo de su liberacién, que puede tener
lugar a varios niveles. Un punto de control vendria establecido por la accién de
fosfolipasas enddgenas, en respuesta a determinados estimulos (Low y col., 1986). A
su vez, la accion de la fosfolipasa endégena generaria diacilglicerol o alquilacilglicerol,
dos segundos mensajeros que activan la proteina quinasa C (Varela-Nieto y col.,
1996; Brodbeck, 1998). Parece probable que una PIPLC enddgena pueda actuar in
vivo liberando AChE de las membranas, como sugiere la presencia de abundantes

formas liticas en Drosophila.

Por otra parte, hay datos que sugieren que la acilacion del glicosilfosfatidilinositol es
necesaria para generar el precursor del glicofosfolipido de anclaje. Asi se establece
otro punto de control de la liberacibn de AChE, ya que la desacilacién del
glicofosfoinositol o de un precursor inmediato es un paso critico para que la AChE se

libere con la fosfolipasa (Li y col., 1993).

Se ha visto que las moléculas con anclaje a la membrana a través de GPI no tienen
una distribucion uniforme en la membrana plasmética, sino que se sitlan en unos
microdominios ricos en esfingolipidos y colesterol, denominados “rafts” o “balsas

lipidicas”. De este modo, se ha encontrado que la AChE-H glipiada producida en
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higado de ratén se encuentra confinada en estos microdominios (Montenegro y col.,
2017), en los que, ademas, se ha demostrado la existencia de ciertos componentes
del sistema colinérgico como el mMAChR-M3 (Montenegro y col., 2017; Oldfield y col.,
2009); el nAChR-a7 (Hicks y col., 2011) y un transportador de colina (Cuddy y col.,
2014). Esto podria estar relacionado con su papel en la transduccién de sefales
(Stetzkowski-Marden y col., 2006). También se han observado moléculas de AChE-H
con GPI en rafts del musculo de raton, lo que sugiere que es necesaria la
incorporaciéon de GPI a estas moléculas para su localizaciéon en la membrana

plasmatica (Moral-Naranjo y col., 2008).

3.3.3. Formas globulares derivadas de las subunidad es AChE-T

Las subunidades T de AChE y BuChE de vertebrados tienen la capacidad de
asociarse para generar un amplio rango de formas moleculares, que incluye desde
mondémeros, dimeros y tetrdmeros sin proteinas estructurales a moléculas
heteroméricas complejas. El péptido T de las subunidades AChE-T y BUChE-T de
vertebrados esta constituido por 40 y 41 aminoacidos, respectivamente (Massoulié,
2002; 2008). En ambos casos, hay un resto de cisteina en la posicién —4 del extremo

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

Las subunidades AChE-T producen las moléculas G,* y G," de tipo Il (sin GPI), los
tetrameros homoméricos G, y G,™, y los tetrdmeros asociados a las subunidades
estructurales PRIMA y ColQ (Massouli€, 2002).

3.3.3.1. Monbtmeros y dimeros anfifilicos de tipo |l

Las subunidades T de AChE y BuChE producen formas G,* y G," de tipo Il en

proporciones variables, segun la especie animal y el tejido que se considere.

Los dimeros de tipo Il se diferencian de los de tipo | en su resistencia a las
fosfolipasas y en que no se agregan en medios acuosos en ausencia de detergentes.
Debido a que sus propiedades son semejantes a las de las formas anfifilicas tipo I, las
moléculas homologas pero sin GPI se denominan formas anfifilicas tipo Il (Massoulié y
col., 1993a).

Respecto a la BuChE, se han encontrado dimeros de tipo Il en células de la
mucosa intestinal de rata (Sine y col., 1991). El plasma de raton contiene pequefias
cantidades de moléculas G," y G,* de BUChE, junto a las G,", que son las formas mas

abundantes (Garcia-Ayllon y col., 1999).
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3.3.3.2. Tetrameros hidrofébicos con la subunidad de anERi#MA

En el sistema nervioso, los tetrdmeros de AChE se unen a las membranas celulares
a través de PRIMA, de modo similar a como las formas asimétricas se fijan a la lamina
basal de la uniébn neuromuscular por la subunidad ColQ (Perrier y col., 2002). Los
tetrameros con PRIMA son las moléculas de AChE mas abundantes en el sistema
nervioso de mamiferos y sus subunidades cataliticas estan codificadas por el

transcrito T.

Estos tetrdmeros hidrofébicos estan constituidos por cuatro subunidades cataliticas,
dos de ellas unidas entre si por enlaces disulfuro y otras dos subunidades asociadas al
tallo hidrofébico de 20 KDa por puentes disulfuro. El tallo se denomina PRIMA (del
inglés, proline-rich membrane anchor), y anteriormente “subunidad P” (Fig. 1.9). La
proteina PRIMA es responsable de las propiedades anfifilicas de estos tetrameros y
sirve para anclarlos a las membranas celulares del sistema nervioso (Gennari y col.,
1987). Al igual que ColQ, la proteina PRIMA puede unirse a las subunidades de
BuChE. El uso de anticuerpos anti-PRiMA revel6 que esta proteina de anclaje formaba
parte de los tetrameros de AChE y BuChE en las membranas de cerebro, musculo y

corazén de ratén (Perrier y col., 2002).

Es importante sefialar que la cantidad de moléculas de AChE (y BUChE) 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 traduccion de la proteina, supondra un
importante déficit de formas asimétricas en la unidén 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 menor
expresion del transcrito PRIMA en el musculo esquelético y nervio ciatico de ratones
con distrofia muscular (Moral-Naranjo y col., 2010; Vidal y col., 2013), en comparacién
con la de los tejidos de ratones control, puede estar detras de la importante reduccion
de los tetrameros de AChE y BUChE anfifilicos (con PRIMA) en el masculo distréfico
de ratén y humano (Gisiger y Stephens, 1984; 1994b; Cabezas-Herrera y col., 1994a;
2012; Moral-Naranjo y col., 2002). La deficiencia de dichos tetrameros en la membrana
externa de la fibra muscular y las 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 (G,"), que suponen cerca del 80%
del total de los tetrameros, el cerebro de mamifero contiene tetrameros hidrofilicos

(G4"), que se extraen del tejido con alta fuerza i6nica y sin detergente (Liao y col.,
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1994). En el cerebro humano, la actividad recuperada con alta concentracién de sales
alcanza un 20% de la actividad total (Sdez-Valero y col., 1993). Ademas, en el liquido
cefalorraquideo aparece un tercer tipo de molécula tetramérica, totalmente hidrofilica.
Al ser liberada desde el sistema nervioso central, se considera un componente de
secrecion (Tornel y col., 1993; Dally y Greenfield, 1994).

La mayor parte de la actividad BUChE en el SNC se debe a una molécula G,*,
ligada a la membrana, que requiere detergentes (Triton X-100) o proteasas para su

extraccién y es resistente a la PIPLC (Treskatis y col., 1992).

a- hélice hidrofobica —_§

————— Dominio Citoplasmatico C-terminal

Tetramero con Subunidad de
Anclaje P (PRIMA); G

Péptido sendal DEC DIM e

Ny O-Glicosilaciones

t |
PRAD
C ccc C c s s

A5

PRIMA

A
PPPPLPPPPPPPPPP

Figura 1.9. Estructura de la forma molecular G, de AChE con la proteina PRIMA. La
proteina transmembranal PRIMA (20 KDa) sirve de anclaje a la membrana de los tetrameros
G,". 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
citoplasmica (DC), con las serinas susceptibles de fosforilacion. Tomada de Perrier y col.

(2002). Con permiso de Elsevier.
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3.3.4. Oligomerizacion de las subunidades AChE-H vy AChE-T

Los dimeros formados con subunidades AChE-H poseen una estructura espacial en
la que las hélices a;g y a0 del dominio catalitico de una subunidad interaccionan con
las correspondientes de la otra subunidad, formando un haz de cuatro hélices (FHB,
del inglés four-helix bundle). Los dimeros anclados por GPI sélo conservan algunos
restos C-terminales del péptido H original, incluyendo la Cys que une las subunidades
por puentes disulfuro, situada cerca del dominio catalitico. Las subunidades AChE-T
también pueden formar dimeros, pero en este caso los puentes disulfuro
intercatenarios se establecen entre Cys situadas cerca del extremo C-terminal del
péptido T. Si en las subunidades T o H se sustituye la Cys por Ser se impide la
dimerizacion. Las subunidades truncadas que contienen so6lo el dominio catalitico
(subunidades AChE¢) permanecen monoméricas, mientras que si conservan una

cisteina terminal (AChEc,) forman dimeros (Massoulié, 2002).

Experimentos de mutagénesis dirigida, en los que se sustituyeron amino&cidos en
la superficie de las hélices a del FHB, mostraron que esas sustituciones disminuian
mucho la formacion de dimeros, tanto de las subunidades AChE-H como de las
AChE-T, demostrando asi que los dos tipos de subunidades utilizan el mismo motivo
de interaccién, el FHB (Morel y col., 2001).

La interfase dimero-dimero de los tetrdmeros se extiende en una direccion
perpendicular al plano constituido por los dos haces de cuatro hélices. El pequefio
bucle Q que hay entre los aminoacidos Cys257-Cys272, 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 aniénico periférico de la
subunidad adyacente, ocluyendo estéricamente la entrada al pozo catalitico. También
existe un bucle Q de mayor tamafo entre los restos Cys69-Cys96, situado sobre la

entrada al pozo (Bourne y col., 1999).

4. BIOLOGIA CELULAR DE LAS COLINESTERASAS

4.1. Biosintesis y ensamblado

Las colinesterasas, al igual que otras glicoproteinas de membrana y de secrecion,
se sintetizan en ribosomas asociados al reticulo endoplasmatico rugoso (RER) como
precursores inactivos. Las cadenas de AChE y BUChE van entrando al lumen, donde
incorporan el oligosacérido nudcleo, pudiendo incorporar también restos de GPI, y
pierden el péptido sefal. Seguidamente, las subunidades adoptan la estructura

terciaria Optima, generandose los dimeros y oligobmeros, y adquieren actividad
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enzimatica (Massoulié y col., 1993a). Los oligosacaridos se modifican en el aparato de
Golgi, donde a menudo incorporan N-acetilglucosamina y galactosa. También pueden
incorporar acido sialico, en funcion de la especie animal. Al final, sélo aquellas
moléculas que hayan completado con éxito el procesamiento de sus cadenas de
carbohidrato se dirigen al exterior, donde se liberan como moléculas de secrecion o
bien quedan asociadas a la superficie celular (Rotundo, 1984c). La Figura 1.10
esquematiza algunos de los procesos implicados en la biosintesis, ensamblado y

transporte de la AChE.

Diversos estudios han revelado la existencia de depésitos de AChE inactiva en
distintos tejidos. Mediante marcaje radiactivo y andlisis de sedimentacion se ha podido
seguir la biosintesis de la AChE en la linea celular T28 de neuroblastoma de ratén
(Lazar y col., 1984). En estas células abundan las formas G;, mayoritariamente
intracelulares, y las formas G, en la superficie celular. Ademas, las células vierten
algunas formas G; y G; al medio de cultivo. Analizando la incorporacion de
aminoacidos radiactivos a la AChE sintetizada de novo, se observa que la forma G; se
renueva rapidamente, en pocas horas, mientras que la sustitucion de G, 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 adquiera el plegamiento adecuado y para que los

puentes disulfuro estabilicen la conformacion necesaria para la expresion de actividad.

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

La glicosilacion es util para conocer la progresion de las ChEs a través de los
diferentes compartimentos subcelulares, puesto que son conocidos los mecanismos y
lugares 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, se pudo demostrar que el ensamblaje de las formas
con tallo de colageno tiene lugar en las cisternas del Golgi trans (Rotundo, 1984a;
Cheny col., 2011). La estructura cuaternaria de las diferentes formas de ChEs (G4, G,
y G,) 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 homomeéricas) y finalmente, moléculas
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Figura 1.10. Regulacion de la biosintesis, maduraci 06n y transporte de las formas

moleculares de AChE. Modificado de Vallette (1991).

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 composicién
particular de formas moleculares en cada tejido, debido a la accion de factores

extracelulares y de otros elementos.

4.1.1. Glicosilacion de las colinesterasas

Como sucede con otras glicoproteinas, las subunidades proteicas de las ChEs
pasan por el reticulo endoplasmético rugoso (RER), donde se N-glicosilan

incorporando varias unidades del oligosacarido nucleo (GIcNAc);(Man)y(Glc)s en
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restos de Asn con secuencias Asn-X-Ser o Asn-X-Thr (donde X es cualquier
aminodcido excepto prolina). Después de un procesamiento inicial y de superar el

control de calidad, las glicoproteinas contindian su ruta con destino al Golgi.

Debido a las modificaciones que sufre el oligosacérido nucleo en el Golgi, las
glicoproteinas presentan una composicion de oligosacaridos muy heterogénea. La
adicion secuencial de restos de azUcares transcurre en las diferentes cisternas del
aparato de Golgi (cis, medio y trans); cabe destacar la eliminacion de residuos de
manosa en Golgi cis y medio, la adicion de N-acetilglucosamina en el Golgi medio, y

la de galactosa y acido sialico en el Golgi trans.

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 (Massoulié y col., 1993a), entre
distintos tejidos o fluidos del mismo animal (Tornel, 1992; Weikert y Layer, 1994) e
incluso, entre regiones subcelulares del mismo tejido (Campoy, 1992; Cabezas-
Herrera y col., 1997). Ademas, la glicosilacion de las ChEs se ve alterada en estados
patoldgicos, como la distrofia muscular (Cabezas-Herrera y col., 1994b), el Alzheimer
(Séez-Valero y col., 1999; 2003), y la enfermedad de Creutzfeldt-Jakob (Silveyra y col.,
2006).

La secuencia de la AChE y BuChE humanas contienen 3 y 9 sitios de
N-glicosilacion respectivamente (Lockridge y col., 1987), todos ellos situados en la
periferia de la molécula. En la AChE humana, se localizan en 296 (secuencia NDT),
381 (NES) y 495 (NYT) (Xu y col.,, 2015). Estudios de mutagénesis dirigida han
demostrado que la eliminacion progresiva de los sitios de N-glicosilacion 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).
En cambio, otros autores han visto que subunidades H mutadas para que nho se
glicosilaran tenian menor actividad; estas subunidades dimerizaron, pero no fueron al
Golgi (Luk y col.,, 2012). No se han encontrado sitios de O-glicosilacion en las

colinesterasas (Liao y col., 1992).

Los datos experimentales indican que la glicosilacion correcta de las formas
moleculares de las ChEs es importante para el ensamblado de las subunidades en
oligbmeros, 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., 1994a; Vidal, 1996).
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Las lectinas vegetales constituyen una herramienta idénea para el estudio de la
glicosilacion de las proteinas: la uniébn de concanavalina A (Con A), aglutinina de
germen de trigo (WGA), aglutinina de ricino (RCA) o la lectina del artropodo Limulus
(cacerola de las Molucas) 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 oligosacéridos complejos
(Cabezas-Herrera y col., 1997; Moral-Naranjo y col., 1999). La distinta interaccién de
las moléculas asimétricas del musculo de ratdn con la lectina RCA ha permitido
distinguir dos clases de moléculas que difieren en su localizacion subcelular final. Asi,
se ha observado que las especies asimétricas (A;») con destino a la matriz extracelular
del masculo 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 sarcopladsmico (Cabezas-Herreray col., 1997).

El estudio de la glicosilacion de las ChEs con lectinas también nos puede dar
informacion acerca de su origen, en situaciones donde colinesterasas de diferentes
tejidos coexistan en un mismo medio. Por ejemplo, la BUChE G, del plasma humano
interacciona casi por completo con RCA, pero no su homologa de cerebro humano, lo
gue permiti6 deducir, a la vista de su glicosilacion, que la BuChE del liquido
cefalorraquideo (LCR) procede del cerebro y del plasma. En los casos de meningitis
bacteriana, se ha observado que toda la BuChE G," del LCR se une a RCA, lo que
sugiere un trasvase de la enzima plasmética al LCR a consecuencia de la mayor
permeabilidad de la barrera hematoencefélica que produce esta patologia (Tornel,
1992).

Los trabajos realizados sobre la glicosilacién de las ChEs han arrojado pruebas de
su posible utilidad diagnéstica. Por ejemplo, se ha visto que la AChE del cortex frontal
y LCR (extraccion postmortem) de pacientes con Alzheimer presenta un modelo de
glicosilacién distinto al de la enzima del grupo control o de enfermos con otro tipo de
demencias. Sin embargo, en los individuos con Alzheimer, la glicosilacion de la AChE
es normal en el cerebelo, donde rara vez se forman depdsitos de placas de amiloide.
Estos estudios muestran que la proporcion de moléculas ligeras de AChE (G, y G,
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).

-41-



M2 Isabel Serrano Sanchez -Capitulo I. Introduccion y Objetivos-

4.2. 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 ubicacion correcta de las distintas moléculas en su sitio
funcional concreto. Las formas globulares G, predominan en la superficie externa de
las células; por el contrario, la mayoria de las formas ligeras G; y G, 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 administra por via intravenosa. Tras la inyeccion, se observa que ZR1
puede interaccionar in vivo con la forma G, de cerebro, pero no con la G;. En
disolucion, el anticuerpo reconoce por igual a ambas formas moleculares (Brimijoin y
col., 1990).

Los anticuerpos dirigidos contra el extremo C-terminal de las subunidades AChE-H
o AChE-T revelan la diferente distribucién 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 lamina basal
(Rotundo y col., 2008). En cambio, las formas G," (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, concentrdndose la enzima en la regiéon axonal. En general,
en el 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, los “rafts” lipidicos (Xie y col., 2010a; Moral-Naranjo y col., 2010).

La AChE también est4 asociada a los rafts de las membranas musculares. El
musculo de rata (Xie y col., 2007) y pollo (Mok y col., 2009) expresan PRIMA de forma
contralada durante la maduracion. Asi se ha encontrado AChE ligada a PRIMA en la
membrana pre- y postsinaptica en las uniones neuromusculares de vertebrados (Xie y
col., 2010b). En los rafts de musculo hay dimeros de AChE con GPI (Moral-Naranjo y
col., 2010).

4.3. 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
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suero, LCR, saliva, etc., muestran cantidades variables de AChE y BuUChE. Es
previsible que la funcion de las ChEs en los fluidos biol6gicos sea eliminar cualquier
resto de acetilcolina, previniendo asi la estimulacion accidental de los receptores
colinérgicos.

En este sentido, la valoracion de la actividad ChE en los fluidos biolégicos puede
tener aplicaciones en la clinica. Un ejemplo de ello lo constituye la importante
reduccién de la actividad 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 esta retrasando su aplicacion para el diagnostico de la
enfermedad de Alzheimer o como marcador de exposicibn a los agentes

organofosforados (Ng y col., 2009).

La principal molécula de secreciéon de AChE in vivo es una forma hidrofilica Gy,
tanto en el masculo como en el sistema nervioso central y periférico. La secrecion de
formas asimétricas de AChE precede a su fijacion en la lamina basal de las uniones
neuromusculares. En cultivos de células PC12, la liberacion de AChE se origina
mediante los dos tipos de secrecion 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 patron 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 formacién y secrecion de los

distintos oligdmeros (Liang y col., 2009).

4.3.1. Transporte axonal de AChE

En estudios con cultivos celulares de ganglio cervical superior de rata, en los que la
extension de las neuritas es promovida por el factor de crecimiento neural (NGF), se
observa que en los cuerpos celulares predominan las formas globulares, G4, G, y Gy,
junto a trazas de Aj,, mientras que en los axones hay principalmente formas A, Y, en
menor medida, formas G, localizadas en la superficie externa de la membrana axonal
(Rotundo y Carbonetto, 1987).

En los nervios motores, la AChE viaja hacia las terminales nerviosas por el flujo
axonal, cuyo componente lento transporta formas ligeras G; y G, mientras que el flujo
axonal rapido lleva la totalidad de formas A;, y el 20% de G4, permaneciendo el resto

en estado estacionario. Por estimulacién de las motoneuronas se liberan las formas G,
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en las uniones neuromusculares (Skau y Brimijoin, 1978) y en el sistema nervioso
central (Greenfield, 1985).

4.4. Requlacion de la sintesis de AChE

Los mecanismos moleculares que regulan la expresiéon de AChE se han estudiado
principalmente en células musculares, en neuronas y en células hematopoyéticas (Xie
y col., 2009b; Deutsch y col., 2002; Lau y col., 2016; Jiang y col., 2003; Girard y col.,
2006). Se han descrito varios elementos reguladores del promotor de AChE que
regulan la transcripcion del gen ACHE en varias especies. Entre los sitios de unién de
factores de transcripcibn que son importantes para la transcripcion de AChE se
incluyen los de SP1, AP-2, EGR-1, Elk, MyoD, el elemento de respuesta a AMP ciclico
(CRE) y los motivos caja-E y caja-N, entre otros (Ben Aziz-Aloya y col., 1993a; Mutero
y col., 1995; Getman y col., 1995; 2003; Siow y col., 2002; Choi y col., 2001).

Los mecanismos reguladores postranscripcionales desempefian un papel
importante en la induccién de AChE, pudiendo operar mediante la estabilizacion de
sus transcritos, por ejemplo durante la diferenciacion del musculo (Luo y col., 1994;
1999) o las neuronas (Coleman y Taylor, 1996), y en otros casos (Zhu y col., 2007a).
El mRNA de AChE contiene en su region 3' no traducida (3'UTR) un elemento
AUUUA,; los elementos ricos en AUUUA (ARES) son capaces de dirigir a los mRNAs
gue los contienen a una degradacién rapida (Barreau y col., 2006). Una proteina de
union a RNA, HuD, regula la expresion de AChE a nivel post-transcripcional,
uniéndose directamente a la region 3'UTR de AChE (Deschenes-Furry y col., 2003).
La proteina Pumilio2 se une a una secuencia llamada elemento de respuesta a Nanos
(NRE), que se encuentra en la region 3'UTR del mRNA de AChE, y reprime la
traduccion de AChE en la union neuromuscular (Rotundo y col., 2008; Marrero y col.,
2011). La regulacion postranscripcional puede tener lugar por cambios en la vida
media, como sucede en el aumento en actividad AChE en células de neuroblastoma

tratadas con péptidos AB, que se debe a una degradacion mas lenta (Hu y col., 2003).

Estudios recientes han demostrado que la expresion de la AChE puede ser
controlada a través de pequefios RNAs no codificantes llamados microRNAs
(miRNAS), que se unen a sus mMRNA diana por complementariedad de sus secuencias
con la region 3’ no traducida o 3'UTR. Esto conduce a la inhibicion de la traduccion y/o
a la degradacion del mRNA (Shaked y col., 2009; Krek y col., 2005; Djuranovic y col.,
2012).

La expresion de estos miRNAs varia con el tipo celular, el tejido y el estadio de

desarrollo (Baek y col., 2008). Por ejemplo, se ha visto que la supresion mediada por
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MiRNA-132 sobre la AChE del hipocampo media los déficits cognitivos producidos por
el estrés (Shaltiel y col., 2013). La supresion de AChE por miRNA-132 puede atenuar
el proceso de inflamacion via sefializacion colinérgica (Shaked y col., 2009). En otros
casos, la inhibicion de miRNA-134 da lugar a una sobreexpresion de CREB y de
MiRNA-132, reprimiendo la expresién de AChE, contribuyendo a la supervivencia de
células ganglionares de la retina (Shao y col., 2015). Por otro lado, se ha demostrado
gue el miRNA-212 ejerce un efecto anti-apoptotico a través de la represion directa de
la expresién de la AChE sinaptica (AChE-S) en células de céancer de pulmoén de

células no pequefias (Lu y col., 2013).

Cabe destacar que la variante AChE-T posee una 3'UTR mas corta en comparacion
con la de AChE-R (Hanin y Soreq, 2011), con una alta probabilidad de que los miRNAs
gque participen en su regulacién sean diferentes. En cuanto al gen BCHE, posee una
3'UTR diferente a la de AChE, con un menor contenido en G+C (Soreq y Seidman,
2001).

4.4.1. Reqgulacion por el calcio

El ion calcio es un importante segundo mensajero, y no es de extrafiar que juegue
un papel importante en la regulacion de los niveles de AChE. En efecto, diversos
trabajos han revelado la participacion de rutas de sefializacion dependientes de calcio
en la regulacion de la expresion o actividad de AChE en musculo y en neuronas. Asi,
durante la diferenciacion de mioblastos en miotubos, la elevacion del calcio intracelular
aumenta los niveles del mensajero de AChE (Luo y col., 1994). En miotubos de pollo
en cultivo, el ATP estimula la expresion de AChE actuando a través del receptor de
ATP, en un proceso mediado por la proteina quinasa C y la liberacion de calcio
intracelular (Choi y col., 2003). En neuronas corticales de rata, la movilizacion del
calcio interviene en la induccion de AChE cuando se activan los receptores P2Y2
(Choi y col., 2013). Y en células P19 de carcinoma embrionario y en células de retina,
péptidos de la proteina f amiloide AR (como AB1-40 y AB25-35) aumentan la actividad
AChE por un mecanismo en el que interviene la entrada de calcio (Sberna y col., 1997;
Melo y col., 2003).

En cuanto a otros tipos celulares, el grupo de Zhang ha estudiado el papel del
calcio en la regulacion de la expresion de AChE, en células HelLa (de epitelio cervical)
y MDA-MB-435s (de carcinoma de mama), en el contexto de la apoptosis inducida por
el aumento del calcio intracelular (Zhu y col., 2007a; 2007c; 2007b; Gao y col., 2009).
En estos estudios emplearon el ionéforo de calcio A23187, que equilibra la

concentracion de calcio a ambos lados de la membrana provocando un aumento
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rapido del calcio intracelular, asi como tapsigargina, un inhibidor de la Ca®*-ATPasa
del reticulo sarcoplasmico/endoplasmico, que aumenta la concentracion de calcio
citosdlica vaciando las reservas de calcio del reticulo endoplasmico, vy
secundariamente activando canales de calcio de la membrana plasmética permitiendo

la entrada de calcio extracelular.

En condiciones normales, las células HeLa y MDA no expresan AChE detectable.
En células HeLa y MDA, tanto A23187 como tapsigargina producen un aumento en la
expresion de AChE, a niveles de mRNA y de proteina (Zhu y col., 2007a). Ensayos de
transfeccion con constructos del promotor humano de AChE (2.2Kb) unido al gen de
luciferasa mostraron que A23187 y tapsigargina aumentan la actividad del promotor de
AChE en ambos tipos celulares. Ademas, ensayos de bloqueo de la transcripcidon con
actinomicina D revelaron que A23187 aumenta la estabilidad del mRNA de AChE.
BAPTA-AM, un quelante de calcio intracelular, inhibié la induccion de AChE (MRNA y
proteina) por A23187 y tapsigargina, asi como sus efectos sobre la actividad del

promotor y la estabilidad del mensajero (Zhu y col., 2007a).

Estos trabajos revelaron algunos de los sitios del promotor y de los factores
proteicos implicados en la induccion de AChE debida al aumento de calcio intracelular.
Asi, la activacion del promotor humano de AChE por A23187 y tapsigargina se debe
en parte al motivo CCAAT distal, al que se puede unir un factor de unién a CCAAT,
CBF/NF-Y (Zhu y col., 2007a). EI motivo CCAAT es un elemento presente en el
promotor de muchos genes de mamifero transcritos por la RNA polimerasa Il. Como
vemos en la Fig. 1.5.B, el promotor de AChE contiene dos motivos CCAAT, el motivo
distal localizado entre -1270 y -1248, aguas arriba de la caja TATA, y el motivo CCAAT
proximal, entre -592 y -571. Ambos se sitdan en el intrén 1, antes del ATG iniciador de

la traduccion de las formas clasicas (no N-extendidas) de AChE (Zhu y col., 2007c).

El motivo CCAAT distal podria en principio ser reconocido por diversos factores,
pero ensayos de cambio de movilidad electroforética (EMSA) con sondas del sitio
distal marcadas y extractos nucleares mostraron la formacion de complejos
DNA-proteina, cuya formacion se inhibia por anticuerpos contra CBF y por oligos
consenso para CBF pero no por los oligos para otros factores. Ademas, ensayos de
inmunoprecipitacion de cromatina (ChIP) con anticuerpos contra CBF confirmaron que
CBF se une al motivo CCAAT distal del promotor de AChE en vivo (Zhu y col., 2007c).

Otros ensayos mostraron que la unién de CBF al motivo CCAAT suprime la
actividad del promotor, y que la activacion del promotor de AChE durante la apoptosis
inducida por A23187 se debe en parte a la disociaciébn de CBF del sitio CCAAT distal
(Zhu y col., 2007c). Como en el promotor de AChE se solapan el sitio CCAAT distal y

-46-



-Capitulo 1. Introduccién y Objetivos- M2 Isabel Serrano Sanchez

el sitio de unién de Spl, es posible que la ausencia de CBF aumente la union de Spl

estimulando asi la actividad del promotor.

Otro motivo de respuesta al calcio en el promotor de AChE es el elemento de union
a Smad, TTGCAGACA, localizado entre -601 y -571, en el intron 11 (Gao y col., 2009).
Las Smads son proteinas que intervienen en diversas cascadas de sefializacion
reguladas por calcio, siendo dianas de quinasas como la proteina kinasa C (PKC), la
proteina kinasa Il dependiente de Ca®‘/calmodulina (CaMKIl) y los receptores de
TGF-B. Cuando Smad2/3 es fosforilada, se une a Smad4 en un complejo trimétrico
gue migra al nucleo activando la transcripcion de sus genes diana. La mutacién del
sitio de union a Smad de ACHE redujo de modo importante el efecto estimulador de
A23187 y tapsigargina sobre la actividad del promotor, mientras que la sobreexpresion
de Smad3 aumenté mucho su actividad. Ensayos de EMSA y de ChIP demostraron la
unién de Smad2/3 y Smad4 a este elemento in vivo. El aumento de la concentracion
citosdlica de calcio por el ionéforo o la tagsigargina produjeron la acumulacién de
Smad3 en el nucleo (un efecto bloqueado por el quelante BAPTA-AM), lo que permitio

su accion estimuladora de la transcripcion de AChE (Gao y col., 2009).

Las proteinas calpaina, calcineurina y NFAT también intervienen en la regulacién
de la expresion de AChE durante la apoptosis de células HelLa inducida por A23187
(Zhu y col., 2007b; Zhu y col., 2007a). La calpaina es una cistein-proteasa citosolica
activada por calcio, la calcineurina es una protein fosfatasa (de Ser/Thr) dependiente
de calcio y calmodulina, y los NFAT (factor nuclear de células T activadas) son
factores de transcripcion. Dos isoenzimas de calpaina de expresion ubicua son las
calpainas | y Il, que se activan por concentraciones de calcio de micro- y milimolar,
respectivamente. La calpaina modula la apoptosis dependiente de calcio mediante
diversos mecanismos, que incluyen la activacion proteolitica de caspasa 12 y de la
guinasa cdk5, asi como de calcineurina, lo que conduce a la muerte celular. A su vez,
los NFAT son dianas de calcineurina; tras la movilizacion del calcio, la calcineurina
activada desfosforila los NFATS, lo que provoca su translocacion al nucleo (Zhu y col.,
2007b).

Calpaina, calcineurina y NFAT participan en el aumento de la expresion de AChE
en células Hela tratadas con A23187 (zZhu y col., 2007b). En efecto, el ionéforo de
calcio aumenta la actividad de calpaina y calcineurina, ademéas de la expresion de
AChE (mRNA vy proteina). Los inhibidores de calpaina (calpeptina) y calcineurina
(FK506 vy ciclosporina A) inhiben la expresion de AChE y suprimen la actividad de su
promotor. A su vez, en presencia de A23187 la sobreexpresion de calcineurina y la de

NFATc3 y NFATc4 aumentan mucho la actividad del promotor de AChE. Ademas, la
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sobreexpresion de calcineurina constitutivamente activa o de NFATc4 de localizacion
constitutivamente nuclear aumentan la actividad del promotor incluso en ausencia del
ionoforo (Zhu y col., 2007b).

Estas proteinas también regulan AChE en otros modelos; asi, durante la
diferenciacion de las células musculares C2C12 la activacion de calcineurina aumenta
la estabilidad del mMRNA de AChE (Luo y col., 1999), y los NFATs modulan la
transcripcién del promotor de AChE en musculo en cultivo (Cohen y Randall, 2004).

De todas estas observaciones se concluye que el calcio modula la expresién de

AChE a nivel transcripcional y postranscripcional.

4.4.2. Otros participantes en la requlacion delas  intesis de AChE

Durante la diferenciacion de las neuronas, en la regulacion de AChE y PRIMA
participan la ruta de la MAP kinasa y una ruta dependiente de AMP ciclico (CAMP).
Asi, La sobreexpresion de un mutante constitutivamente activo de Raf, un miembro
clave de la cascada de la MAP kinasa, indujo la transcripcion de AChE-T y PRIMA en
neuronas de rata (Xie y col., 2009b). Por otra parte, en las células PC12 de
feocromocitoma una ruta dependiente de cAMP aumenta la expresion de los
mensajeros de AChE-T y PRIMA y el nivel de formas G, y G; de AChE, como se
demostré con un analogo del cAMP y con forskolina, un activador de adenilato ciclasa
(Tsim y col., 2008).

El cAMP también regula la expresion de AChE y ColQ durante la miogénesis y la
inervacion del musculo. Un andlogo de cAMP y la forskolina aumentan la expresion de
proteina AChE en miotubos de pollo, aunque se produce AChE inactiva, mientras que
reducen la actividad del promotor de AChE humana transfectado en esas células (Choi
y col., 2001). Ambos efectos crecen si se sobreexpresa la proteina CREB (proteina de
unién al elemento de respuesta a CAMP). CREB se activa por cAMP y se une a un sitio
CRE en el promotor humano. Durante la diferenciacion de mioblastos de raton C2C12
en miotubos, la actividad AChE va elevandose. Durante la etapa de mioblasto, el alto
nivel intracelular de cAMP, con la resultante alta actividad de PKA y elevada
fosforilacion de CREB, suprime la actividad transcripcional del gen ACHE, una

supresion mediada por el sitio CRE del promotor (Siow y col., 2002).

El ATP, que libera el nervio junto con la ACh, regula la AChE en neuronas y
musculo actuando sobre los receptores purinérgicos (Cui y col., 2016). Por ejemplo, en
neuronas del cortex la activacion de los P2Y1R conduce a la fosforilacion del factor de

transcripcién Elk-1, su unién al promotor de AChE, y la induccion de la expresion de
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AChE (Siow y col., 2010). La estimulacién de P2Y2R con ATP aumenta la expresion
de AChE, PRIMA y ChAT en neuronas, por un proceso mediado por la movilizacion de
calcio y la activacion de las quinasas ERK1/2 (Choi y col., 2013). En miotubos los
agonistas de los P2Y1R estimulan la transcripcion de ACHE, por una ruta donde
participan la proteina quinasa C, la liberacidbn de calcio intracelular, la cascada
Raf/MEK/ERK vy la activacion de Elk-1 (Choi y col., 2003). Y en ratones deficientes en
el receptor P2Y1 (P2Y1R™) se reduce mucho la expresién de AChE, PRIMA y ColQ en

el musculo (Xu y col., 2015) pero no en cerebro (Cui y col., 2016).

La expresion de AChE se regula por mecanismos epigenéticos, como la metilacion
del DNA (Lau y col., 2016) y la modificacién de histonas (Sailaja y col., 2012). En el
promotor de ACHE hay una regién conservada muy rica en secuencias CpG (una isla
CpG) con mdltiples sitios de unidn para factores de transcripcion (como SP1, AP2 y
EGR1) que regulan la expresion de AChE durante la diferenciacion del musculo
(Fig. 1.5) (Mutero y col., 1995). Durante la diferenciaciéon de mioblastos en miotubos de
las células C2C12, se metila un sitio de unién de SP1 localizado en posicién -1826 pb,
lo que bloquea completamente la union de SP1 (Lau y col., 2016). Esto explica que la
expresion de AChE aumente si se inhibe la metilacion del DNA con 5-azacitidina. En
hipocampo de raton, la disminucion de los AChE-mRNA con los exones Elc y E1b por
el estrés se debe a cambios en la acetilacion y metilacion de la lisina 9 de H3 (H3K9)

localizada en cierta region del promotor (Sailaja y col., 2012).

Diversos grupos han descrito aumentos en los niveles de AChE como consecuencia
del tratamiento con inhibidores de AChE como DFP o piridostigmina (Kaufer y col.,
1998; Shapira y col., 2000; Keller y col., 2001; Meshorer y col., 2002; Perrier y col.,
2005; Farchi y col., 2007; Livneh y col., 2010; Duysen y Lockridge, 2011). En algunos
casos el aumento afecta especialmente al mensajero AChE-R (Kaufer y col., 1998;
Livneh y col., 2010). Ese aumento se ha considerado una respuesta a estrés (Kaufer y
col., 1999), y otros autores proponen que se deba a la induccion de apoptosis por el
inhibidor (Duysen y Lockridge, 2011). Se ha propuesto que los complejos de AChE con
el inhibidor podrian actuar sobre rutas de sefializacion intracelular, por la interacciéon
de AChE con otras proteinas (Kaufer y col., 1999). La elevacion en AChE-mRNA se ha
relacionado con el aumento previo en el mensajero del c-Fos, un factor de
transcripcién con sitios de union en el promotor de ACHE (Kaufer y col., 1999).
Aumentos en la actividad AChE se han visto también en respuesta a otros tipos de

estrés, como la natacion forzosa (Kaufer y col., 1998).

Se han descrito muchos otros casos de regulacion de AChE. Asi, las dioxinas

reprimen la expresion de AChE a nivel de la transcripcion por una ruta dependiente del
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receptor AhR (aryl hidrocarbon receptor) y a nivel postranscripcional mediante miRNA
(Xie y col., 2013; 2016). En ratones con un defecto en la secrecién de reelina, una
glicoproteina de la matriz extracelular, es mayor la actividad AChE del cerebelo y del
hipocampo que en los ratones control, y es mayor la proporcion de tetrdmeros
respecto a mondémeros (Garcia-Ayllon y col., 2003). Algunos aspectos de los cambios

en AChE en relacion con el Alzheimer y el cancer se describen en el apdo. I.5.

5. EUNCIONES ALTERNATIVAS DE LAS COLINESTERASAS

Ademéas de su funcién clasica de hidrolizar la ACh en las sinapsis, la AChE
desempefa otras funciones. Esas funciones no clasicas las lleva a cabo por la
hidrdélisis de ACh en otros contextos y por su actividad catalitica sobre otros sustratos,
asi como por sus actividades no cataliticas. La existencia de ChEs en células no
excitables y en fluidos sugiere que dichas enzimas participan en funciones no
relacionadas con la transmision colinérgica. Una serie de datos apuntan a que,
mediante las acciones no clasicas, las ChEs participan directamente en procesos de
proliferacién, diferenciacion celular y morfogénesis. La AChE parece jugar un papel
importante en el crecimiento axonal (Bigbee JW vy col.,, 2000), sinaptogénesis
(Sternfeld y col.,, 1998), adhesion celular (Bigbee y Sharma, 2004) y migracion
neuronal (Dori y col.,, 2005; Byers y col.,, 2005), funciones independientes de la
capacidad enzimética para hidrolizar ACh (Soreq y Seidman, 2001) y mas
relacionadas con la fuerte tendencia a interaccionar con otras proteinas que muestran
ciertos dominios estructurales de las ChEs. Cabe destacar que las distintas variantes
de las ChEs y/o sus péptidos C-terminales, producidos por proteolisis, difieren en la
expresion de estas funciones “no cataliticas” (Grifman y col., 1998; Massoulié y col.,
2005). En general, aunque las variantes AChE-T 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 neuroproteccion y reparacion, y la produccién
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 sinaptico, un papel que pueden ejercer las ChEs circulantes en sangre, en forma
soluble (BuChE) o unidas a las células sanguineas (AChE), asi como las ChEs de
diversos tejidos distintos del muscular o nervioso, como el intestino (Montenegro y col.,
2006), el higado (Zhao y col., 2011) o el rifibn (Mufioz-Delgado y col., 2010). Las ChEs
también actian sobre otros sustratos. Asi, ademas de ésteres de colina, BuChE

hidroliza diversos sustratos, incluyendo cocaina, heroina y aspirina (Li y col., 2005).
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BuChE también secuestra los glicoalcaloides toxicos solanina, chaconina y solanidina,
que aparecen en las patatas verdes y en otras solandceas como tomate, pimiento y
berenjena (Nigg y col., 1996). Por ello, BUChE puede tener una funcién protectora
frente a diversos toxicos. Ademas, BUChE inactiva la octanoil grelina, una hormona
estimuladora del apetito (De y col.,, 2004). Las colinesterasas pueden incluso
desarrollar acciones cataliticas distintas de la esterasa. Asi, la AChE y la BuChE
presentan actividad arilacilamidasa (AAA) inhibida por aminas. Mediante esta
actividad, las ChEs hidrolizan el enlace amida de algunas arilacilamidas, como el
sustrato o-nitroacetanilida (Balasubramanian y Bhanumathy, 1993; Boopathy y col.,
2007; Montenegro y col., 2008; 2009). 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 modulacion del dolor.

Pero sin duda, la funcibn méas sorprendente de la AChE es su actividad DNasa,
descrita recientemente (Du y col., 2015). El grupo del Prof. Zhang, una autoridad en el
campo de la relacion de AChE con la apoptosis, demostré6 que AChE corta el DNA
desnudo, a pH fisiolégico, en un proceso dependiente de calcio y magnesio. La AChE
también corta el DNA en cromosomas, tanto en células prefijadas como durante la
apoptosis. Ademas, la eliminacién del gen ACHE reduce la rotura del DNA durante la
apoptosis; dicha reduccion se rescata por sobreexpresion de la AChE normal pero no
si se sobreexpresa una AChE que carece de los aminoécidos 32 a 138 (Du y col.,
2015). Aunque esta sorprendente actividad catalitica de AChE aun no ha sido
confirmada por otros grupos, podria explicar el papel mediador de AChE en la
apoptosis, como sugieren los autores. El papel de la AChE en la apoptosis se describe

en el apdo. 1.5.1.2.

Las ChEs desarrollan sus funciones no clasicas mediante actividades cataliticas,
pero también no cataliticas. No obstante, en muchas ocasiones no queda claro si una
accion de AChE o BuChE se debe o0 no a su actividad catalitica. Asi, aunque la
supresion de un efecto (por ejemplo sobre el crecimiento celular) cuando se afiaden
inhibidores de AChE o BuChE se ha usado como criterio de que el efecto se debe a la
actividad catalitica (Zhao y col., 2011), en otras ocasiones se ha achacado a un efecto

de los inhibidores sobre la estructura de la enzima (Toiber y col., 2008).

Entre las funciones no cataliticas de las ChEs, se encuentra su participacion en
interacciones proteina-proteina. Las colinesterasas muestran homologia de secuencia
con lipasas y esterasas, pero también con proteinas no cataliticas, un fenébmeno

atribuido a la diversificacion evolutiva de una proteina ancestral comun (Pezzementi y
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Chatonnet, 2010). En vertebrados, la primera proteina homéloga de la AChE que se
identificé 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 homoélogas con proteinas de la
familia de las serin-hidrolasas (Auld y col., 1995). 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.

Conviene sefalar la presencia de ChEs en bacterias (Perez y col.,, 2002) e,
inesperadamente, en plantas (Madhavan y col., 1995; Momonoki, 1997; Sagane y col.,
2005); organismos en los que todavia se desconocen sus funciones. Algunas de estas
funciones no clasicas se han atribuido al centro aniénico periférico (PAS). Entre ellas
destacan el crecimiento de las neuritas, los fenbmenos de adhesion celular y la

formacion de depdsitos de amiloide (Johnson y col., 2008).

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

Paraoanu y col., 2007).

Los estudios in vivo e in vitro acerca de la correlacion espacial y temporal de las
ChEs durante la embriogénesis demuestran que AChE y BUChE ejercen acciones
morfogenéticas (Layer, 1983; 1990; Layer y Willbold, 1994). Tales acciones se
manifiestan por los efectos teratogénicos de los organofosforados en embriones de
aves (Meneely y Wyttenbach, 1989), efectos que se atenldan por reactivacion de la
AChE inhibida (Misawa y col., 1981).

Diferentes equipos de investigacion han aportado pruebas acerca de la implicacion
de AChE en la extension de las neuritas, con independencia de su capacidad
hidrolitica (Sternfeld y col., 1998; Sharma y col., 2001; Bigbee y Sharma, 2004). En un
principio quedo6 claro que AChE participaba 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
anionico 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, 2000; 1999). De
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hecho, se ha observado que la AChE humana es capaz de interaccionar, a través del
PAS, con la laminina-1 de ratén y con el coldgeno tipo IV humano, dos componentes

importantes de la matriz extracelular (Johnson y Moore, 2003).

Se ha propuesto que la liberacion de AChE en varias regiones del cerebro regula la
accion de algunos neurotransmisores no colinérgicos (Layer y Willbold, 1995). Por
ejemplo, en la sustancia negra, una estructura con apenas sinapsis colinérgicas, se
libera actividad AChE junto con dopamina. Dicha coliberaciéon podria estar relacionada

con la actividad motora o con la estimulacion sensorial (Greenfield, 1985; 1991).

La presencia de AChE en los progenitores de las células sanguineas sento la base
de su posible participaciébn en los procesos de hematopoyesis y trombopoyesis
(Paoletti y col., 1992; Lev-Lehman y col., 1997; Grisaru y col., 1999b). Se ha
observado la activacion 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 Fujii, 2000). Un péptido con 26
aminodcidos del extremo C-terminal de AChE-R, llamado ARP, promueve la expansion
y diferenciacion de las células progenitoras hematopoyéticas tempranas en linajes
mieloides y megacariociticos (Grisaru y col., 2001; Deutsch y col., 2002). Estudios con
ratones transgeénicos que sobreexpresan AChE-R sugieren que esta variante de AChE
podria estar relacionada con la recuperacion trombopoyética, lo que aporta un nuevo

mecanismo terapéutico para reforzar la produccion de plaquetas (Grisaru y col., 2006).

5.1. Las colinesterasas en distintos estados patolo gicos

Las alteraciones en la expresion génica y en los procesos postranscripcionales o
postraduccionales, que operan sobre los transcritos primarios 0 sobre las proteinas
recién sintetizadas, pueden producir cambios que afectan al contenido de AChE y/o
BuChE, a la composicion de formas moleculares, o las propiedades estructurales de

dichas enzimas (Grisaru y col., 1999b; Grisaru y col., 1999b; Grisaru y col., 1999b).

El sindrome de Marchiafava-Micheli, también conocido como hemoglobinuria
paroxistica nocturna, es un trastorno poco frecuente que se caracteriza por hemalisis y
hemoglobinuria, mas acentuada durante el suefio. La causa de la patologia es una
mutacién 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), lo que hace que varias proteinas,
entre las que se incluye la AChE, no puedan quedar inmovilizadas en la membrana de
los eritrocitos y escapen al medio externo (Chow y col., 1985; Rao y col., 1993; Chow y
col., 1985; Rao y col., 1993).
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La miastenia gravis (MG, “debilidad muscular grave”) es una patologia
neuromuscular que se caracteriza por debilidad extrema y fatiga de los musculos
esqueléticos. La causa mas frecuente de MG es una respuesta autoinmune contra el
receptor nicotinico de ACh (nAChR); otros pacientes tienen anticuerpos contra la
quinasa especifica de masculo (MuSK), una proteina de la unién neuromuscular que
se asocia con los AChR y ayuda a su ensamblado (Mehndiratta y col., 2014). Como
consecuencia, se produce un déficit de receptores nAChR en la union neuromuscular.
Ademas existen sindromes miasténicos congénitos (CMS) debidos a mutaciones en
genes de proteinas de la unién neuromuscular, tales como la subunidad € del NnAChR
muscular (gen CHRNE), ChAT, rapsina, y la subunidad estructural de AChE ColQ (gen
COLQ); mutaciones en ColQ causan un 10-15% de los casos de CMS (Engel y col.,
2003; Abicht y col., 2003).

Mutaciones en el gen de ColQ causan un sindrome miasténico con deficiencia
congénita en la AChE de la placa motora (Spuler y Engel, 1997; Engel y col., 2003;
Mihaylova y col., 2008; Ohno y col.,, 2014). Unas mutaciones afectan al PRAD e
impiden la union del tetramero de AChE a ColQ; otras impiden la asociacion de las tres
hebras de ColQ entre si o su unién a la lamina basal. El resultado es la falta de formas
asimétricas de AChE en la uniébn neuromuscular. Debido a la falta de AChE, la
acetilcolina liberada por el nervio permanece en la union neuromuscular un tiempo
més largo del normal, lo que provoca la desensibilizacién de los NnAChR musculares.
También se produce una miopatia de la placa motora, con pérdida de AChRs. El
tratamiento de la MG emplea inhibidores de la AChE, como neostigmina y
piridostigmina (Mehndiratta y col., 2014), pero estos inhibidores no son efectivos en el

CMS causado por la mutacién de ColQ.

Por otro lado, los niveles de actividad y/o la distribucion de formas moleculares de
AChE y/o BUuChE cambian en numerosos trastornos neuroldgicos. Entre estos figuran
las enfermedades de Alzheimer, Parkinson y Huntington, el sindrome de
Guillain-Barré, esquizofrenia, mania, depresion y neuritis alérgicas. Hay pruebas que
apoyan que las ChEs estan 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, el
Parkinson y el mal de Creutzfeld-Jacob, el Alzheimer tiene su origen en el

procesamiento aberrante de ciertas proteinas. Una de las posibles causas del
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desarrollo de la enfermedad de Alzheimer es la pérdida de la inervacion colinérgica del

cortex.

Los estudios bioquimicos indican que la AChE favorece la formacion de fibras de
amiloide y la produccién de complejos AChE/B-amiloide muy toéxicos. Tales efectos se
pueden evitar con inhibidores que bloguean 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 homoélogas de AChE asociadas a
placas seniles y las asociadas a neuronas. El grupo del Dr. Inestrosa demostré que la
AChE favorece el ensamblado de los péptidos AR, lo que sugiere que el entorno
hidrofébico proximo al PAS de la AChE facilita el plegamiento y posterior agregacion
de los péptidos (Inestrosa y col., 2008). La sobreexpresion de AChE, o la adicion de
AChE al medio de cultivo, producen un aumento de los niveles de preselinina 1 (PS1),
el componente catalitico del complejo y-secretasa, una proteasa que participa en la
produccién del péptido B-amiloide (Campanari y col., 2014). La regulacién es
reciproca, pues en células CHO transfectadas con AChE-T y PRIMA, la inhibicion de la
y-secretasa caus6 un aumento de la cantidad de PRIMA y de AChE con PRIMA, y se
vio que la y-secretasa puede cortar a PRIMA (Garcia-Ayllon y col., 2014). Por otro
lado, se demostr6 que la glicosilacion de AChE esta alterada en el cerebro de

pacientes con Alzheimer (S4ez-Valero y col., 1997; 1999; 2000).

En cuanto a las distrofias musculares, afectan a la cantidad de las ChEs y/o a la
proporcion de sus formas moleculares. Como comentamos anteriormente, el andlisis
de las formas moleculares de las ChEs en musculo distrofico de raton ha revelado una
marcada disminucion de los tetrameros de AChE (Cabezas-Herrera y col., 1993; 1997;
Gisiger y Stephens, 1988; Skau, 1990). En comparacién con los musculos de los
ratones sanos, los tejidos patolégicos muestran mayores actividades AChE y BuChE, y

una mayor proporcion de especies ligeras (1994b; Cabezas-Herrera y col., 1994a).

Los cambios también afectan a otros tejidos. Asi, en el nervio ciatico de los ratones
distréficos Lama2dy la actividad AChE disminuye un 40%, mientras que la actividad
BuChE aumenta casi al doble (Moral-Naranjo y col., 2002). El nervio ciatico de ratén
contiene abundantes moléculas G,* (75%) y menos G;* (10%), G," (7%), G." (5%) y
A1> (3%) de AChE. Pese a que la actividad AChE cae un 40% en los nervios de
ratones con distrofia muscular, la proporcion de las moléculas se mantiene (Moral-
Naranjo y col., 2002). En cambio, la actividad BuChE aumenta al doble por la distrofia
y la contribucién de las distintas moléculas de BUuChE cambia; disminuye el porcentaje

de formas G4* y aumenta el de las moléculas G,*, G,* y G,".
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Del mismo modo, disminuye la cantidad del mRNA para las subunidades AChE-T, y
aumenta la del mMRNA de BuChE. También es patente en nervio la gran disminucion
de la proporcion de tetrameros anfifilicos de BUChE. La reduccion en el contenido del
MRNA para PRIMA en el masculo y en el nervio de los ratones distréficos (Moral-
Naranjo y col., 2010; Vidal y col., 2013) puede explicar la pérdida de tetrdmeros
anfifilicos (por tanto, con PRIMA) de AChE y BUChE en los animales distréficos
(Cabezas-Herrera y col., 2012). La actividad AChE aumenta al doble en el bazo, pero
disminuye en el timo de los ratones Lama2dy (Nieto-Cer6n y col., 2005; Cabezas-

Herrera y col., 2012).

Al parecer, bajo situaciones de estrés cronico celular, la regulacion aberrante de
AChE puede facilitar la apoptosis, la formacion de placas, dafios cognitivos y la
degeneracion de células colinérgicas nerviosas (Toiber y Soreq, 2005). También se ha
observado que los cambios hematoldgicos asociados al estrés estan acompafiados
por una sustitucion de la variante AChE-T (forma sinptica) por la variante AChE-R
(mielopoyética) (Perry y col., 2007). 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).

5.1.1. Colinesterasas y cancer

Hace tiempo que se conoce la implicacion de las colinesterasas en la proliferacion
celular, apoptosis y tumorogénesis (Massoulié y col., 2008; Soreq y col., 1991; Vidal,
2005; Jiang y Zhang, 2008; Zhang y Greenberg, 2012). Asi, numerosas evidencias
experimentales sugieren que las ChEs pueden estar implicadas en el desarrollo del
cancer. La expresion, actividad y propiedades de las colinesterasas se ven alteradas a
nivel genético y/o proteico en diversos carcinomas, por lo que estas enzimas pueden
ser importantes marcadores de ciertos desérdenes del crecimiento celular. Estudios
epidemiolégicos han demostrado que el uso ocupacional de pesticidas que inhiben
AChE, incrementa el riesgo de leucemia (Vidal, 2005), linfoma (Navaranjan y col.,
2013) y otros canceres (Vidal, 2005). Amplificaciones y/o deleciones de los genes de
AChE y BUChE son frecuentes en algunos tipos de canceres, tales como leucemia y
canceres de ovario (Soreq y col., 1991; Soreq y Zakut, 1990a; Zakut y col., 1990),
mama (Bernardi y col., 2010) y pulmén (Vidal, 2005; Brass y col., 1997). En algunos
casos, también se observan alteraciones estructurales de estos genes (Soreq y col.,
1991). En efecto, las aberraciones del gen ACHE son comunes en leucemias (Lapidot-

Lifson y col., 1989), en carcinomas de ovario (Zakut y col., 1990) y en lineas celulares
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tumorales que expresan transcritos aberrantes de AChE por errores en el ensamblado
alternativo (Karpel y col., 1994). Los efectos de AChE y BuChE en hematopoyesis u
osteogénesis revelan la implicacion de las ChEs en el control de la proliferacion celular
(Vidal, 2005; Grisaru y col., 2001).

El contenido y propiedades de las colinesterasas esta alterado en muchos tumores
(Song y col., 2008; Zhao y col., 2011; Perry y col., 2002; Lu y col., 2013). Nuestro
grupo ha analizado la alteracion en la actividad de las colinesterasas, en sus
propiedades y en los niveles de sus mMRNAs en una serie de tumores humanos (Vidal,
2005; Ruiz-Espejo y col., 2002; 2003; Montenegro y col., 2006; Martinez-Moreno y
col., 2006; Mufioz-Delgado y col., 2010; Castillo-Gonzélez y col., 2015). En muchos
casos, la actividad ChE cambia entre el tejido normal y las muestras de cancer de un
organo dado. Considerando el papel del sistema colinérgico en proliferacion,
apoptosis, metéstasis, angiogénesis y funcion inmune (Wessler y Kirkpatrick, 2008;
Egleton y col., 2008), estas alteraciones en el contenido en ChE pueden ser relevantes
en la progresion del tumor. Sin embargo, no hay una regla general para el cambio en
la actividad ChE en tumores, por tanto depende del tipo celular implicado. Por ejemplo,
en los tumores de mama aumenta la actividad AChE y disminuye fuertemente la
BUuChE con respecto al tejido control, mientras que en los nédulos linfaticos axilares
afectados por metastasis de céncer de mama, la actividad AChE disminuye

considerablemente (Ruiz-Espejo y col., 2002; 2003).

Conviene destacar que en muchos tejidos periféricos, y en los tumores derivados
de ellos, las formas moleculares mas abundantes de AChE son las formas ligeras,
esto es, dimeros y monomeros. Asi, las formas ligeras son las Unicas moléculas de
AChE en tejidos sanos y cancerosos de mama (Ruiz-Espejo y col.,, 2002), colon
(Montenegro y col., 2006), riién (Mufioz-Delgado y col., 2010), pulmén (Martinez-
Moreno y col., 2006) y epitelio respiratorio superior (Castillo-Gonzalez y col., 2015), asi
como en meningioma (S&ez-Valero y Vidal, 1995) y lineas celulares de mama, colon y
pulmén (células pequefias, SCLC, y células no pequefias, NSCLC) de humanos
(Martinez-Lopez de Castro y col.,, 2008). La mayoria, si no todas, de estas formas
ligeras en células no neuronales o musculares son moléculas que contienen GPI
(Montenegro y col.,, 2014), como demuestra el cambio en el coeficiente de
sedimentacion después del tratamiento con fosfolipasa C especifica para
fosfatidilinositol (PI-PLC), que hemos observado para moléculas de AChE en mama
(Ruiz-Espejo y col., 2002), colon (Montenegro y col., 2006), rifion (Mufioz-Delgado y
col.,, 2010) y meningioma (Saez-Valero y Vidal, 1995). Por tanto, éstas deberian

consistir en subunidades H. Se sabe que estos dimeros de AChE predominan en
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eritrocitos y otras células sanguineas (Massoulié y col., 2005). Es de especial atencion
gque estas formas H son de algin modo ignoradas en estudios de AChE y proliferacion.
Obviamente, las subunidades H carecen de los péptidos C-terminales de las
subunidades AChE-T y AChE-R, los cuales estdn implicados en proliferacion y
producen efectos apoptoticos en varios sistemas (Grisaru y col., 2001; Perry y col.,
2004; Toiber y col.,, 2008; Day y Greenfield, 2004), y tampoco tienen la sefial de
localizacién nuclear (NLS) contenida en el péptido C de AChE-T (Perry y col., 2002).
Sin embargo, las tres variantes comparten la mayoria de la secuencia, incluyendo un
dominio con capacidad pro-apoptoética (del aminoécido 2 al 138) (Du y col., 2015).
Ademas, dado que las moléculas AChE-H predominan en colon humano (Montenegro
y col., 2006) e higado de ratén (Gomez y col., 2000), la inhibicion de ACHE-H es
probablemente la responsable de los efectos proliferativos de los inhibidores de AChE
en células de cancer de colon H508 (Cheng y col., 2008) y en células de céancer de
higado SMMC-7721 (Zhao y col., 2011); ambas lineas celulares producen ACh.

El analisis de 55 pares de muestras demostré una disminucién tanto de actividad
AChE como BUChE en tejido canceroso de colon humano, respecto al tejido sano
(Montenegro y col., 2006). Los componentes predominantes de AChE en el colon
control y canceroso eran formas anfifilicas G, y G,* cuya sensibilidad a los
tratamientos con hidroxilamina y PIPLC indicé que contenian restos de GPI y por
tanto, estaban compuestas por subunidades H (Montenegro y col., 2006). Respecto a
los mensajeros para AChE, el de AChE-H era claramente el predominante de las
variantes 3’ tanto en tejido de colon sano como tumoral. En este caso la disminucién
de la actividad AChE en colon canceroso era paralela a la gran disminuciéon del
contenido de varios mRNA de AChE. El contenido de mRNA de BuChE era muy bajo,
y también disminuia considerablemente en muestras cancerosas. En vista de la
liberacion de acetilcolina por las células de cancer de colon (Cheng y col., 2008), y los
efectos proliferativos y anti-apoptéticos de ACh y la activacién de los AChRs en ellas
(Cheng y col., 2008; Pettersson y col., 2009a; Wong y col., 2007a; Raufman y col.,
2008; Dinicola y col.,, 2013), la disminucion observada de AChE y BuChE
probablemente contribuya al desarrollo del cancer colorrectal por incremento de la
disponibilidad local de ACh y la activacién de los AChRs, especialmente muscarinicos
M3 (Cheng y col., 2008; Raufman y col., 2008) y nicotinicos a7 (Pettersson y col.,
2009a; Wong y col., 2007a; Dinicola y col., 2013).

Se ha visto que las actividades AChE y BuChE disminuyen en varios tipos de
cancer de pulmon, comparado con el tejido sano adyacente. Asi, la actividad AChE

disminuye significativamente en carcinoma de células grandes (LCC) y escamosas
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(SCQ), y la actividad BUuChE en adenocarcinoma (AC) y SCC (Martinez-Moreno y col.,
2006). Hay que destacar la caida del 80% de actividad AChE en SCC de pulmén.

Existe abundante informacién sobre la actividad colinesterasica y la composicion de
formas moleculares en diversos tumores craneales y no craneales (Vidal, 2005;
Campoy y col., 2016), incluyendo meningiomas (S&ez-Valero y Vidal, 1995; 1996),
gliomas (Garcia-Ayllon y col., 2001; Saez-Valero y col., 1996), neurinomas (Garcia-
Ayllon y col.,, 1999) y cancer de mama (Ruiz-Espejo y col., 2002; 2003), colon
(Montenegro y col., 2006), pulmén (Martinez-Moreno y col., 2006), riidn (Mufioz-

Delgado y col., 2010) y epitelio respiratorio (Castillo-Gonzalez y col., 2015).

En los meningiomas y neurinomas predomina la actividad AChE, y en los gliomas
(astrocitomas, oligodendrogliomas y meduloblastomas) la BuChE. Los perfiles de
formas moleculares de AChE y/o BuChE son diferentes en meningiomas, gliomas y
neurinomas, lo que puede ser til para el diagnéstico, o en todo caso, para completar
los resultados de los analisis 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). El grupo de la Prof. Soreq ha
visto por hibridacién in situ que en los astrocitomas humanos el contenido de los
MRNA AChE-T y AChE-R aumenta segun aumenta la agresividad del tumor, desde
grado | a grado 1V, a la vez que se produce un cambio en el splicing a favor del mRNA
AChE-R (Perry y col., 2002). También observaron que en células de glioblastoma
U87MG, la transfeccion con AChE-R inducia la proliferacion, un efecto que se inhibia
por inhibidores de PKA y PKC y por un antisentido contra AChE, pero no por el DFP,
un inhibidor irreversible de ChEs (Perry y col., 2004).

Los experimentos de hibridacion del DNA de células sanguineas de pacientes con
policitemia verdadera o con leucemia mieloide aguda muestran una considerable
amplificacién de los genes de las ChEs y de otros como c-raf, c-myc y c-fes/fos. Los
resultados sugieren que, en estados precancerosos, 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 BCHE 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).

En el plasma de pacientes con diversos tipos de cancer (pulmon, 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
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identificado formas hibridas de ChEs (heterotetrdmeros), formadas con subunidades
de AChE y BuUuChE, en gliomas, pero no en cerebro normal, meningiomas o

neurinomas (Garcia-Ayllon y col., 2001).

En estudios con células derivadas de un adenocarcinoma de colon humano, células
Caco-2, se observan cambios en la actividad de las ChEs que dependen de la
diferenciacion celular (Plageman y col., 2002). Los autores observaron que tras 21
dias en cultivo continuo para producir la diferenciacion celular, la actividad AChE
aumentaba significativamente (mas del doble). Este aumento de la actividad AChE,
junto con el de marcadores de diferenciacion conocidos como la fosfatasa alcalina, se
pueden interpretar como una consecuencia de la diferenciacion y no de la proliferacién

(Plageman y col., 2002).

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 més 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, 1990a). Conviene recordar la
intervencion de las ChEs en los procesos de proliferacion y diferenciacion celular y en

los fendbmenos de adhesion intercelular.

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 maduracion y
ovulacion (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 remodelacion de los tejidos) hicieron pensar en una posible relacion entre la

actividad AChE y la apoptosis.

En el contexto de las ChEs en céncer, cabe destacar la participacién activa de
AChE en apoptosis (Park y col., 2004). La apoptosis o muerte celular programada es
un mecanismo que, junto a la proliferacion 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 destruccion celular por

respuestas inmunoldgicas.

Los datos epidemioldgicos y los estudios con animales han revelado que muchos
pesticidas son cancerigenos. En este contexto, cabe sefalar el hecho de que los
agricultores constituyan uno de los grupos de poblacion con mayor incidencia de
leucemias y linfomas no Hodgkins (Perry y col., 2004), lo cual podria estar relacionado

con su exposicion a insecticidas organofosforados. Aunque se desconoce el
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mecanismo molecular por el que la AChE participa en la transformacidn neoplasica, se
ha demostrado que las ratas expuestas a organofosforados desarrollan tumores en
glandula mamaria (Cabello y col.,, 2001). Para explicar la relacibn entre los
organofosforados y el cancer, y en base al papel de AChE en la apoptosis, se ha
sugerido que la inactivacion de la enzima con organofosforados desencadena la
aparicion de células tumorales resistentes a la apoptosis y proclives a la expansion

celular incontrolada (Zhang y col., 2002).

El hecho de que el sustrato endégeno de AChE, la acetilcolina (ACh), actie como
un factor de crecimiento autocrino en el cancer de pulmén de células pequefas
(SCLC) (Song vy col., 2003b) refuerza la importancia de la AChE y su relacién con las
neoplasias. En el tracto respiratorio, ACh actlla 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.

5.1.2. Colinesterasas y apoptosis

Existe una creciente evidencia de que la expresion de AChE se induce durante la
apoptosis en varios tipos de lineas celulares (Zhang y col., 2002). Asi, un aumento en
el contenido de AChE inducido por estimulos apoptéticos se manifiesta en células de
cerebro, rifién y colon, linfocitos, células endoteliales, mioblastos, osteoblastos,
condrocitos y células B pancreéticas, entre otras (Zhang y col., 2002; Park y col., 2004;
Zhang y Greenberg, 2012; Campoy y col., 2016). Por lo tanto, la AChE puede usarse

como un marcador apoptotico.

Se han estudiado algunos mecanismos responsables del aumento de la AChE en la
apoptosis. En el cancer de colon (Deng y col., 2006) y en las células renales (Zhang y
col., 2008), la induccién de la AChE esta regulada por la via de la quinasa N-terminal
de c-Jun (INK). En las células HelLa, el aumento del calcio citosdlico por el tratamiento
con el ion6foro A23187 disminuyd la represién del promotor de AChE por el factor de
union CCAAT (CBF / NF-Y) (Zhu y col., 2007a; 2007c), mientras que se produjo la
acumulacion nuclear de Smad3, que se une al promotor aumentando la transcripcion
de la AChE (Gao y col., 2009). En células PC12, el A23187 aumentd la actividad de
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GSK3, el cual participa en la induccion de la expresion de la AChE sinaptica durante
la apoptosis (Jing y col., 2008).

Por otro lado, Park y col. (2004) propusieron que la AChE juega un papel
importante en la formacién del apoptosoma. Por ejemplo, en las células HT-29 de
cancer de colon tratadas con etopdsido, el silenciamiento de la AChE mediante
siRNAs hizo disminuir algunas caracteristicas apoptoticas, pero no los eventos
mitocondriales, lo que sugiere que la AChE podria actuar en un paso posterior a la
liberacion de factores mitocondriales y antes de la activacion de la caspasa-9 (Park y
col., 2004). Ademas, ensayos de inmunoprecipitacion indicaron que el silenciamiento
de la AChE prevenia la interaccion entre el citocromo ¢ y el factor activador de la
proteasa apoptética-1 (Apaf-1) (Park y col., 2004) y que la interaccion de la AChE con
el citocromo ¢ era necesaria para la interaccion del citocromo ¢ con Apaf-1 (Park y col.,
2008).

La participacion de AChE en la apoptosis se ha confirmado con inhibidores
especificos de AChE (BW248c51 y tacrina), y de BUChE (iso-OMPA), ya que la
inhibiciébn 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).

Aungue se desconoce la contribucion de AChE a la apoptosis, su expresion tiene
lugar 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 condensaciéon de la cromatina y su
posterior fragmentacién. En este punto, cabe destacar la posible relevancia de las

actividades no colinérgicas de AChE.

La aparicion de AChE nuclear en las células sometidas a apoptosis, no sélo se ha
demostrado por inmunofluorescencia (Jin y col., 2002; 2004; Xie y col., 2011; Du y col.,
2015), y Western blot (Xie y col., 2011; Du y col., 2015), sino también por métodos no
basados en anticuerpos, como la tincion citoquimica de AChE (Zhang y col., 2002;
Yang y col.,, 2002; Jin y col.,, 2004) y la fusiobn de AChE a la proteina verde
fluorescente (AChE-GFP) (Park y col., 2008; Xie y col., 2011; Du y col., 2015). En las
células apoptoéticas se ha observado un fragmento nuclear de AChE de 55 KDa, que
resulta de la escision de la AChE de 68 KDa en el extremo N-terminal, y cuya

aparicion se evita mediante el uso de inhibidores de caspasas (Xie y col., 2011).
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En el nucleo de células de neuroblastoma humano SK-N-SH, en condiciones de
apoptosis inducida, se observdo un aumento paralelo de las actividades AChE vy
caspasa-3 (principal responsable de la apoptosis y esencial para la fragmentacién del
DNA) (Zhang y col., 2002). Todavia quedan por aclarar los mecanismos por los que la
AChE interviene al comienzo de la apoptosis (condensacién y fragmentacién de la
cromatina) y la posible relacién entre AChE y caspasas. Si se confirma la actividad
DNasa de la AChE (Du y col., 2015), ésta explicaria la implicacion de AChE en la
apoptosis.

AlUn quedan varias cuestiones por resolver, y se necesitan mas estudios que

aborden la funcion no clasica de la AChE en la apoptosis.

6. SISTEMA COLINERGICO

6.1. Introduccidn

La acetilcolina fue descubierta por primera vez en la naturaleza por Sir Henry Dale y
Arthur Erwins en 1913, y posteriormente fue descrita como neurotransmisor por Otto
Loewi en 1921. Podriamos definir al sistema colinérgico como el conjunto de enzimas,
receptores y otras proteinas responsables de la sintesis, almacenamiento,

reconocimiento e hidrolisis de acetilcolina.

La vida animal esta controlada por neuronas, y entre ellas las neuronas colinérgicas
juegan un papel importante. Dichas neuronas liberan acetilcolina (ACh), que a través
de receptores nicotinicos y muscarinicos (nNAChRs y mAChRs) median la
neurotransmision quimica en un proceso altamente integrativo. Ademas, los
organismos responden a estimulos externos e internos para mantener y optimizar su
supervivencia, de modo que el bloqueo de la neurotransmision colinérgica es seguido
por la muerte inmediata del organismo. Sin embargo, la comunicacion colinérgica
aparecié ya desde el principio de la vida en organismos primitivos tales como
bacterias, algas, protozoos, poriferos, hongos y plantas primitivas, que carecen de
neuronas (Wessler y col., 1998; 2001; 2003).

Se ha demostrado que muchas células no neuronales de humanos y otros
mamiferos, tales como las células madre embrionarias, células epiteliales (de la piel y
vias aéreas e intestinales), endoteliales e inmunes (linfocitos) sintetizan ACh y el resto
de componentes del sistema colinérgico (ChAT, nAChRs y mAChRs, colinesterasas),
independientemente de la inervacion neuronal. Ademas, la acetilcolina esta implicada
en procesos como proliferacion, diferenciacion, organizacion del citoesqueleto, en la

liberacion local de mediadores (como 6xido nitrico y citoquinas proinflamatorias),
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locomocidn, secrecion y actividad ciliar (Wessler y col., 2001; 2003; Campoy y col.,
2016).

La disfuncion del sistema colinérgico no neuronal estd implicada en la patogénesis
de algunas enfermedades, tales como inflamacién crénica o aguda, infeccion sistémica
y local, aterosclerosis y cancer (Wessler y col., 2001). La ubicuidad de la sintesis de
ACh y de la expresion de nAChRs y mAChRs es un claro ejemplo de la complejidad de

los sistemas bioldgicos.

6.2. Sintesis de acetilcolina en neuronas y células no neuronales

La produccion neuronal de ACh es catalizada principalmente por una enzima
citoplasmatica denominada colina acetiltransferasa (ChAT), a partir de colina y
acetil-CoA (Amenta y Tayebati, 2008). Debido a la alta eficiencia de la
acetilcolinesterasa de las uniones sinapticas, la acetilcolina que liberan las neuronas
es rapidamente hidrolizada a colina y acetato. Sin embargo, la presencia de ChAT y la
produccion de ACh en tejidos no neuronales fueron descubiertas ya en los afios 30 por
el grupo de Beyer. Asi, se ha comprobado que muchos tipos celulares expresan ChAT,
o tienen un mecanismo alternativo de produccion de ACh mediante la enzima carnitina
aciltransferasa (CrAT). En el sistema nervioso, la etapa limitante de la velocidad de
sintesis de ACh es la recaptacion de colina por el transportador de colina CHT-1
(Okuda y col., 2000). Algunas células no neuronales presentan CHT-1, pero en otras
células el transporte de colina lo llevan a cabo proteinas similares al transportador de
colina (CTL1) o transportadores de cationes organicos (OCTs) (Lips y col., 2005b;
Yamaday col., 2011).

En neuronas, la ACh es almacenada y liberada por el transportador vesicular de
acetilcolina (VAChT) (Erickson y col., 1994), mientras que en células no neuronales
VAChT so6lo se expresa en tipo celulares especificos (Kummer y col., 2008). En
aquellas células que no expresan dicho transportador, la ACh no es almacenada sino
gue es liberada directamente via OCTs, como se observa en placenta (Lips y col.,
2005; Koepsell y col., 2007).

6.3. Papel de la ACh en la proliferacion celular y la apoptosis

Entre las funciones no neuronales de la ACh se incluyen proliferacion,
diferenciacion, apoptosis, locomocion, migracién, angiogénesis, funciones inmunes,
secrecion, organizacion del citoesqueleto y actividad ciliar (Wessler y Kirkpatrick, 2008;

Egleton y col., 2008; Campoy y col., 2016). Dados los efectos proliferativos y anti-
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apoptoticos de la activacion de AChR en diferentes tipos celulares, ademas del hecho
de que esta activacion facilita la invasion tumoral y la angiogénesis, el sistema
colinérgico no neuronal realiza un importante papel en la tumorogénesis (Egleton y
col., 2008; Russo y col., 2014; Shah y col., 2009; Schuller, 2009; Schaal y Chellappan,
2014). La accion no neuronal de ACh tiene lugar de modo autocrino y paracrino, esto
es, sobre las propias células productoras de ACh y en células vecinas, por ejemplo en
colon (Pettersson y col., 2009a) y pulmén (Song y col., 2003a). Asi, la ACh enddgena
producida por las células no neuronales, junto con la nicotina y nitrosaminas derivadas
de nicotina en el caso de los fumadores, estimulan la proliferacion en muchos
canceres, incluyendo los de pulmén, colon y mama. Los AChRs mas relevantes,
capaces de estimular la proliferacion celular, son el homopentdmero a7 (nicotinico) y
M3 (muscarinico) en cancer de pulmon, pancreas o colon; y a9 (nicotinico) en células
de cancer de mama (Russo y col., 2014; Schuller, 2009; von Rosenvinge y Raufman,
2011).

Una gran cantidad de informacién confirma el papel de ACh y los AChRs en el
crecimiento celular. Asi, se ha visto que la inhibicion de la sintesis de ACh disminuye
el crecimiento celular basal y que ACh, nicotina y otros agonistas colinérgicos
estimulan la proliferacion mientras que antagonistas de los AChRs la disminuyen. Por
ejemplo, en células de cancer de colon HT-29, las cuales expresan el receptor a7, la
inhibicion de ChAT atenta el crecimiento celular basal y la nicotina lo aumenta
(Pettersson y col., 2009a; Wong y col., 2007a). La adicion de ACh estimula la
proliferacion de células H508, de cancer de colon, que expresan el receptor M3. Esta
estimulacion es inhibida por antagonistas de mAChR como la atropina, la cual también
disminuye el crecimiento basal, indicando que interfiere con la accion de la ACh
enddgena (Cheng y col., 2003). En células H82 de cancer de pulmdén de células
pequefas, las cuales producen ACh, los inhibidores de la sintesis de ACh, los
antagonistas muscarinicos y nicotinicos y los siRNA contra M3 disminuyen la
proliferacién (Song y col., 2003a; 2008). La nicotina también estimula la proliferacién
de células de cancer de vejiga (Chen y col., 2008), pancreas (Trevifio y col., 2012), y

otros 6rganos.

Los niveles de ChAT vy receptores de ACh son elevados en muchos canceres. Por
ejemplo, mientras que los enterocitos de colon normal muestran una tincion
inmunohistoquimica débil o negativa para ChAT, muestras de cancer de colon
muestran una tincion de moderada a fuerte (Cheng y col., 2008). La expresion del
MRNA de M3 aumenta unas ocho veces en el cancer de colon (Yang y Frucht, 2000).

Las muestras de células de carcinoma de pulmén presentan un aumento de los niveles
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de mRNA de ChAT y de las subunidades a5 y B3 del nAChR (Song y col., 2008). El
MRNA de a9 se expresa en niveles mucho mas altos en muestras de cancer de mama
gue en el tejido control (Lee y col., 2010). Ademas, el crecimiento de tumores se afecta
por el contenido o actividad de los receptores de ACh. Asi, la eliminacidén genética de
M3 disminuye fuertemente el nUmero y volumen de los tumores de colon inducidos por
azoximetano en ratones homocigoéticos negativos para M3 (Raufman y col., 2008), y el
crecimiento de las células de cancer de pulmén en xenoinjertos en ratones desnudos
se inhibia por un antagonista de M3 (Song y col., 2003a; 2008). La nicotina estimulaba
el crecimiento de xenoinjertos de HT-29 en ratones desnudos (Wong y col., 2007b) y
de xenoinjertos de pancreas (Trevifio y col., 2012). Los polimorfismos de un solo
nucledtido (SNPs) en las regiones codificantes de los genes de a5, a3 y a9 estan
asociados con el cancer de pulmén (Improgo y col., 2011; Chikova y col., 2012; Niu y
Lu, 2014).

En su papel de estimuladores de la proliferacion, los receptores de ACh cooperan
con otros receptores. En efecto, la unién de nicotina (y nitrosaminas derivadas de la
nicotina del humo del tabaco) a receptores nicotinicos a7 estimula la secrecion de
adrenalina, noradrenalina y EGF, los cuales activan receptores adrenérgicos y
receptores del factor de crecimiento epidérmico (EGF). Los tres receptores cooperan
para activar cascadas de sefalizacion que promueven la proliferacién y supervivencia,
tales como las vias PI3K/Akt y los Ras/Raf/MEK/ERK (Schuller, 2009; Schaal y
Chellappan, 2014; Wong y col., 2007a; 2007b). En células epiteliales de colon, la ACh
activa los receptores M3, permitiendo la produccién del factor de crecimiento
epidérmico de unioén a heparina (HB-EGF), el cual activa a receptores de EGF, lo que
activa a su vez las vias de sefalizacion de MEK/ERK y PI3K/Akt (Shah y col., 2009;
von Rosenvinge y Raufman, 2011; Cheng y col., 2003).

Ademas de promover la proliferacion, los receptores de ACh ejercen un efecto
antiapoptotico. La nicotina confiere resistencia contra la apoptosis inducida por varios
estimulos, y protege a las células de cancer de pulmén, colon, mama, boca y otros
canceres contra la apoptosis causada por farmacos anticancerosos (Egleton y col.,
2008; Cucinay col., 2012; Dinicola y col., 2013).

Estudios con células de pulmoén y vias aéreas han mostrado que la nicotina induce
la activacion de proteinas antiapoptéticas como Bcl-2 y la inactivacion de otras
proapoptoéticas como Bax y Bad, y el incremento en los niveles de varias proteinas que
promueven la supervivencia celular incluyendo proteinas inhibidoras de apoptosis
como la survivina y el factor de transcripcion NF-kB (Egleton y col., 2008; Schaal y

Chellappan, 2014; Improgo y col., 2011). En lineas celulares de céancer de colon, la
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nicotina ejerce efectos antiapoptéticos a través de a7, ERK y Akt, con incremento de
los niveles de survivina y Bcl-2 (Cucina y col., 2012; Dinicola y col., 2013). Ademas, la
activacion de M3 por ACh produce la traslocacion de NF-kB al nucleo, con efectos
inhibidores de la apoptosis (von Rosenvinge y Raufman, 2011). La nicotina confiere
resistencia a gemcitabina in vitro a las células de cancer de pancreas y a xenoinjertos

de tumores pancreaticos (Trevifio y col., 2012).

Hay que destacar que la activacion del receptor no siempre promueve la
proliferacibn. Esto puede depender del receptor implicado. Asi, en varios
adenocarcinomas, la activacibn de los receptores homoméricos a7 produce la
liberacion de catecolaminas, con la consecuente activacion de receptores
B-adrenérgicos y adenilato ciclasa, sintesis de AMP ciclico y activacion de la ruta PKA
que favorece la proliferacion. Por el contrario, la activacion de los receptores
heteroméricos a432 estimula la liberacibn de GABA, causando la inhibiciéon de la
adenilato ciclasa y, por tanto, este receptor acta como supresor de tumores (Schuller,
2009).

6.4. Receptores de acetilcolina

6.4.1. Receptores nicotinicos

Como hemos dicho, existen dos tipos muy distintos de receptores de ACh: los

receptores nicotinicos (NAChR) y los muscarinicos (mMAChR).

Los receptores nicotinicos de acetilcolina son un tipo de canal iénico, y pertenecen
a la superfamilia de receptores ionotrépicos “cys-loop” (bucle de cisteinas), activados
por ligando. En vertebrados, constituyen una familia de proteinas con diversas
funciones fisiolégicas. Asi, los nAChR postsinapticos localizados en la unién
neuromuscular intervienen en la contraccion del masculo esquelético. En el sistema
nervioso auténomo, los receptores nicotinicos ganglionares son responsables de la
rapida transmision nerviosa. También se encuentran en las terminaciones nerviosas
presingpticas de neuronas del sistema nervioso simpético y parasimpdético, y en
neuronas sensoriales. Los nAChRs de tipo neuronal estdn también presentes en
cerebro y médula espinal, donde frecuentemente actian como moduladores. Ademas,
los NAChRs se pueden encontrar en células no neuronales, incluyendo células de la
glia, inmunes y endoteliales, donde se cree que responden a la ACh sintetizada por

dichas células.
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La diversidad estructural y funcional dentro de esta familia de receptores ha
estimulado el interés por los receptores nicotinicos como potenciales dianas

terapéuticas para una amplia variedad de condiciones médicas (Hurst y col., 2013).

Todos los nAChR tienen una estructura pentamérica con cinco subunidades que

pueden ser todas iguales (homopentameros) o no (heteropentameros) (Fig. 1.11).

Figura 1.11. Combinaciones de subunidades de los re  ceptores nicotinicos de ACh. Los
receptores nAChR son pentdmeros que se forman a partir de 10 tipos de subunidades a (9 en
mamiferos, que no expresan la a8) y 4 subunidades 8, mas otras subunidades tipicas del
receptor muscular (6, y, €), lo que da lugar a un gran nimero de subtipos de receptor nicotinico
con muy diversas estequiometrias. Se muestran sélo algunas combinaciones, con los sitios de
unién de ACh en amarillo. El receptor muscular tiene una estequiometria alf16¢ en adultos, y
puede unir dos moléculas de ACh. Los homopentameros a7 y a9 y los heterotetrameros a9a10
pueden unir hasta 5 moléculas de ACh, mientras que otros heterotetrameros tienen solo dos
sitios de union. En los receptores heteroméricos de tipo neuronal la ACh se une en las

interfases entre subunidades ay 8. Modificado de Wonnacott (2014).

Los AChRs del musculo esquelético de vertebrados y sus homélogos en los
organos eléctricos de Torpedo y Electrophorus fueron los primeros receptores
estudiados y caracterizados con detalle tanto a nivel estructural como funcional. La
alta afinidad de estos receptores por las a-toxinas de serpientes, especialmente la
a-bungarotoxina (a-BTX), permitio su purificacion a partir de la electroplaca de
Torpedo encontrandose 4 subunidades, designadas como a, B, y, & (Elliott y col.,
1980). En la Figura .12 se muestra la estructura recién descrita del heteropentdamero

a4p2 (Morales-Perez y col.,, 2016). Cada subunidad contiene 4 segmentos
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transmembrana, en el que el segundo segmento (M2) forma parte del canal iénico. El
dominio N-terminal (extracelular) de cada subunidad posee un “cys-loop” (bucle de
cisteinas) que contiene dos residuos de cisteina: Cys128 y Cysl142 (en la subunidad
al de Torpedo), separadas por 13 aminoacidos y unidas por un puente disulfuro,
formando un bucle, que es el responsable de la transduccion de la sefial tras la
apertura del canal (Bouzat, 2012). Experimentos de mutagénesis y marcaje por
fotoafinidad han demostrado la importancia de 4 residuos arométicos, Tyr93, Trp149,
Tyr1l90 y Tyrl98 (en Torpedo), lo que demuestra que 3 bucles polipeptidicos en la
subunidad a forman parte del principal sitio de union de agonistas (Grutter y col., 2004;
Bouzat, 2012). Estos residuos arométicos estabilizan la unién de ligandos a través de

interacciones cation-1 (Fig. 1.12.D).

La familia de los nAChR de mamiferos esta compuesta por 8 subunidades que
forman la parte principal de los sitios de union de ligandos (al, a2, a3, a4, a6, a7, a9 y
al0) y de 8 subunidades estructurales (a5, B1, B2, B3, B4, &, €, y) que confieren
propiedades funcionales y farmacoldgicas Unicas a los receptores. En general, los
NAChRs se agrupan en 3 grupos mayoritarios: los receptores que tienen gran afinidad
por la nicotina como los que contienen a4, los receptores que unen a la
a-bungarotoxina, que incluyen a7, a9 y el receptor muscular, y los receptores del
sistema nervioso autbnomo compuestos por subunidades a3/p4 (Gahring y Rogers,
2006).

Las subunidades neuronales mas abundantes son a4, 32 y a7, destacando los
receptores heteroméricos a42 que suponen mas del 90% de todos los nAChR
neuronales (Corriveau y Berg, 1993). Las subunidades que componen el receptor
0432 pueden asociarse en dos estequiometrias diferentes, (a4),(B2); y (04)3(B82),
(Tapia y col., 2007). Los receptores (a4),(82); muestran una baja permeabilidad al
Ca*" y una alta afinidad por ACh y nicotina, mientras que los receptores (a4);(82),
tienen una alta permeabilidad al Ca** y baja sensibilidad a la nicotina (Carbone y col.,
2009; Anderson y col., 2009). Por su parte, el receptor a7 muestra, relativamente, una
baja afinidad por ACh y una répida cinética de desensibilizacién en presencia de ACh
100 puM o superior (Fenster y col., 1997), ademéas de una alta permeabilidad al Ca®*

con relacion a los de tipo a4p2 (Seguela y col., 1993).

La permeabilidad al calcio viene determinada por aminoacidos cargados en el
extremo extracelular del dominio transmembrana M2, que forman un anillo de
aminoacidos en el extremo exterior del canal de cationes. Las subunidades a4, a5y 33
tienen un resto de Glu conservado en M2 que contribuye a la alta permeabilidad al

calcio, mientras que 2 tiene Lys en esa posicion (Tapia y col., 2007).
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La permeabilidad al calcio de los nAChR depende mucho de la composicion de
subunidades, de modo que el cociente de permeabilidades al calcio y al sodio
(Pca/Pna) €S cercano a 10 para los receptores homomeéricos (a7, a9, a9al10), mientras
gque esta en el rango 0.7-1.6 para los heteroméricos neurales (a3p4, a4p2, a4p4) y
muscular de adulto, y es incluso mas baja (~0.2) para el NAChR muscular embrionario
(Fucile, 2004; Wonnacott, 2014). Esto como norma general, pues incluso entre los
receptores (a4),(B2),* la permeabilidad varia segun cual sea la quinta subunidad, de
modo que los receptores (04)3(82),, (04)2(B2).83 y (a4),(B2).a5 son mucho mas
permeables al calcio que los (a4),(B2); (Tapiay col., 2007).

Los nAChRs pueden existir espontaneamente en varios estados conformacionales
interconvertibles: reposo (canal cerrado con el sitio de unién al agonista desocupado),
activo (canal abierto), desensibilizado (canal cerrado con una alta afinidad por el
agonista) y un estado inactivo que es un estado desensibilizado mas prolongado
(Fig. 1.13) (Changeux y col., 1984; 1998; Gotti y Clementi, 2004; Hurst y col., 2013).
Con la exposicién a altas concentraciones de ACh o agonistas no selectivos de nAChR

tales como la nicotina, el equilibrio entre estos estados conformacionales se desplaza

Figura 1.12. Arquitectura del receptor nicotinico a4pB2. Se muestra la estructura del receptor
humano unido a nicotina, determinada por difraccion de rayos X con 3,94 A de resolucion.
Tomada de Morales-Pérez y col. (2016). Con permiso de Mcmillan Publishers Ltd. A) Vista
transversal a la membrana plasmatica, con las subunidades a4 en verde y las 82 en azul. La
nicotina (rojo) y el sodio (rosa) se representan como esferas. Los puentes disulfuro del bucle
Cys (Cys-loop) y los del bucle-C se muestran como esferas amarillas. Los azUcares N-unidos
(marrén) aparecen como varillas. Las lineas punteadas indican la posicion aproximada de la
membrana. B) Vista perpendicular a la membrana plasmatica mirando desde el lado
extracelular. C) Subunidades individuales, orientadas como en la Fig. A. Una linea discontinua
indica los residuos del dominio intracelular que no se han modelado. D) Detalle del bolsillo de
unién del nAChR a4B2 (izquierda) y la AChBP (derecha), con nicotina unida (en rojo). Las
lineas discontinuas representan puentes de hidrégeno e interacciones catién-1r potenciales. La
esfera roja es una molécula de agua. Obsérvese la semejanza entre los bolsillos de nAChR y
de AChBP, y en su modo de unidn al ligando. La estructura esta ya depositada en el PDB
(5KXI).
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a un estado activo, permitiendo la transduccién de la sefial seguida por la
desensibilizaciébn del receptor. Sin embargo, una exposicion prolongada a bajas
concentraciones de agonistas estabiliza el estado conformacional desensibilizado del
receptor, que se convierte en refractario a la activacion por el agonista. El sitio de
union de ACh para la activacién de los nAChRs esta situado en la interfase entre la
subunidad a y una subunidad adyacente (Blount y Merlie, 1989). El nAChR a4f32
contiene dos sitios de union a ACh idénticos, mientras que el nAChR a7 homomérico
contiene cinco sitios de union a ACh (Palma y col., 1996). Aunque el nAChR a7
muestra una menor sensibilidad a la activacion por ACh y una rapida desensibilizacion,
se ha especulado que los cinco sitios de unién a ACh proporcionan un rango mas
versatil de sensibilidad y sefalizacion que el que tienen otros subtipos de nAChRs
(Jones y col., 2012).

La estructura tridimensional de los dominios extracelulares de las subunidades de
los nAChRs se ha determinado a partir de las proteinas de unién a acetilcolina
(AChBP, del inglés Acetylcholine Binding Protein), que comparten similitud de
secuencia con la regién extracelular de los nAChR (Brejc y col., 2001). También han
sido importantes los estudios estructurales mediante microscopia electrénica con el
propio receptor nicotinico (Unwin, 2005). Estos datos han ayudado a confirmar que los
agonistas convencionales, como la acetilcolina y los antagonistas competitivos, tales
como la metillicaconitina (MLA) se unen a un dominio de union al agonista extracelular
(el sitio de unién “ortostérico”), situado en la interfase entre las subunidades
adyacentes (Taly y col., 2009) y distinto al poro transmembrana del canal i6nico (Gill y
col.,, 2011) (Fig. 1.14).

En el receptor de tipo muscular la unién de ACh a las subunidades a desencadena un
reordenamiento en el dominio de unién al ligando, que implica un desplazamiento
hacia fuera de la porcion extracelular de la subunidad B. Dicha subunidad interactia
con los extremos yuxtapuestos de las hélices a que conforman el poro. Las hélices de
las subunidades B se inclinan hacia fuera para acomodar este desplazamiento,
desestabilizando la disposicion de las hélices de revestimiento del poro, las cuales, en
el canal cerrado, se doblan hacia el interior simétricamente para formar una compuerta
hidréfoba central. EI enderezamiento y el movimiento tangencial de las hélices de
revestimiento del poro efecttan la apertura del canal, ensanchando el poro
asimétricamente y aumentando su polaridad en la region de la compuerta. Las hélices
de revestimiento del poro de las subunidades a y &, al flexionar entre conformaciones

alternativas dobladas y rectas, experimentan los movimientos mas grandes. Esta
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transicion alostérica acoplada desplaza la estructura desde un estado tenso (cerrado)

hacia un estado mas relajado (abierto) (Unwin y Fujiyoshi, 2012).

Agonist
Resting . Active
Channel — Channel
closed - apen

Agonist binds

with low affinity

Desensitized
Fast onset

Agonist binds
with high affinity

Desensitized
Slow onset

Figura 1.13. Estados conformacionales del receptor nicotinico de ACh. Para los receptores
nicotinicos, la apertura del canal tiene lugar en la escala de milisegundos, y va seguida de
procesos de desensibilizacion rapido (~0,1 s) y lento (en una escala temporal del orden del
minuto). Los datos cinéticos son consistentes con un modelo alostérico de cuatro estados: un
estado de reposo de baja afinidad (B), un estado activo de canal abierto (A), y dos estados
desensibilizados con el canal cerrado (I y D), que son refractarios a la activacion y tienen alta
() o muy alta (D) afinidad por los agonistas. En ausencia de agonistas, una fraccion de
receptores puede estar en el estado desensibilizado de alta afinidad. La transicién entre los
distintos estados depende de la unién de ligandos, y ademas puede estar regulada por
fosforilacién, como se ha visto para el receptor muscular (Changeux y Edelstein, 1998; Gotti y
Clementi, 2004). La figura estad tomada de Wonnacott (2014).

Una complejidad adicional de la estructura de los receptores nicotinicos se
demuestra por los subtipos que contienen las subunidades a5 y B3, ya que estas
subunidades no pueden formar canales funcionales, a menos que se coexpresen con

otras subunidades a o B, por lo que se les denomina subunidades “huérfanas”
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Figura 1.14. Sitios de unién de ligandos en los rec  eptores nicotinicos de ACh. A)

Localizacion de los sitios de unién de ligandos competitivos y no competitivos del nAChR.
Figura adaptada de Hansen y col. (2007), con permiso de Elsevier. Los 6valos en rojo indican
la posicion de los sitios de unidn de los ligandos alostéricos no competitivos. En los receptores
heteroméricos de tipo neuronal, una subunidad 8 ocupa el lugar de la subunidad y/é de la figura
(en azul). Los 6valos en azul sefialan los sitios de unién de ligandos competitivos, que en los
receptores de tipo neuronal se forman entre una subunidad de tipo a (2, 3, 4, 6 6) y otra de tipo
B (2 6 4), o bien entre dos subunidades a (7, 9 6 10) en el caso de los receptores homomeéricos
y de los heteroméricos a9al0 (Zouridakis y col.,, 2009). B) Sitios de union alostéricos
descubiertos por estudios con la proteina quimérica a7-AChBP (Spurny y col., 2015). El ligando
en naranja que ocupa el sitio ortostérico de unién de agonistas es la lobelina. Se observa que
el sitio ortostérico se encuentra en la interfase entre una subunidad principal y otra

complementaria. Se muestran varios ligandos alostéricos unidos a diferentes bolsillos de unién.
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(Lindstrom, 2000; Lindstrom, 2000). Por ejemplo, la subunidad a5 de pollo forma un
subtipo a4fB2a5 funcional en el cual la subunidad a5 participa directamente en el
revestimiento del canal y le confiere propiedades distintas de las del subtipo a4p2,
como son una mayor tasa de desensibilizacién y permeabilidad al Ca®*, y una
concentracion efectora media (ECsp) para agonistas nicotinicos mas alta (Ramirez-
Latorre y col., 1996). Sin embargo, cuando se expresa con las subunidades a3 y 32,
a5 aumenta la sensibilidad a ACh, pero este efecto no se ve cuando la subunidad 32

se sustituye por B4 (Wang y col., 1996).

Un aspecto interesante de los nAChRs es que, a pesar de ser canales iénicos de
rapida excitacién, pueden estar localizados en muchas partes de la célula incluyendo
agregados en el cuerpo celular, terminales presinapticas (donde contribuyen a modular
la liberacién de neurotransmisores), y/o junto a las terminales postsinapticas, incluso
se han descrito en mitocondrias (Lykhmus y col., 2014). Ademas, la relativa alta
permeabilidad al calcio de estos receptores (especialmente a7) parece contribuir a
regular vias de sefalizacion por segundos mensajeros como la de PI3-Kinasa/Akt,
sistemas de activacion transcripcional como CREB, y ciertos procesos proteoliticos
(Meyer y col., 2002).

Hay varios tipos de sefales citoplasmaticas de calcio que se inician por la
activacion de los nAChRs (Fig. 1.15): el flujo directo de calcio a través del receptor, la
entrada indirecta de calcio extracelular a través de los canales de calcio dependientes
de voltaje (VDCCs, Voltage-Dependent Calcium Channels) que se activan por la
despolarizacion de la membrana mediada por los nAChRs, y la liberacion de calcio
inducida por calcio desde el reticulo endoplasmico (RE) al citosol a través de los
receptores de rianodina (Tsuneki y col., 2000; Dajas-Bailador y col., 2002) y los
receptores de inositol (1,4,5)-trisfosfato (IP;Rs) que se desencadena por la entrada de

calcio extracelular (Shen y Yakel, 2009; Sharmay Vijayaraghavan, 2001).

La nicotina imita las acciones de la acetilcolina al unirse como un agonista a las
subunidades a de los nAChRs (Lindstrom y col., 1996). El cambio conformacional
resultante en el receptor abre la puerta en el lado intracelular del canal ibnico en la
membrana plasmatica, permitiendo que los iones fluyan desde el espacio extracelular
hacia el interior de la célula (Le Novére y Changeux, 1995). Aunque todos los nAChRs
permiten el paso de diferentes cationes (Na*, K*, Ca*), el a7 es especialmente
permeable para el Ca** (Lindstrom y col., 1996; Gopalakrishnan y col., 1995). La
entrada de los cationes reduce la carga negativa en el lado intracelular de la

membrana plasmética, es decir, causa despolarizacién de la membrana. A su vez,
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Figura. 1.15. Aumento del calcio citosélico tras la activacion de los nAChRs. Los

receptores nicotinicos pueden incrementar la concentraciéon de calcio intracelular reclutando
Ca®* de varias fuentes, entre las que se incluyen los canales de calcio activados por voltaje
(VOCCs), activados como consecuencia de la despolarizacion de la membrana producida por
la activacion de los NnAChRs. A su vez, la liberacién de Ca®* desde el reticulo endoplasmatico
(ER) inducida por Ca’* estad mediada por los receptores de rianodina (RY) y los receptores de
IP; (inositol-1,4,5-trisfosfato). El IP; se produce por la activacién dependiente de Ca** de la
fosfolipasa C (PLC). De forma alternativa, los receptores de IP; pueden ser activados por
proteinas de union a calcio (CaBPs). Diferentes subtipos de nAChRs pueden acoplarse a una
fuente determinada de Ca”". Por ejemplo, la mayoria de los subtipos que no contienen
subunidades a7 amplifican sustancialmente las respuestas debidas al ca® intracelular
activando los VOCCs. Sin embargo, los receptores a7, que son altamente permeables al ca®
parecen estar acoplados a la activacion de los RYs del ER. De este modo, la activacién de los
nAChRs puede generar sefiales sostenidas de Ca®* mediante la activacién de los RY y de los

de IPs. La figura esta tomada de Dajas-Bailador (2004). Con permiso de Elsevier.

esta despolarizacién abre los canales de Ca*" activados por voltaje de la membrana
plasmatica, dando lugar a la entrada adicional de Ca?'. Los efectos cooperativos
resultantes de los NnAChR y de los canales de Ca*" desencadenan diversas respuestas
como la liberacibn de neurotransmisores y factores de crecimiento, factores
angiogénicos y neurotroficos. Ademas, el aumento de las concentraciones de cationes

intracelulares puede desencadenar la estimulacion directa de las cascadas de
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sefalizacién intracelular que intervienen en la regulacion de la proliferacion celular, la
apoptosis, la migracion y la diferenciacion (Kunzelmann, 2005; Roderick y Cook, 2008;
Schuller, 2009). En la Figura .16 se muestran las cascadas de sefalizacion que se

desencadenan tras la activacion de los nAChRs.

6.4.1.1. Agonistas y antagonistas de los nAChR

En general, los agonistas de los nAChR se unen al dominio extracelular de las
subunidades (Rucktooa y col., 2009). Los agonistas estabilizan el bucle de cisteinas
mévil de la subunidad de unién principal en oposicidbn a la subunidad adyacente
(complementaria). Los antagonistas competitivos se unen cerca de los sitios de union
del agonista, impidiendo el acceso a los agonistas. A diferencia de los agonistas, los
antagonistas competitivos estabilizan el bucle de cisteinas en una conformacion
extendida que impide la apertura del canal. Por lo tanto, el canal permanece cerrado y
se evita el acceso al sitio de unién del agonista (Hansen y col., 2005; Celie y col.,
2004; Taly y col., 2011).

Los agonistas de nAChR son estructuralmente diversos, comprendiendo productos

naturales de una variedad de especies vegetales y animales y moléculas sintéticas.

La acetilcolina (ACh) es el agonista enddgeno para todos los subtipos de nAChR.
Es un agonista completo y una opcion habitual para activar los nhAChRs en

experimentos electrofisioldgicos (cominmente usada a 100 uM).

En cuanto a la colina, se trata de una amina cuaternaria considerada como un
agonista selectivo completo de los nAChR a7 (ECs,=1,6 mM) y un agonista parcial de

los a3B4f2, no activando a los de tipo a2p2* (Albuguerque y col., 2009).

El cloruro de carbamilcolina o carbacol es un analogo carbamato de la ACh,
resistente a la hidrélisis. Es un agonista de los mAChR y de los nAChR. En la
Figura .17 se comparan las estructuras del carbacol y la ACh, y en la Figura .18 se

muestra la union del carbacol a la AChBP, una proteina homéloga del nAChR.

La nicotina, alcaloide del tabaco, es el agonista de hAChR utilizado histéricamente
para distinguir entre los receptores nicotinicos y los muscarinicos. Todos los subtipos
de nAChR son activados por nicotina, con la excepcion de los nAChR a9 y a9a10 que
son bloqueados por ella (Verbitsky y col., 2000). La nicotina se une preferentemente y
con una alta afinidad a los NnAChRs 0482 (Ki 1nM).

Por otro lado, los antagonistas competitivos interaccionan con el nAChR en el sitio
de unién del agonista o cerca de éste. La inhibiciébn llevada a cabo por estos

antagonistas puede ser superada mediante el aumento de la concentracion del

-77-



M2 Isabel Serrano Sanchez -Capitulo I. Introduccion y Objetivos-

NNK
Nicotine
Acetylcholine |\ B
N N . >
Ca adp2, a3p2
N af NAChR db W a3p4 nAChR
e

Calcjum Influx

i !

p110

Angiogenesis | Proliferation l

AF’OP'LOS'S |_| Proliferation

Figura 1.16. Ruta de sefializacién por nAChRs implic ada en la proliferacion celular.  Los
agonistas nicotinicos como la acetilcolina, la nicotina y metabolitos procedentes de la nicotina
como el NNK y el NNN aparecen ordenados segun su afinidad por los distintos tipos de
nAChRs. EI NNK vy la nicotina (N) tienen mayor afinidad por los NnAChRs homopentaméricos a7
y a9, mientras que la acetilcolina y el NNN se unen, preferentemente, a los nAChRs
heteropentaméricos (a4B82, a3B82 o a3B4). En células de cancer de pulmén y células
neuronales, la sefializacién llevada a cabo tras la activacion de los nAChRs a7 y los nAChRs
heteropentaméricos promueve la proliferacion y la angiogénesis, por la activacion dependiente
de Ca®* de PKA, PKC, PI3K/Akt y MAPK, a través de la induccién de factores de transcripcion
como NF-kB, AP1, CREB y mTOR. Por otro lado, la nicotina inhibe la apoptosis mediante la
activacion de factores de supervivencia celular tales como Myc, XIAP y la proteina survivina. La
nicotina también desempefia un papel proangiogénico liberando MMPs, VEGF y BFGF de
células endoteliales. Estas cascadas de transduccion de sefiales generan un bucle de
retroalimentacion positiva, dando lugar a la progresion del tumor. Modificado de Wu y cols.
(2011). Con permiso de AACR.
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agonista. Por ejemplo, la a-bungarotoxina es un potente antagonista
pseudo-irreversible del receptor muscular (a1B1yd y alB1ed), de los homopentdmeros
a7 y a9 y de algunos nAChRs de invertebrados. Se trata de una toxina polipeptidica
aislada del veneno de la serpiente Bungarus multicinctus, y fue el instrumento para la
caracterizacion y purificacion de los nAChRs musculares. Normalmente, soélo es
necesaria una preincubacion de hasta una hora, con una concentracion nanomolar
baja (10 nM) de la toxina para lograr un bloqueo completo del receptor (Verbitsky y
col., 2000; Dupuis y col., 2011). Por su parte, el citrato de metillicaconitina (MLA) es un
alcaloide norditerpenoide producido por una planta del género Delphinium que actia
como un potente antagonista competitivo para los nAChRs a7 sobre otros subtipos de
nNAChRs (Ward y col., 1990; Absalom y col., 2013).

En cuanto a los antagonistas no competitivos, por definicion, no compiten por la
unién a los sitios de union del agonista, no desplazan la union de agonistas
convencionales y su inhibicion no es superable con una concentracion creciente del
agonista. Estos interactan con sitios distintos en el receptor bloqueando el canal e
inhibiendo su funcién (Peng y col., 2013). Por ejemplo, el bromuro de hexametonio es
relativamente no selectivo, bloquea los nAChR del musculo y diversos subtipos de
receptores de tipo neuronal. Se suele usar en torno a 1-100 uM para bloquear los
NAChRs neuronales in vitro (Marks y col., 1999; Eaton y col., 2003). Por otro lado, la
mecamilamina (hidrocloruro de mecamilamina o MEC) es una amina secundaria
considerada como el antagonista no competitivo tipico de los nAChR neuronales. Los
estudios de acoplamiento molecular sugieren que, en su forma protonada, la MEC es
atraida por la boca del canal e interactia con el sitio luminal, convirtiéndose en un
blogueador de los canales abiertos (Arias y col., 2010). La MEC inhibe la mayoria de
los nAChRs neuronales pero son ligeramente mas sensibles los de tipo a3p4. Para
conseguir un blogueo completo in vitro de estos receptores se suele usar una
concentracion de 10 uM. Sin embargo, el antagonismo de la MEC sobre los nAChRs
a7 es reversible, necesitAindose mayores concentraciones para bloquear
efectivamente este subtipo. La MEC también antagoniza los nAChRs musculares de
una forma no competitiva y en un rango de concentracion de entre 1-10 uyM. Si se
emplea a altas concentraciones (100 uM) puede inhibir transitoriamente los receptores
NMDA (N-metil-D-aspartato) (Papke y col., 2001).
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Figura 1.17. Estructuras de la acetilcolina, el car bacol y el BW. Se muestran en el modelo
de bolas y varillas y en el modelo espacial. La acetilcolina es el sustrato de AChE y el agonista
natural principal de los AChR nicotinicos y muscarinicos. El carbacol es un analogo de la ACh,
que es agonista de los nAChR y mAChR. ElI BW es un inhibidor reversible y potente de AChE.
Los tres agentes se han usado en este estudio para ver su efecto sobre la cantidad de AChE
de las células Caco-2. Figuras realizadas usando Jmol (an open-source Java viewer for

chemical structures in 3 dimensions; http://www.jmol.org).

Los moduladores alostéricos son ligandos no competitivos que actdan en una
variedad de sitios distintos para influenciar positiva 0 negativamente las interacciones
de agonistas y/o la funcién de los nAChRs (Bertrand y Gopalakrishnan, 2007). En este
tipo de ligandos se incluyen cationes inorganicos, esteroides, anestésicos y aminas.
Los moduladores alostéricos positivos (PAMs) estan siendo considerados como

farmacos terapéuticos potenciales (Seo y col., 2009; Lynagh y Lynch, 2012).

6.4.2. Receptores muscarinicos

En 1869, Schmiedeberg y Kopp demostraron que las concentraciones crecientes de
extractos del hongo Amanita muscaria disminuian de forma progresiva el latido del
corazén de las ranas hasta llegar a detenerlo. Mas tarde se descubrid que estos

efectos estaban mediados por los receptores muscarinicos de acetilcolina (MAChRS),

-80-



-Capitulo 1. Introduccién y Objetivos- M2 Isabel Serrano Sanchez

Met 114
N (Edo
(E-loop) c

Leuttz
(Edoop) L
s

AN

&,
Cys 188
(Gloop) =

R

&

.

(Coop)

& 2

Tyr8s —

(A-loop) —
&

Trp 143
(B-loop)

= Metild
Carbamyl- (E-loap)

choline

P
I

M
= Tyriss

= (C-loop)

Cys 1887
(C-loop) /=

Ny

Myrae
(Aloop)

Figura 1.18. Union de nicotina y carbacol a la AChB P. La proteina de union a acetilcolina
(AChBP) es un homopentamero soluble de moluscos como Lymnaea stagnalis o Aplysia
californica, que presenta alta homologia con el dominio amino terminal extracelular de los
nAChR. A) Superposicion de dos subunidades adyacentes de AChBP (verde) con dos
subunidades adyacentes del modelo de a7 (naranja) (Le Novére y col., 2002). Se observa la
gran similitud de sus modos de plegamiento. B) Unién de nicotina a la AChBP. El ligando
aparece en bolas y varillas, con su densidad electrénica superpuesta. Los residuos del sitio de
unién aparecen en color amarillento (sitio principal) o azulado (sitio complementario). A la
derecha hay una representacion esquematica de las interacciones entre el ligando y la
proteina, que muestra los puentes de hidrégeno y las uniones de van der Waals. C) Union del
carbacol a la AChBP, con el mismo modo de visualizacion. Nicotina y carbacol se unen al
mismo lugar, y causan cambios conformacionales locales similares en la proteina. Las Figuras

B y C se han tomado de Celie y cols. (2004). Con permiso de Elsevier.
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miembros de una superfamilia de receptores que activan las proteinas de guanosina
5-fosfato (receptores acoplados a proteinas G). Las proteinas G modulan la actividad
de la adenilato ciclasa, los canales idnicos y el contenido en lipidos de fosfatidilinositol,
regulando asi un amplio repertorio de respuestas biolégicas (Malbon, 2005; Gilman,
1984).

Los receptores muscarinicos estdn compuestos de siete dominios helicoidales
transmembrana (Fig. 1.19), conectados por tres bucles extracelulares y tres
intracelulares, con el extremo amino-terminal en la parte extracelular y el extremo
carboxilo-terminal en la intracelular. Los dominios amino-terminales de los diversos
subtipos de mMAChRs contienen residuos de asparagina que son sitios de

N-glicosilacién (Nathanson, 2004).

Inicialmente, basandose en la afinidad farmacoldgica selectiva por el agonista
muscarinico pirenzepina, se describieron dos subtipos de receptores muscarinicos, M1
y M2 (Hammer y col., 1980). En 1987, utilizando técnicas de clonacién molecular,
(Bonner y col., 1987) describieron cinco subtipos de receptores muscarinicos (M1-M5)
(Tabla 1.2).

Dentro de sus siete dominios transmembrana, estos cinco subtipos exhiben una
homologia de secuencia extensa, tanto entre los distintos subtipos como con otros
receptores G (Hulme y col.,, 2003). Las secuencias de los receptores son mas
variables en el extremo amino extracelular y la porcion central del tercer bucle
intracelular (Wess, 1996). Tras activarse, los receptores muscarinicos de numero
impar (es decir, M1, M3 y M5) se unen a proteinas G de la familia Gg/11, que activan
la fosfolipasa C para iniciar la cascada de sefializacion del fosfatidilinositol trisfosfato.
Los receptores muscarinicos de niumero par (M2 y M4) se unen a proteinas G de tipo
Gi/o que inhiben la actividad de la adenilato ciclasa (Fig. 1.20). Asi, los receptores
muscarinicos pueden mediar la regulacién de una serie de cascadas de sefalizacion
reguladas por protein-quinasas implicadas en el crecimiento celular, la diferenciacion y
la apoptosis. Estas cascadas de proteina-quinasa conducen a la activacion de las
MAPKs Erkl y Erk2, la quinasa p38 y la quinasa terminal de c-Jun (JNK) (Nathanson,
2004).

Experimentos de mutagénesis han implicado varios residuos especificos en el
segundo, tercero, quinto, sexto y séptimo dominio transmembrana de los mMAChRs, en
la union de ligandos colinérgicos. En el caso de la ACh, se une al receptor a través de
un residuo de acido aspértico cargado negativamente en el tercer dominio

transmembrana, que interactda con el grupo amonio (cargado positivamente) de la
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ACh. La union de la ACh al mAChR induce un cambio conformacional en el receptor

gue le permite activar una proteina G determinada (Nathanson, 2004).

Las regiones responsables de determinar la especificidad del acoplamiento del
receptor a las proteinas G se ha estudiado principalmente por la construccion de
receptores quiméricos entre dos mAChR, como M2 y M3, que se acoplan a diferentes
proteinas G. La region proximal a la membrana del tercer bucle es la determinante de
la especificidad del acoplamiento de la proteina G, aunque otras regiones como las del
segundo dominio intracelular también pueden desempefiar un papel en las

interacciones de la proteina G al receptor (Nathanson, 2004).

Extracellular

Intracellular

Figura 1.19. Estructura de los receptores muscarini cos. Se muestran las estructuras
superpuestas de los receptores M2 (azul) y M3 (amarillo), en su forma inactiva, unida a
antagonista. Las estructuras son muy similares entre si en su modo general de plegamiento.
Por claridad, solo se muestra el ligando del receptor M3 (tiotropium), en naranja. La
arquitectura global de estos receptores es muy parecida a la de otros receptores acoplados a
proteinas G (GPCRs) que unen aminas, con sitios ortostéricos similares de unién a ligandos.

Figura tomada de Kruse y col. (2014). Con permiso de Elsevier.

Ademas de los sitios de union a agonistas, los receptores muscarinicos poseen
sitios alostéricos en los que los ligandos pueden modular la activacion por agonistas
(Christopoulos y col., 1998). Estos sitios alostéricos son distintos del sitio de union del

agonista y entre los subtipos (Birdsall y Lazareno, 2005).
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Subtipos de Receptores Muscarinicos
Subtipo Namero de Distribucién en los Ruta de
aminoacidos tejidos transduccién de
sefiales
M1 460 SNC (sistema nervioso | Activacion de
central): cértex, fosfolipasa C
hipocampo, striatum
Epitelio gastrointestinal
Corazén
Utero
M2 466 SNC: Cerebelo Inhibicién de adenilato
Corazén ciclasa
Células del musculo
liso
M3 590 SNC: cortex, talamo Activacion de
SNE (sistema nervioso fosfolipasa C
entérico)
Epitelio gastrointestinal
M4 479 SNC: striatum Inhibicién de adenilato
Pulmién ciclasa
Utero
M5 532 SNC: hipocampo, Activacion de
tegmentum ventral fosfolipasa C

Tabla I.2. Subtipos de receptores muscarinicos detécolina.

Los ligandos alostéricos producen cambios conformacionales en el receptor que se
manifiestan como una alteracién en las propiedades de la union de un ligando al sitio
ortostérico clasico, y por el potencial para la activacion directa de la sefalizacion del
receptor a través del sitio alostérico (Keov y col., 2011). Los moduladores alostéricos
positivos (PAMs) aumentan la actividad ortostérica, los moduladores alostéricos
negativos (NAMs) la inhiben, y los agentes que ocupan un sitio alostérico pero no
cambian la actividad de los ligandos ortostéricos se denominan ligandos alostéricos
neutros (NAL). Los efectos de los moduladores alostéricos son saturables, es decir, no
limite,

se observa ninguna actividad adicional por encima de un cierto

independientemente de la dosis del modulador. Este fendmeno se produce por la
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cooperatividad entre sitios ortostéricos y alostéricos, y puede variar desde sutiles

ajustes hasta una gran modulacién (Kruse y col., 2014).

Dentro de los mecanismos reguladores de estos receptores se incluyen procesos
tales como la desensibilizacién del receptor (desacoplamiento rapido del receptor de
las moléculas de sefializacidn), internalizacion o endocitosis del receptor
(translocacion del receptor desde la superficie celular a vesiculas intracelulares) y
regulacién negativa (translocacion del receptor a lisosomas donde son degradados)
(Davis y col., 2009).

Se ha visto que en células CHO (derivadas del ovario de hamster chino), la
incubacién con el agonista muscarinico oxotremorina M (15 uM) durante 24 h produce
la internalizacion de casi el 70 % de los mMAChR-M1 presentes en la superficie de la
membrana (Thomas y col., 2009). Sin embargo, Davies y col., han comprobado que el
agonista ortostérico carbacol induce la translocacién de los M1 de células HEK-293 en
vesiculas intracelulares, tras 5 minutos de tratamiento (Davis y col., 2009). La
translocacion de los receptores M1 observada con estos ligandos se bloque6 mediante

tratamiento con el antagonista muscarinico atropina.

6.5. Implicacion del sistema colinérgico en el canc er

La expresion y la funcién de diversos receptores colinérgicos pueden verse
afectadas en condiciones fisiopatoldgicas. Algunas alteraciones sustanciales del
sistema colinérgico no neuronal han sido descritas en los canceres de colon humanos.
Parece ser que disminuye el valor promedio de actividad de AChE, incrementandose
la cantidad de ACh (Montenegro et al., 2006). Por otra parte, Cheng y colaboradores
demostraron que la tincion de la enzima ChAT es indetectable o muy débil en los
enterocitos normales, pero es de moderada a fuerte en el 50% de los canceres de
colon examinados y en lineas celulares de cancer de colon (Cheng y col., 2008). Estos
datos muestran que las células de cancer de colon poseen la capacidad de producir y
liberar ACh, la cual podria actuar como un factor autocrino/paracrino. Si bien existen
pocos datos sobre la regulacion de la liberacion de ACh durante la inflamacion, se ha
demostrado que los corticoides modulan negativamente el sistema colinérgico no
neuronal mediante la regulacién del transporte y sintesis de ACh, en particular, en la

superficie epitelial de la trAquea y el intestino (Wessler y col., 1998).
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Muscarinic Nicotinic

M1, M3, M5 M2, M4

Putative allosteric
Orthosteric (ACh) binding sites
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Figura 1.20. Vias de sefalizacion de AChR muscarini cos y nicotinicos. Los mAChR
(izquierda) son proteinas con siete hélices transmembrana, que se engloban en dos clases
funcionales. Los receptores M1, M3 y M5 se acoplan con proteinas G de tipo Gg/G11, lo que
por la accion de una fosfolipasa C (PLC) conduce a la produccion de inositol-1,4,5-trisfosfato
(IP3) y 1,2-diacilglicerol (DAG), con el consiguiente aumento del calcio intracelular. En cambio,
los subtipos M2 y M4 preferentemente activan proteinas G de tipo Gi/Go, de modo que se
inhibe la adenilato ciclasa y disminuye la concentracion intracelular de cAMP, lo que entre otros
efectos puede prolongar la apertura de los canales de potasio. Los nAChR (derecha) son
canales i6nicos regulados por ligando, siendo especialmente abundantes entre los de tipo
neuronal los tipos a482 y a7. La apertura del canal produce directamente la entrada de calcio y
otros cationes, mientras que procesos posteriores contribuyen a aumentar el calcio intracelular.
En efecto, los NnAChRs a42 aumentan el calcio intracelular preferentemente por la activacion
de los canales de calcio sensibles al voltaje (VDCCs), mientras que los nAChR a7
preferentemente aumentan la liberacibn de calcio de almacenes intracelulares mediante
liberacién de calcio inducida por calcio (CICR). Figura tomada de Jones y col. (2012). Con

permiso de Mcmillan Publishers Ltd.

La primera evidencia de que los nAChRs regulan el crecimiento de los tumores fue
aportada por el Dr. H. M. Schuller en 1989. Desde entonces, varios estudios han
descrito a los nAChRs como reguladores principales del crecimiento (Lee y col., 2010;
Ho y col., 2005), angiogénesis (Cooke, 2007), metastasis (Wei y col.,, 2009) y

apoptosis (Paliwal y col., 2010) durante la carcinogénesis. Ademas, los nAChR
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estimulan las vias de sefalizacién intracelular de forma especifica segun el tipo
celular. Por ejemplo, la activacion de factores de crecimiento (como VEGF y BFGF),
inducida por nicotina es uno de los principales mecanismos moleculares subyacentes
a los efectos proangiogénicos de nAChRs en varios tipos de células cancerosas
(Cooke y Bitterman, 2004; Cooke, 2007; Jain y col., 2007). Ademas, se ha demostrado
gue la nicotina induce la activacién de NF-kB mediante las vias de sefalizacion de la
MAP quinasa p38 y PI3K/Akt, promoviendo la supervivencia, proliferacion y
angiogénesis de células endoteliales (Yu y col., 2009). Otros estudios muestran como
las sefiales de supervivencia mediadas por Akt juegan un papel importante en el
proceso carcinogénico, mediado por nicotina, en células de cancer de mama humano
(Shih y col., 2010).

Posteriormente, se ha visto que la expresion de nAChRa9, inducida por estrégenos
y nicotina, es regulada transcripcionalmente por el receptor de estrégenos (RE) a
través de la maquinaria de sefializacion PI3K/Akt o MAPK, por fosforilacién del RE en
multiples sitios (Lee y col., 2010). Los RE fosforilados también pueden actuar
indirectamente alterando las actividades de otros factores de transcripcion (por
ejemplo, Spl, AP1 y NF-kB) en sus sitios de unién al DNA (Glidewell-Kenney y col.,
2005).

Por otro lado, el NAChR a7 y los transportadores de colina CTL-1-5 estan presentes
en las células de cancer de colon (Song y col., 2013). Curiosamente, el bloqueo de
CTL-4 puede conducir a la supresion del crecimiento celular, ya que hay una
correlacion entre la expresion de CTL-4 y la sintesis de ACh (Song y col., 2013). Como
en otras células de cancer, la estimulacion de nAChR a7 por ACh o nicotina puede
inducir la proliferacién celular e inhibir la apoptosis de estas células (Cucina y col.,
2012). El nAChR a7 esta regulado negativamente por SLURP-1, el cual también esta
presente en células de cancer de colon asi como en células inmunes de la lamina

propia y en el tejido del musculo liso del colon (Pettersson y col., 2008; 2009b).

Estudios previos indican que los receptores muscarinicos de acetilcolina (MAChR)
se expresan en células de carcinoma originadas en el colon (Frucht y col., 1999; Yang
y Frucht, 2000), pulmén (Williams y Lennon, 1990; Williams y col., 1993), prostata
(Rayford y col., 1997; Batra y col., 1990), ovario (Oppitz y col., 2002), pancreas
(Ackerman y col., 1989) y tracto digestivo (Kodaira y col., 1999; Park y col., 1990).

Estos carcinomas predominantemente expresan el subtipo M3 y menos
comunmente el M1 (Luthin y col.,, 1997). En tumores primarios, estos receptores
expresados pueden ser activados por acetilcolina derivada de una variedad de tipos de

células no neuronales, incluyendo células epiteliales e inmunes (Wessler y Kirkpatrick,
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2001; Fujii y Kawashima, 2001). Por otro lado, se ha visto que la activacion de M3 en
células de carcinoma de pulmdn de células pequefias (SCLC) da lugar a la generacion
de inositol polifosfatos y se produce una movilizacién del Ca® intracelular (Williams y
Lennon, 1990). Se ha sugerido que la hidrélisis de inositol-3-fosfato puede
desempenfiar un papel crucial en la capacidad de mAChR para regular la proliferacion.
Ademas, la activacion de mAChR detiene el ciclo celular en las fases S y G2/M, lo que
sugiere que su activacion puede interrumpir la expresion o activacion de una proteina
gue controla la progresion a través de estas fases del ciclo celular (Williams y Lennon,
1991). Por ejemplo, en la linea celular glial 1321N1 se ven alterados los niveles de
MRNA y de proteina de c-fos y c-jun (Ibanez-Tallon y col., 2002). Como sugiere
Williams y col. (2003) en células SCLC, las proteinas afectadas por la activacion de
MAChR son las implicadas en la regulacién de la progresion del ciclo celular y la
sintesis de DNA, incluyendo p34cdc2, proteina c-myc, timidina quinasa, antigeno
nuclear de células proliferantes y proteinas supresoras de tumores tales como p53 y
pRb (la proteina asociada a retinoblastoma). Es concebible que la expresién o
activacion de una o mas de estas proteinas pueda ser alterada por la activacién de
MAChR, dando como resultado una disminucién de la sintesis de DNA y la detencién

del ciclo celular.

Los mismos autores sugieren que en SCLC, la estimulacién de mAChRs esta
relacionada con la activacion de Racl (Williams y Lennon, 1991). Un modelo que
representa la implicacion de Racl, PLC y PKC en la inhibicion de la proliferacion
inducida por M3 se ha descrito en células CHO de ovario de hamster. La activacion de
M3 en células que expresan niveles normales de Racl conduce a la inhibicién de la
proliferacién. En presencia de altos niveles de actividad de Racl, la activacion de M3

desencadena la muerte celular.

En contraste con lo observado en SCLC y en el modelo de células CHO, la
activacion de M3 induce la proliferacion en el colon humano, mama y en células de

cancer de prostata (Williams y col., 1993).

En el tejido gastrointestinal, los principales tipos de receptores muscarinicos son
M1, M2 y M3, pero las células epiteliales de colon expresan fundamentalmente M1 y
M3 (O'Malley y col., 1995). Por otro lado, Frucht y colaboradores demostraron que las
lineas celulares de colon y tejidos de cancer de colon expresaban M3,
incrementandose su expresion unas ocho veces mas en comparacion con el tejido
normal (Frucht y col., 1999; Yang y Frucht, 2000). Dicha sobreexpresion esta asociada
a una disminucién en la degradacion de ACh y un incremento de su sintesis. Mas

tarde, se vio que los agonistas muscarinicos son capaces de estimular la migracién de
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células y la invasién mediante la induccion de la metaloproteinasa-1 de la matriz
(Raufman y col., 2011). En la Figura .21 se muestra la regulacion muscarinica de la

proliferacion de células epiteliales del colon.
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Figura 1.21. Sefializacion muscarinica que regula la  proliferacion en células del epitelio

de colon. La acetilcolina (ACh) y las sales biliares (BA) activan a los receptores muscarinicos
(mAChR) que, a su vez, estimulan a metaloproteinasas (MMP7) que producen el factor de
crecimiento epidérmico de unién a heparina (HB-EGF) a partir de Pro-HB-EGF. El HB-EGF
transactiva los receptores de EGF (EGFR) produciendo una respuesta intracelular mediante las
rutas de sefalizacion MEK/ERK y PI3K/AKT. La fosforilacion de ERK y AKT promueve la
translocaciéon de ERK y NF-«kB al nudcleo, induciendo la transcripcién de determinados genes
que promueven la proliferacion y supervivencia celular (inhibicién de apoptosis). Modificado de

Rosenvinge y Raufman (2011).
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7. OBJETIVOS

Durante nuestra investigacion previa sobre el papel de la AChE en la diferenciacion
celular, habiamos observado un gran aumento de la actividad AChE de las células de
adenocarcinoma colorrectal humano Caco-2 cuando eran tratadas con un inhibidor
reversible y especifico de AChE, el BW284c51 (BW), y se retiraba el inhibidor antes de

la medida de actividad.

Una explicacién para este efecto era que, al inhibir la AChE con el BW, no se
hidrolizaba la acetilcolina liberada por las células, por lo que en el medio de cultivo se
elevaba su concentracién, de modo que aumentaba la activacion de los receptores de
acetilcolina. Esto nos llevé a pensar que los agonistas colinérgicos como la
carbamilcolina (carbacol) o la acetilcolina podrian causar, igualmente, la subida de
actividad AChE. De ser asi, se revelaria la existencia de un mecanismo regulador de
los niveles de AChE activa, que en respuesta a la interacciéon de un agonista (que en
vivo seria la acetilcolina) con los receptores llevaria a un aumento de la actividad
AChE de las células, acelerando asi la degradacion de la ACh para recuperar un cierto
nivel de activacion colinérgica. Decidimos investigar esta posibilidad. A este aumento
de actividad AChE lo llamariamos “sobrerregulacion” de AChE, tomando el término

gue se emplea para el aumento del contenido en nAChRs por exposicion a agonistas.

Asi, el OBJETIVO GENERAL de esta Tesis Doctoral fue obtener informacién sobre
el posible mecanismo regulador de la actividad AChE en funcion de la actividad de los

receptores de acetilcolina, en las células de colon.
Dentro de ese objetivo general se plantearon los siguientes OBJETIVOS concretos:

1. Conocer si los agonistas colinérgicos producen un aumento de actividad AChE

en las células Caco-2 similar al observado con el BW.

2. Determinar las formas moleculares y las variantes de mensajero de AChE que

contienen las células Caco-2.

3. Saber si el aumento de actividad AChE provocado por el BW o los agonistas
(en su caso) conlleva cambios en el contenido de AChE-mRNA o proteina

AChE, y la forma molecular implicada.

4. Obtener informacion sobre la dotacion de receptores de acetilcolina, nicotinicos

y muscarinicos, expresados por las células Caco-2.

5. lIdentificar farmacolégicamente los posibles receptores de acetilcolina
implicados en la sobrerregulacion de AChE por el BW y los agonistas

colinérgicos.
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6. Explorar los procesos intracelulares que tienen lugar en las células Caco-2 tras
la unién del agonista al receptor.

7. Comprobar si este mecanismo de regulacién de los niveles de AChE opera
también en otra linea celular de colon, las células de adenocarcinoma

colorrectal humano SW480.
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1. MATERIALES

1.1. Reactivos

Todos los reactivos utilizados fueron de grado analitico o del mayor grado de
pureza posible. Las disoluciones fueron preparadas con agua desionizada. A

continuacion, se detallan los productos usados y su procedencia.

Los siguientes reactivos se obtuvieron de SIGMA: ioduro de acetiltiocolina, acido
5,5'-ditio-bis-2-nitrobenzoico (DTNB), dibromuro de 1,5-bis-(4-alildimetilamoniofenil)-
pentan-3-ona (BW284c51), cloruro de sodio, Triton X-100 y Brij 96, pepstatina A,
bacitracina, benzamidina, inhibidor de tripsina de soja, leupeptina y aprotinina,
B-mercaptoetanol (B-ME), fosfatasa alcalina de higado bovino, azul de Coomassie
R-250, Tween 20, persulfato aménico, TEMED, proteinas estandar para electroforesis
(SDS-6H2), papel de filtro especial para blotting, membrana de nitrocelulosa de 0,2 ym
de tamafo de poro, SDS, sacarosa, bis-acrilamida, bromuro de etidio, el colorante
naranja G, dimetilsulfoxido (DMSO), los marcadores de longitud de DNA (Step ladder
50 pb), el reactivo 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT), ademéas del

formaldehido, etopésido y el colorante Hoechst.

También fueron de Sigma los agonistas: cloruro de carbamilcolina (carbacol),
colina, acetilcolina, oxotremorina M y nicotina, asi como los antagonistas: sulfato de
atropina monohidrato, bromuro de hexametonio, mecamilamina y metillicaconitina. El
EGTA, el ionoforo de calcio A23187 y el quelante de calcio BAPTA-AM, asi como la

cicloheximida (CHX) también fueron de Sigma.

El reactivo de Bradford fue de BioRad y el Tris, EDTA, CacCl,, fosfato sddico, acido

acético, sulfato de cobre y cloroformo fueron de Merck.

Los anticuerpos contra la regién 406-610 de AChE humana fueron de Novus
(Nv-31329) y el dirigido al extremo N-terminal de AChE, de Santa Cruz Biotech (N-19,
sc 6431). Los empleados contra el receptor a7 humano (H-302) y contra el receptor
muscarinico M3 humano (H-210) fueron también de Santa Cruz. En cuanto a los
anticuerpos secundarios empleados fueron todos de Sigma: un anti-lgG de conejo

(A1949) y un anti-IgG de cabra (A5420), ambos marcados con peroxidasa.

Life Technologies proporciond el reactivo TRIZOL para el aislamiento de RNA. El kit
de extraccion de RNA, los “random primers”, el ditiotreitol (DTT), la retrotranscriptasa
M-MLV (retrotranscriptasa del virus de leucemia murina de Moloney) y el inhibidor de
ribonucleasa fueron de Invitrogen. La mezcla de desoxinucle6tidos (ANTPs) fue de

Eppendorf y el kit de la DNasa, de Sigma.
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Los productos empleados en la PCR a tiempo real, entre los que se incluyen una
“méster mix” Power SYBR® GreenPCR de Applied Biosystems, que contiene la DNA
polimerasa AmpliTag Gold® y una mezcla de dTTP/dUTP, fueron proporcionados por

el Servicio de Biologia Molecular de la Universidad de Murcia.

Las placas para los ensayos de actividad enzimética, medida de proteina y cultivo
celular fueron de Nunc. Los frascos de 75 cm? para el cultivo celular fueron de
Sarstedt. El medio de cultivo EMEM fue de Life Technologies y el RPMI de Sigma, el

suero fetal bovino lo proporciond Gibco vy la tripsina fue de Sigma.

1.2. Lineas celulares

Se utilizaron dos lineas celulares de adenocarcinoma colorrectal humano: Caco-2 y
SW480. Ambas lineas fueron proporcionadas por el Servicio de Cultivo de Tejidos de

la Universidad de Murcia.

La linea celular Caco-2 procede de la Coleccion Americana de Cultivos Tipo
(Rockville, USA). Estas células crecen en monocapa (Fig. 1l.1.A) y se pueden
diferenciar a células intestinales por tratamiento con butirato, asi como manteniendo el

cultivo en confluencia.

En cuanto a la linea celular SW480, procede de la Coleccién Europea de Cultivos
(ECACC) y consta de una mezcla de dos tipos celulares (epiteliales y bipolares) en el
que predominan las células de tipo epitelial, con un crecimiento en monocapa,
adheridas al sustrato (Fig. 11.1.B) (Leibovitz y col., 1976).

Las células se usaron entre los pases 54-65 para las Caco-2 y entre los pases
10-33 para las SW480. Ambas se mantuvieron en incubadores del Servicio de Cultivo
de Tejidos (Steri-Cult 3310 de Termo Scientific), a una temperatura de 37 °C, con un
5% de CO, y una humedad relativa de = 95%. El medio de cultivo empleado fue
EMEM (Life Technologies) suplementado con suero fetal bovino (SFB, de Gibco) al
10%, una mezcla de aminoacidos no esenciales, glutamina y antibidticos
(estreptomicina y penicilina). Excepcionalmente se usé RPMI (Sigma), por su menor
concentracion de calcio. Para mantener las células, generalmente se sembraron
500.000 células en frascos de 75 cm?, ventilados (Sarstedt). Para su recoleccion, las
células se trataban con 4 ml de tripsina (Sigma) al 0,25 % con EDTA al 0,25 % durante
5 minutos a 37 °C. Después, se afiadia medio de cultivo (conteniendo SFB), para
detener la accion proteolitica de la tripsina vy, tras pasar la suspension celular a un

tubo, eran sedimentadas por centrifugacion a 200xg durante 10 minutos.
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Posteriormente, se resuspendian en medio de cultivo para su contaje en un contador

automético tipo Coulter antes de su siembra.

Figura II.1. Morfologia de las células Caco-2 y de  las SW480. En A) se muestra un cultivo

de las células Caco-2 y en B) se muestra un cultivo de las células SW480.
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2. METODOS

2.1. Tratamientos y obtencidon de lisados celulares

Las células se cultivaron en microplacas de 96 pocillos para los experimentos
donde se media actividad acetilcolinesterasa o absorbancia de MTT, y en frascos de
75 cm? para experimentos de cuantificacion de RNA mensajero, Western blot y
gradientes de densidad. En estos casos, el medio de cultivo empleado era EMEM sin
rojo fenol (éste interfiere en las medidas espectrofotométricas), suplementado de igual
forma que la mencionada anteriormente (apdo. 11.1.2), pero el SFB era
previamente tratado con un inhibidor irreversible de AChE, denominado DFP
(diisopropilfluorofosfato), para eliminar la actividad acetilcolinesterasa del suero. Para
ello, se afiadia DFP a 10 M a partir de una disolucién a 12 M en isopropilalcohol, y se
esperaba al menos un dia antes de usar el SFB, para permitir la hidrdlisis del DFP. Se
sembraron entre 1.200 y 2.000 células/pocillo en 0,2 ml (3.790-6.320 células/cm?)
cuando eran placas de 96 pocillos (0,3165 cm?/pocillo) y en torno a 300.000 u 800.000
células/frasco en 10 ml (4.000-10.700 células/cm?), dependiendo del tiempo de cultivo,

para los frascos de 75 cm?.

Después de dejar las células en cultivo al menos unos 3 dias después de la
siembra, se les afiadian los agentes con o sin cambio de medio de cultivo, segun las
células se fueran a dejar mas o menos tiempo antes de su lisis. En el caso de que se
cambiara el medio de cultivo, sélo se hacia parcialmente, excepto en el caso de los
experimentos en los que se afiadia BAPTA-AM, que se cambiaba por completo. Los
agentes eran previamente diluidos en medio de cultivo, a la concentracién adecuada
(Tabla 11.1), antes de afiadirlos a las células. Entre los agonistas empleados se
encuentran: el carbacol, la acetilcolina, la colina y la oxotremorina M, todos ellos
preparados en PBS (Phosphate Buffered Saline). En el caso de los antagonistas, las
células se incubaban con éstos entre 60-120 min antes de afadir el agonista; entre
ellos destacan la atropina, la mecamilamina, la metillicaconitina y el hexametonio;
también preparados en PBS. En el caso del BAPTA-AM se hacia una preincubacién

de 45-60 minutos antes de retirarlo y afiadir el carbacol.

En el caso de los experimentos en los que se estudio el efecto del calcio sobre la
actividad AChE inducida por carbacol, los agentes que se emplearon fueron los
siguientes: el i6n calcio, dos quelantes de calcio, el EGTA (quelante de calcio
extracelular) y el BAPTA-AM (quelante de calcio intracelular), y el ion6foro de calcio
A23187; todos ellos preparados en PBS, excepto el A23187, que debia ser preparado

en DMSO y el EGTA, en el que era necesario ajustar el pH para solubilizarlo.
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Concentraciones

Agente finales empleadas Funcion

BW284c51 1 uM Inhibidor reversible, potente y muy
especifico de AChE

Carbacol 0,25mMy 1 mM Agonista de mMAChRs y nAChRs

Acetilcolina 0,2 mMy0,5mM Agonista natural de todos los subtipos
de nAChRs y mAChRs

Oxotremorina-M | 0,1 mM, 0,2 mM, 0,5 Agonista de mAChRs

mMy 1 mM

Nicotina 0,1uM, 0,5uMy 1 uM | Agonista de nAChRs, con afinidad mas
alta por el subtipo a4f32

Colina 0,2mM, 0,5mMy 1 mM | Agonista de algunos nAChRs,
especialmente del subtipo a7

Atropina 10 uM, 100 uM Antagonista general de mAChRs

Hexametonio 0,1 mM Antagonista de nAChR musculares y
distintas combinaciones de nAChR
neuronales

Mecamilamina | 10 uMy 50 pM Antagonista de nAChRs,
principalmente de los subtipos
heteroméricos, como a334

Metillicaconitina | 0,1 uMy 0,5 uM Antagonista de algunos nAChRs,

especialmente del subtipo a7

250 nM y 500 nM

Calcio 1,5mM,2mMy3mM |16n Ca®

BAPTA-AM 10 uM y 20 uM Quelante intracelular de calcio
EGTA 1TmMy2mM Quelante extracelular de calcio
A23187 20 nM, 50 nM, 100 nM, | lonéforo de calcio

Cicloheximida

50 pg/ml

Inhibidor de la traduccién del mMRNA

Tabla Il.1. Agonistas y antagonistas de receptodesacetilcolina y otros agentes empleados.
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Una vez se afiadian los agentes mencionados anteriormente, segun el ensayo, se
dejaban incubando con las células al menos 24 h. Tras la incubacion, las células eran
lisadas tanto para medir la actividad acetilcolinesterasa, como para la extraccion de
MRNA, los ensayos de Western blot y el analisis de formas moleculares por gradientes
de densidad. Cuando las células se sembraban en microplacas de 96 pocillos, se les
retiraba el medio de cultivo y se lavaban con PBS, para eliminar los posibles residuos
de MC y SFB. Se afadian 50 pl/pocillo del tampon de lisis (Tris 10 mM, NaCl 1 M,
MgCl, 50 mM, Triton X-100 al 1%, pH 7), previamente suplementado con
antiproteasas (inhibidor de tripsina de soja 12,5 pg/ml, benzamidina 250 M,
bacitracina 125 pg/ml, pepstatina A 1,25 pg/ml, leupeptina 0,1 pg/ml y aprotinina
20 U/ml). La placa era agitada durante 15 minutos a temperatura ambiente para
completar la lisis. En los casos en los que se empleaban frascos de cultivo, las células
se despegaban con tripsina, se sedimentaban por centrifugacion a 200xg durante
10 minutos, y se lavaban con PBS. La lisis se realizaba con 0,2 ml del tampén de lisis
con antiproteasas para los ensayos de Western blot y los gradientes de densidad y

con 1 ml de Trizol, cuando se iba a extraer el RNA.

2.2. Determinacion de la actividad colinesterasa

2.2.1. Fundamento del método de medida

La actividad acetilcolinesterasa se valor6 por el método espectrofotométrico de
Ellman (1961). El sustrato utilizado es la acetiltiocolina (ATCh), un tioanalogo del
sustrato que es hidrolizado por AChE liberando acetato y tiocolina. La tiocolina
reacciona rapidamente con el &cido 5,5'-ditiobis-2-nitrobenzoico (DTNB) y libera un
cromoégeno, el anién 5,5'-tio-2-nitrobenzoato (Fig. 11.2). Este anién muestra un color
amarillo intenso con un maximo de absorbancia a 412 nm (g = 1,36-10" M*.cm™). Esta
circunstancia permite seguir la hidrolisis del sustrato en el medio de reaccion,
mediante un colorimetro o espectrofotometro. La actividad BUChE se mide de modo

analogo, usando butiriltiocolina (BuTCh) como sustrato.

Los grupos tioles libres en las proteinas u otros componentes de la muestra
reaccionan con el DTNB produciendo un aumento de absorbancia que no corresponde
a la hidrélisis del sustrato. Por ello, las muestras se incuban con el DTNB durante
20 minutos para que esos grupos tioles reaccionen antes de afiadir el sustrato, de

modo que no afecten a la medida.
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Aunque la especificidad de la AChE por su sustrato preferente es elevada, para
valorar de forma precisa la actividad AChE se recomienda afiadir al medio de reaccién
iso-OMPA, un inhibidor especifico de BuChE, y para valorar la de BUChE, se afade
BW284c51, un inhibidor muy potente y selectivo de AChE (Austin y Berry, 1953).

El procedimiento de medida puede mejorarse mas si para medir AChE se realizan

ensayos sin y con BW, y la actividad se determina por la diferencia.

(CH3):N™-CH,-CH,- §”

tiocolina
AChE
(CH3);N -CHy-CH,-S-CO-CH; + H,0 - - - -» +
acetiltiocolina CH;-COO +2H'
acetato
OO
(CH3);N'-CH, - CH, - §° (CH,);N"-CH, - CH, ss@ NO,
tiocolina conjugado
+ -- - +
OO
& NO, o0
cromoforo
OO
S NO,
DTNB

Figura 11.2. Fundamento del método de medida espect  rofotométrico de actividad AChE.

2.2.2. Medida de actividad por un microensayo color imétrico

Para medir la actividad acetilcolinesterasa de las muestras recogidas (lisados
celulares), se siguié el método de Ellman, modificado para su ensayo en microplaca

(Campoy y col., 1992). Para ello, se usaron placas de plastico transparente (Nunc),
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con 96 pocillos de fondo plano y con una capacidad de unos 400 pl, en los que

transcurria la reaccion.

La actividad AChE se midid en unos pocillos en presencia de 50 uM iso-OMPA, un
inhibidor especifico de BUChE (de modo que la hidrdlisis de ATCh y el aumento de
absorbancia se deben a las actividades de AChE y de las posibles esterasas
inespecificas, ademas de la hidrdlisis espontanea de la ATCh), y en otros pocillos en
presencia de iso-OMPA y 10 uM BW284c51 (valordndose soélo la actividad de las
esterasas inespecificas y la hidrdlisis espontanea de la ATCh). La diferencia de las dos
medidas proporciona la actividad AChE. Es importante destacar que el BW284c51 es
un inhibidor especifico y reversible de AChE, de modo que el BW afadido a las células
en cultivo, en algunos ensayos, se elimina al quitar el medio de cultivo y con el lavado

posterior con PBS, de modo que la AChE de los lisados ya ha recuperado su actividad.

De este modo, para un volumen final de 275 pl, a los pocillos con 50 ul de muestra
(lisados celulares), se afiadieron 200 pl de una “mezcla de reaccidén”, con tampon
fosfato 100 mM, DTNB 0,45 mM (pH 7,5) y el inhibidor iso-OMPA vy, en su caso,
BW284c51 a la concentracibn adecuada. Se incubaba unos 15-20 minutos y
finalmente, se afiadian 25 ul de ATCh (11 mM). Las concentraciones finales de ATCh
y DTNB eran de 1 y 0,16 mM, respectivamente, y las de BW e iso-OMPA de 10 y
50 uM.

En medidas posteriores, tras observar que la actividad BuChE de los lisados
celulares era indetectable, se decidié prescindir del inhibidor iso-OMPA en las
medidas, disminuyendo la produccion de productos téxicos. Otra modificacién que se
introdujo consistié en realizar una preincubacion de la ATCh con DTNB. La ATCh
tiende a hidrolizarse de forma espontanea, por lo que con este cambio se asegura que
la posible ATCh prehidrolizada ya haya reaccionado con el DTNB antes de afiadirla al
pocillo. Estas modificaciones supusieron un cambio en el resto de volimenes de la
mezcla de reaccidon para mantener las mismas concentraciones finales de los
reactivos. Asi, para un mismo volumen final de 275 ul, a 50 pl de muestra se afiadian
100 pl del tampon tampon fosfato 100 mM, DTNB 0,45 mM (pH 7,5) con o sin BW, y
tras la incubacion de 15-20 min, se afladian 125 pl de una mezcla de ATCh y el mismo

tampon fosfato con DTNB, en proporcion 25:100.

En cada microplaca, los pocillos de la primera fila se usan como “blanco”,
sustituyendo la muestra por su volumen de tampon de lisis. En los pocillos de la dltima

fila, se hace otro blanco distinto, sustituyendo el volumen de muestra por agua. A
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ambos blancos se les trata como a los pocillos con células con el fin de valorar la

hidrdlisis espontanea del sustrato.

La reacciébn comienza con la adiciébn del sustrato, y seguidamente se mide la
absorbancia de la placa (tiempo cero); después se practican 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 absorbancia
varie linealmente con el tiempo. En general, se invertia 1 h para valorar la actividad
AChE de los lisados celulares. Las medidas se realizaron en un lector de placas
(Microplate Reader, Modelo 680, BioRad), por el modo de longitud de onda simple a
415 nm. La actividad se expresa en unidades arbitrarias (U.A.); una U.A. representa un
incremento de absorbancia por minuto de 10°. La actividad normalizada para el
numero de células (actividad/célula) representa el cociente entre las U.A. y la

absorbancia a 570 nm obtenida en ensayos de MTT de pocillos analogos.

2.3. Ensayo de células viables: ensayos de reduccio ndel MTT

Este ensayo es un meétodo colorimétrico sensible, cuantitativo y fiable para la
determinacion de la proliferacion y viabilidad celular. Consiste en la reduccion del
bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolio (MTT), un compuesto amarillo
y soluble en agua que, incorporado en las células vivas, es transformado por la
succinato deshidrogenasa mitocondrial en un formazan, insoluble y de color
azul-morado (Fig. 11.3). Este producto forma cristales que no pueden atravesar la
membrana plasmatica, quedando retenido en el interior de las células. Para liberarlo,
es necesario solubilizar las células con disolventes organicos como el DMSO
(dimetilsulféxido). De esta forma, 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.

En un ensayo general, en el que se sembraban las células en placas de 96 pocillos,
se prepard una disolucién madre de MTT (5 mg/ml) en medio de cultivo sin rojo fenol y
sin SFB ni suplementos. Esta disolucion se filtraba a través de un filtro de 0,22 pum
para su esterilizacion y se mantenia a 4 °C, en oscuridad hasta su uso. Para el
ensayo, se retiraba todo el medio de cultivo de los pocillos y se afiadian 200 ul/pocillo
de MTT 1 mg/ml (preparado a partir de la disolucion madre de MTT 5 mg/ml, en medio
de cultivo EMEM sin rojo fenol, sin suero ni complementos, filtrada por un filtro de
0.22 ym). Se incubd la placa con el reactivo durante 1 hora a una temperatura de

37 °C, protegida de la luz. Pasado ese tiempo, se retir6 el medio con MTT y se
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afiadieron 100 yl de DMSO para solubilizar el formazan. La microplaca era agitada
durante 5 minutos a 250 rpm y la absorbancia se midi6 en un lector de placas
FLUOstar Omega (BMG Labtech) a 570 nm y 690 nm. Los valores de absorbancia
A570-A690, una vez restada la absorbancia de pocillos “blanco” (sin células pero

tratados igual con MTT), son proporcionales al numero de células viables en cada

pocillo.
Deshidrogenasas r\ TR
moltgconciisles Formazan formazan producido
MTT —% insoluble es directamente
proporcional al
: T{HQ l + DMSO numero de células
B s s viables.

5 N
) Formazan (solubilizado)
l @LN,N N, i:\&c"‘s
H

O
Medida de absorbancia en
espectrofotdmetro

Figura 11.3. Fundamento del método de medida de la  viabilidad celular por reduccion del
MTT.

2.4. Cuantificacion relativa de los mensajeros de | 0s componentes del sistema

colinérgico por RT-PCR a tiempo real.

2.4.1. Extraccion de RNA con TRIZOL

Para la extraccion del RNA total se parti6 de lisados celulares en TRIZOL,
procesados el mismo dia de extracciéon o bien conservados a -80 °C, inmediatamente
después de la lisis con TRIZOL. Todo el material usado durante el proceso estaba

esterilizado y libre de RNasas.

Las células fueron sembradas en frascos de 75 cm? en un rango de densidad
celular de entre 300.000 y 800.000 células/frasco (4.000-10.700 células/cm?), segin

se fueran a mantener mas o menos tiempo en cultivo antes de la extraccion. Tras
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afadir el agente de estudio e incubar las células en su presencia el tiempo deseado,
se procedia a la recogida de las células para extraer el RNA total. Para ello, las células
eran tratadas con tripsina 0,25% conteniendo EDTA 0,25% 6 0,02% hasta que las
células se despegaban. La suspension celular se centrifugaba a 200xg durante
10 minutos, se eliminaba el sobrenadante y el precipitado celular se lavaba con 10 ml
de PBS. Las células volvian a ser centrifugadas de igual forma y se retiraba el
sobrenadante. Al precipitado celular se le afiadia 1 ml de TRIZOL por cada 5 a
10 millones de células. Posteriormente, se homogeneizaba dicha suspensién con una
aguja hipodérmica de 21 gauge acoplada a una jeringuilla de 1 mly, con ella, se hacia

pasar la suspension a un microtubo tipo eppendorf.

La muestra se incubaba 5 minutos a temperatura ambiente y se centrifugaba a
12.000xg durante 15 minutos. Posteriormente, se recogia el sobrenadante para
afiadirle 0,2 ml de cloroformo por cada 1 ml de TRIZOL afadido anteriormente y se
agitaba durante 15 segundos. Tras otra incubacion de 5 minutos a temperatura
ambiente, se volvia a centrifugar a 12.000xg durante 15 minutos, pero esta vez a 4 °C.
De este modo, la muestra se separaba en tres fases: una fase inferior, que contiene el
cloroformo; una fase intermedia, donde quedan las proteinas celulares y la fase

superior (incolora), que es la que contiene el RNA.

Tras recoger la fase donde queda el RNA y pasarla a otro tubo, se afiadia el mismo
volumen de etanol al 70%. A partir de este punto, se utilizé el kit PureLink™ RNA Mini
de Invitrogen. Dicho kit consta de una columna de purificacion de RNA insertada en un
microtubo de centrifuga, al que se transfirieron 500 pul de la mezcla anterior. Se
centrifugd a 12.000xg durante 15 segundos a temperatura ambiente y se descarto el
volumen eluido. Este paso se repiti6 hasta procesar toda la muestra inicial. A
continuacion, se afiadian 350 ul del tampdn de lavado 1 (Wash Buffer I, incluido en el
kit) a la columna de purificacién y se centrifugaba a 12.000xg durante 15 segundos a
temperatura ambiente, descartando también el eluido. Después de repetir el lavado 1,
se afiadian 500 pl del tampo6n de lavado 2 (Wash Buffer I, incluido en el kit) y se
centrifugd a 12.000xg durante 15 segundos a temperatura ambiente, descartando el
volumen eluido. Se repitié este paso una vez mas y, a continuacion se centrifugoé la
columna a 12.000xg durante 1 minuto para secar la membrana que contenia el RNA
unido. Por ultimo, se insert6 la columna en un nuevo tubo de centrifuga y se afiadieron
40 pl de agua libre de RNasas. Se incub6 durante 5 minutos a temperatura ambiente,
y finalmente, se eluy6 el RNA mediante centrifugacion a 12.000xg durante 2 minutos.

El RNA total obtenido se mantuvo a -80 °C hasta su utilizacion.
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2.4.2. Medida de la concentracion y pureza del RNA

La concentracion y pureza del RNA se midi6 en un espectrofotdmetro NanoDrop
1000 (Thermo Scientific). Depositamos 1 ul de RNA y medimos la absorbancia a 260 y

280 nm de longitud de onda. Como blanco se emple6 1 ul de agua libre de RNAsas.

El NanoDrop 1000 puede usar longitudes Opticas 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 permite medir concentraciones de RNA consumiendo muy poco volumen de

muestra.

La relacion de absorbancias (A260/A280) proporciona una estimacion de la pureza
del &cido nucleico. Los &cidos nucleicos absorben fuertemente a 260 nm y las
proteinas a 280 nm. Las preparaciones puras de DNA y RNA 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 RNA se mantuvieron a -80°C hasta su uso.

2.4.3. Transcripcidn inversa o retrotranscripcion

La RT-PCR, es decir, la transcripcion inversa (RT) seguida por una reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) es la técnica mas sensible para la deteccion y
cuantificacion de RNA. Consiste en sintetizar una hebra de DNA copia (cDNA) del
RNA, mediante retrotranscripcion (RT), y la posterior amplificacion de la parte deseada
del cDNA por una DNA polimerasa termoestable en una reaccién de PCR. Para la RT
se disefia un programa en un termociclador (Master cycler Personal de Eppendorf) que
permita controlar las condiciones de temperatura requeridas en cada paso de la

reaccion.

La reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) permite amplificar y detectar hasta
una unica molécula de DNA, por lo que las muestras de RNA deben ser tratadas con
desoxirribonucleasas (DNasas) con el fin de eliminar el DNA contaminante antes de
realizar la RT, ya que los métodos de purificacion de RNA no consiguen eliminar
totalmente la presencia de DNA de las muestras. En esta Tesis Doctoral se utilizé la
DNasa | (AMPD1, de Sigma), aislada de pancreas bovino, que digiere el DNA de doble
cadena o de cadena sencilla, a sus correspondientes mono y oligonucledtidos.
Ademds, el disefio de los primers imposibilita, en la mayoria de los casos, la
amplificacion del DNA genomico (gDNA), bien porque uno o ambos cebadores se

dirigen a las zonas de empalme exdn-exdn (que no estan juntas en el gDNA), y/o bien
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porque cada cebador se dirige a un exon distinto, y entre ellos quedan al menos una
gran intron que impide la amplificacion del gDNA.

Para realizar la RT, se prepard el RNA, colocando 5 g de RNA en cada microtubo
y completando con agua libre de RNasas hasta 7 ul de volumen final. A continuacion,
se realizd el tratamiento con DNasa, afadiendo 1 pl del tampdén de reaccion 10x
(200 mM Tris-HCI, pH 8.3, 20 mM MgCl,, de Sigma) y 2 ul de DNasa | (1 unidad/ul),
incubandose durante 30 minutos a temperatura ambiente. Una vez transcurrido ese
tiempo, la reaccion se detuvo afiadiendo 1 pl de una solucion de parada (Stop Solution
de Sigma, 50 mM de EDTA) que une los iones de calcio y magnesio de la mezcla para
inactivar la DNasa |. Ademas, el RNA tratado con DNasa se calenté a 70°C durante
10 minutos, para desnhaturalizar la DNasa presente y evitar que pudiera digerir el
cDNA formado durante el proceso de retrotranscripcion posterior. Este paso de
calentamiento también permite desnaturalizar el RNA vy eliminar las posibles
estructuras secundarias que dificultarian la union de los cebadores. Inmediatamente
después, el RNA desnaturalizado se pone rapidamente en hielo para impedir que

vuelva a adoptar la conformacién original.

Antes de su uso se preparan dos mezclas de reaccion como se ve en la Tabla I1.2.

Mezcla de reaccién 1 Vol/mta. (pl) Conc;:;rlaclon
Random primers 500 uM 1 24,39 uM
Mezcla de dNTPs 10 mM 1 487,8 uM

Mezcla de reaccion 2 Vol/mta. (pl) Concie:zi:tarlaclon
Tampdn de reaccion (First Strand 4 1x
Buffer) 5x
DTTO0,1M 2 9,76 mM
Inhibidor de ribonucleasas 0,5 0,1 U/ul
{(RNaseOut Recombinant
Ribonuclease Inhibitor) 40 U/ul

Tabla I.2. Composicion de las mezclas de reaccion.
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Los cebadores aleatorios, random primers, son secuencias de nucleétidos al azar
gue se unen al RNA y actian como cebadores para la sintesis in vitro de cDNA. Estos
cebadores producen cDNA de todo el RNA, y no sélo del mRNA como hacen los
oligo(dT), pero los oligo(dT) tienen los inconvenientes de que requieren la presencia
de una cola poli (A) en el RNA para poder hibridar con él y ademas, la presencia de
estructuras secundarias en el RNA afecta mas a la sintesis de cDNA que con

cebadores al azar.

La mezcla de dNTPs es una solucién acuosa (pH 7,5) de sales sddicas de dATP,
dCTP, dGTP y dTTP. La composicion del tampdn de reaccion (5x) es Tris-HCI 250 mM
pH 8,3, KCI 375 mM y MgCl, 15 mM.

A continuacién, se afiadieron 2 ul de la mezcla de reacciéon 1 a cada tubo con el
RNA desnaturalizado (volumen final 13 pl), que se agité suavemente y se calenté a
65°C durante 5 minutos para desnaturalizar los cebadores. Los tubos se colocaron en
hielo y se afiadieron 6,5 pl de la mezcla de reaccion 2 (volumen final 19,5 ul). Se
mantuvieron 2 minutos a 37°C para después, afadir 1yl de la retrotranscriptasa
M-MLV (retrotranscriptasa del virus de la leucemia murina de Moloney). Después, se
baja la temperatura a 25°C durante 10 minutos para que tenga lugar la unién de los
cebadores a la hebra de mRNA. La retrotranscripcion se desarrolla a 37°C durante
50 minutos, en la que la transcriptasa inversa extiende los cebadores sintetizando la
cadena copia de DNA. Finalmente, la temperatura se eleva a 70°C, 15 minutos, para
inactivar la enzima y separar las cadenas de cDNA y RNA. Los tubos se conservan a

-80°C hasta su uso.

2.4.4. PCR atiempo real

La PCR a tiempo real o PCR cuantitativa (QPCR, acronimo del inglés quantitative
Polymerase Chain Reaction) es una técnica que permite la deteccion y cuantificacién
precisa del producto generado en la PCR, simultaneamente al proceso de
amplificacion. A partir de la fluorescencia emitida por un fluoréforo durante la reaccién
de la polimerasa se puede medir la cantidad de DNA 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 amplificacion. 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 deteccion se
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producen de forma simultdnea en el mismo vial cerrado, sin necesidad de ninguna

accion posterior.

Los sistemas de deteccion por fluorescencia empleados en la PCR a tiempo real
pueden ser de dos tipos: sondas de hibridacion especificas marcadas con
fluorocromos o agentes intercalantes, que es el procedimiento que nosotros

empleamos.

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 hidrélisis, denominadas también sondas TagMan, las
sondas molecular beacons y las sondas FRET.l. El empleo de sondas garantiza la
especificidad de la deteccidbn y permite identificar polimorfismos o mutaciones
puntuales, pero su coste es elevado y la optimizacion de las condiciones de la

reaccion es dificil.

Entre los agentes intercalantes mas empleados destaca el SYBR Green I. Es un
fluorocromo que en solucién, como compuesto libre, emite una fluorescencia muy baja
gque aumenta notablemente cuando se une a DNA de doble cadena. El incremento de
DNA en cada ciclo se refleja en un aumento proporcional de la fluorescencia emitida.
Ademéas es una molécula extraordinariamente estable, ya que tras 30 ciclos de
amplificacion sélo pierde el 6% de la actividad, siendo muy util para detectar y

cuantificar los productos de PCR.

Este sistema de deteccion tiene la ventaja de que es muy facil optimizar las
condiciones de la reaccion y es mas barato que las sondas especificas, pero el
principal inconveniente es la baja especificidad de estos agentes intercalantes, dado
que se unen indistintamente al producto deseado y a productos generados
inespecificamente o a dimeros de cebadores, muy frecuentes en la PCR. Por este
motivo, es recomendable iniciar la reaccién de sintesis de DNA a temperaturas
elevadas (Hot Star PCR), lo cual disminuye notablemente el riesgo de amplificaciones
inespecificas, ademas de disefar cuidadosamente los cebadores para disminuir el

riesgo de formacién de dimeros.

No obstante, la mayoria de equipos para PCR a tiempo real son capaces de
determinar la curva de fusion o melting curve de los productos de la reaccion. Una vez
gue han terminado los ciclos prefijados de amplificacién, la muestra se calienta para
desnaturalizar el DNA producto, mientras se registra la fluorescencia. La emision de

fluorescencia depende de la unién del SYBR Green a zonas de doble cadena de DNA,
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por lo que a medida que las cadenas de DNA se separan por efecto de la temperatura,
la fluorescencia disminuye. De estas curvas se obtiene un parametro denominado
temperatura de fusion o T, (melting temperature) que hace referencia a la temperatura
a la que el 50% del DNA esta desnaturalizado. Por tanto, cada fragmento amplificado
tendrd una curva de fusioén y una T, caracteristica, que va a depender de su longitud y
composicion de bases. Esto nos permite comprobar con cierta garantia que los
fragmentos detectados en la PCR son los que estamos analizando. En el caso de que
los cebadores posean cierta complementariedad entre si, podrian aparecer

primer-dimers que pueden distinguirse del producto especifico por su baja T,.

Al comienzo de la amplificacion, la mezcla de reaccion contiene DNA
desnaturalizado, los cebadores y una master mix en la que se incluye el SYBR
Green |, la polimerasa, dNTPs y otros componentes necesarios. El fluoréforo libre
emite una ligera fluorescencia que aporta una sefial de fondo. Tras la unién del
cebador a la hebra de DNA, algunas moléculas del SYBR Green ya pueden unirse a la
doble cadena que se forma, lo que incrementa considerablemente su fluorescencia.
Durante la extension, cada vez se van uniendo mas moléculas del agente fluorescente
a la nueva doble cadena de DNA recién sintetizado, con el correspondiente incremento
en la fluorescencia emitida. Durante la fase de desnaturalizacion del siguiente ciclo de
PCR, las moléculas del fluoréforo se separan de la doble cadena de DNA y 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 DNA amplificado. En la Figura 1.4 se muestra la unién del
SYBR Green a las moléculas de dsDNA.

En esta tesis, la PCR a tiempo real se emple6 para el andlisis de los niveles de
expresion génica mediante la combinacién de esta técnica con la técnica de
retrotranscripcion, anteriormente descrita (RT-PCR). Se realiz6 un método de
cuantificacién relativa, el cual no requiere curva de calibracién, sino que se basa en la
comparacion entre el nivel de expresion del gen de estudio (cantidad de cDNA, que es
proporcional al nivel de mRNA presente en la muestra de partida) respecto al nivel de
expresion de un gen de referencia o estandar interno (house-keeping gene) cuya
expresion en las células se considera constante, es decir, su expresion no se ve
alterada en funcién de las condiciones a las que se sometan las células, y que en

nuestro caso fue GAPDH.

Como el mRNA de interés y el mRNA usado como estandar interno poseen

secuencias diferentes, y los productos amplificados (amplicones) tienen distintas
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longitudes y requieren distintos cebadores, cabe la posibilidad de que ambos mMRNA
difieran en la eficiencia de la PCR. Por ello, un requisito experimental afiadido a que
sea constante la expresion del estandar interno, es que se amplifique con una
eficiencia de amplificacion similar a la del gen en estudio. Si las eficiencias para los
dos amplicones son iguales, dos volimenes que tengan la misma cantidad de
producto tras un mismo nuamero de ciclos, tendrén la misma cantidad inicial de cDNA.
Una eficiencia 6ptima de amplificacion es aquella que permite la replicacion de todos
los productos de PCR en cada ciclo (en cada ciclo se duplica la cantidad de producto),

una eficiencia del 100%, que en PCR se suele llamar una eficiencia de 2.

E o S S S S Paso 1

Paso 2.
Desnaturalizacion

S o
e Paso 3.
@ o Polimerizacion

Paso 4. Polimerizacion
completada

Figura 1l.4. Modo de accion del reactivo SYBR Green I. EI SYBR Green | aumenta su
emisién de fluorescencia cuando se une al DNA de doble cadena generado durante los ciclos

de PCR. Modificado del Manual del equipo de rt-PCR de Applied Biosystem.

Durante la PCR, el programa informatico del termociclador (equipo 7500 Real Time
PCR System, de Applied Biosystems) detecta en cada ciclo un incremento de
fluorescencia proporcional al aumento de DNA. Esta informacion se registra
graficamente en curvas de cinética de la reaccion para cada muestra y mRNA. Estas

curvas se adaptan a una sigmoide en la que se pueden distinguir: 1) una fase
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temprana de fondo (background), donde la fluorescencia del producto es menor que la
del fondo; 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 amplificacion. Los datos obtenidos en la fase logaritmica son mucho
méas precisos que los obtenidos a tiempo final porque en la fase logaritmica, el
incremento de la sefal se corresponde directamente con un incremento del producto
de PCR. La linea horizontal fijada por el usuario en la fase logaritmica se denomina
umbral o threshold, y el punto en el que la curva de fluorescencia cruza dicho umbral

se denomina Ct.

Mediante el modelo matematico del delta Ct (ACt) podemos determinar el nimero
de copias de un gen respecto al nimero de copias del gen de referencia (GAPDH, en
nuestro caso), asumiendo que la eficiencia de amplificacién de la PCR es del 100%

para el gen en estudio y el de referencia:

ACt = Ct (gen de estudio) — Ct (GAPDH)

22" = nimero de copias del gen de interés por cada copia de GAPDH

Cuando queremos conocer la variacion en la expresion de un gen determinado
cuando las células han sido sometidas a distintos tratamientos o expuestas a
diferentes situaciones experimentales, se utiliza el modelo matemético del delta-delta
Ct (AACY):

AACt = ACt (tratamiento) — ACt (condicién control)

2"22C = expresién de un gen tras un tratamiento, respecto al control no tratado

Los ensayos de PCR a tiempo real se llevaron a cabo utilizando placas de 96
pocillos (Microamp optical 96 well reaction plates de Applied Biosystems). En cada
pocillo de la placa se adicionaron 5 pul del cDNA, 0,4 pl de cada uno de los primers
forward y reverse (10 uM) (Tabla I1.3 y Fig. I1.5) y 10 ul de la mezcla de reaccién
Power SYBR Green PCR Master Mix, que contiene el fluorocromo SYBR Green I, los
cuatro dNTPs, la DNA polimerasa y el fluoréforo ROX como referencia pasiva, todo

ello en un tampdén se centrifugd a 2500 rpm durante 2 minutos. Por ultimo,
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Tabla 11.3. Principales primers empleados en lossayos de rt-PCRLos pares de primers

marcados con asterisco (*) se probaron obteniéndose resultados similares a los del otro par sin

que se aporten los resultados obtenidos con ellos.
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optimizado para la reaccién. Una vez afiadidos todos los reactivos a los pocillos, la
placa se sellé con un adhesivo para evitar la evaporacion durante el calentamiento v,
se introdujo la placa en el termociclador (7500 Real Time PCR System) y se establecio
el programa con las condiciones deseadas. El programa de amplificacion consistio en
una etapa de calentamiento inicial a 95°C (10 minutos) para activar la DNA polimerasa
AmpliTag Gold®, seguido de 50 ciclos de 95°C durante 15 segundos y 60°C durante 1
minuto, donde se produjeron ciclicamente la desnaturalizacion del DNA, el

alineamiento de los cebadores y la extensién del DNA.

region &' gen ACHE region 3'
H T

LAY
Y ~
;
1,0

I 4 NEsNVEs

ATG ATG TAA TAA  TGA
Ele Eflc E1la AChER  p69m-ap <mp70
p103 e p104 AChE E1c AChEH p63 m <-mpbd
ps1mp @ps2 AChE Ele AChET pes m AR u 66

AChE wh  p231m---sqm p232

Figura I1.5. Posicion de las secuencias diana de lo s cebadores para los mMRNA de AChE.

Se muestra un esquema de las porciones 5 y 3’ del gen ACHE. Los exones E2-E4, que
codifican la parte comuin de todas las subunidades de AChE, se muestran en rojo. Los distintos
exones E1, que caracterizan a las variantes 5° de AChE-mRNA (tres en humanos), aparecen
en rosa. El exén Ele contiene una regidon que se traduce, dando lugar a subunidades
N-extendidas. Los exones E5 y E6 y el pseudo intron 14, que codifican las regiones
C-terminales de las subunidades H, T y R, y cuya presencia determina las diversas variantes 3’
de mRNA, se muestran de varios colores. Los cebadores se representan como flechas, cuya
punta indica el extremo 3’ del cebador. En los cebadores que reconocen zonas de empalme
exén-exon, las dos partes que se dirigen a distintos exones aparecen unidas por lineas de

puntos. AChE wh indica los cebadores que amplifican todas las variantes de AChE-mRNA.

2.4.5. Electroforesis de acidos nucleicos en gel de agarosa

Si el producto de la reaccion es especifico debemos obtener un Unico pico de

melting. Para determinar con mayor precision si ese pico corresponde al fragmento
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gque se desea amplificar, es necesario recuperar el producto de PCR y someterlo a una

electroforesis en gel de agarosa.

Esta técnica consiste en la separacion de acidos nucleicos a través de una matriz
de agarosa que funciona a modo de tamiz molecular, separando las moléculas bajo la

accion de un campo eléctrico, en funcién del tamafio que posean.

Para ello se prepara una solucion de agarosa al 3 % en tampén TAE (Tris-acetato
40 mM, EDTA 2 mM, pH 8,5). Se calienta la mezcla en un microondas para facilitar la
disolucion de la agarosa y posteriormente se deja enfriar ligeramente. Afiadimos el
colorante bromuro de etidio (BrEt) a una concentracién final de 0,5 pg/ml, se agita
suavemente y se vierte sobre un molde donde colocamos el peine que forma los
pocillos. Finalmente, dejamos pasar unos 60 minutos a temperatura ambiente, hasta

que se forma un gel semisélido.

La agarosa forma una macrorreticula al gelificar debido al establecimiento de
enlaces por puente de hidrégeno. Por otro lado, el BrEt es un agente fluorescente que
se intercala entre los pares de bases de los acidos nucleicos, o que aumenta mucho
su emision de fluorescencia. Es altamente toxico y con propiedades mutagénicas, por
lo que debe manejarse con extremo cuidado en el laboratorio. A pesar de esto, sigue
siendo uno de los agentes mas utilizados para la visualizacion de DNA y RNA, aunque
actualmente hay otros colorantes fluorescentes alternativos como SYBR Safe, SYBR

Gold, GelRed entre otros, desarrollados especificamente para reducir estos riesgos.

Para preparar las muestras tomamos 15 ul de cada producto de reaccion de la PCR
y afiadimos 3 ul de una disoluciébn de carga 6x que contiene naranja G 0,25%,
sacarosa 40%, EDTA 100 mM y SDS 0,25%, pH 8,0. El colorante facilita el depésito 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 que nos dardn una recta patron (Step ladder 50pb, Sigma). Ponemos,
igual que nuestras muestras, 15 pl de los marcadores y les afiadimos 3 pl de la

disolucion de carga.

Una vez preparado el gel, se pone en la cubeta y se cubre con TAE. A
continuacion, se cargan las muestras y los marcadores en los pocillos. La
electroforesis se desarrolla a 100V, durante unos 90 minutos a temperatura ambiente.
Debido a su carga negativa, los acidos nucleicos migran hacia el electrodo positivo

(dnodo), separandose en funcién de su tamafio.

Para visualizar los productos amplificados, el gel se coloca en un transiluminador de

luz UV, registrandose la imagen de fluorescencia con una camara digital.
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Posteriormente, se analiza el tamafio de los fragmentos amplificados con el software
GelPro, en el que el tamafio de las bandas se calcula a partir de la distancia recorrida

en relacion con la de los estandares de tamafio conocido.

2.4.6. Purificacion del DNA de las bandas de los ge  les de agarosa

En algunos casos, los productos de PCR separados en un gel se purificaron para
sSu secuenciacion posterior. Para ello, se utiliza el kit illustra GFX PCR DNA and Gel
Band purification Kit (General Electric Healthcare). Este kit esta disefiado para la
purificacién y concentracion rapida de fragmentos de DNA (de unos 50 pb a 10 kb)
procedentes de reacciones de PCR o de geles de agarosa. En él se combina el uso de
un tampdn con un agente caotrépico y una columna tipo spin para purificar el DNA.
Dicho tampdn contiene ademas un indicador de pH ya que, para que el DNA se una de

manera eficiente a la membrana de silice de la columna, el pH debe ser inferior a 7,5.

El procedimiento consiste en recortar la banda de gel deseada (banda de los
transcritos de AChE-wh, los nAChRs a5 y a7 y el mMAChR M3), ajustandose o maximo
posible a ella y con ayuda de un transiluminador. La banda recortada se coloca en un
tubo, el cual se pesa antes y después de colocar la banda, para calcular por diferencia
el peso de la banda de gel. Posteriormente, se afiade el tampbn de captura, se
calienta a 60°C en una placa calefactora para disolver la agarosa y se centrifuga
brevemente para recoger la muestra en el fondo del tubo. La muestra se pasa por una
columna de spin, colocada dentro de un tubo de recolecciébn y se centrifuga a
16.000xg durante 30 segundos. Se descarta el liquido filtrado y se vuelve a repetir esta
fase de unidén tantas veces como sea necesario, hasta hacer pasar toda la muestra por
la columna. Seguidamente, se afiade a la columna el tampdn de lavado y se centrifuga
a 16.000xg durante 30 segundos, descartando el liquido filtrado. Por dltimo, se afiade
agua estéril libre de nucleasas en la membrana de la columna y se centrifuga a

16.000xg durante 1 minuto para recoger el DNA purificado.

El DNA obtenido, junto con los primers adecuados, se llevaron al Servicio de

Biologia Molecular de la Universidad de Murcia para su secuenciacion.

En otros casos (transcritos de nAChR a3, a7, B1, B2, B4 y mAChR M3), la
secuenciacion se realizo a partir del producto de PCR directamente, sin llevar a cabo

la electroforesis en gel de agarosa y su posterior purificacion.
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2.5. Valoracion de la concentracion de proteina

Para valorar la concentracién de proteina en las muestras obtenidas, tanto de
homogenados como de sobrenadantes de lisados celulares, se empleé el método de

Bradford, mediante el kit comercial de BioRad.

El método de Bradford es til 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 el azul de Coomassie
G-250 en disolucién acida se une a las proteinas. En medio acido el Coomassie es de
color rojo pardo, y a pH alcalino es azul intenso. En medio &cido, el cambio de color se
debe a que soélo la forma anidénica (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 (0,5 mg/ml).
Para ello, en los pocillos de una microplaca se vierten 0, 1, 2, 4, 6, 8, 10y 12 ul de la
proteina estandar y se completa hasta 50 ul con agua desionizada. Se preparan dos
series. Las muestras se diluyen adecuadamente; depositandose 50 ul de cada una de
ellas en la microplaca, con sus respectivas réplicas. El tampén de lisis incluido en las
muestras también se diluye en la misma proporcion que las muestras y se afiade a la
recta patrén para eliminar interferencias debidas al detergente que contiene. A
continuacion se diluye el reactivo de BioRad para medida de proteina en proporcion
1:5, afadiéndose 200 pl/pocillo. La mezcla se incuba 5 min para completar la reaccion
y se lee la absorbancia a 595 nm en un lector de microplacas. La cantidad de proteina

en los pocillos con muestra se calcula por referencia a la recta patron.

2.6. Andlisis de sedimentacion

Para averiguar la composicion de formas moleculares de las colinesterasas en los
lisados celulares, las muestras se centrifugaron en gradientes continuos de densidad
de sacarosa del 5 al 20% p/v. Cada componente molecular se identific6 por su
coeficiente de sedimentacion (S) particular, que se calcul6 de acuerdo con el método
de Martin y Ames (1961), segun el cual se comparan las distancias recorridas en el
gradiente por la molécula a identificar y por una proteina estandar de coeficiente de

sedimentacion conocido.

La centrifugacion 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 agregacion al fijarse en sus dominios
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hidrofébicos, y altera su migracion en el gradiente porque en el mismo las proteinas
viajan como agregados proteina-detergente. Por tanto, el coeficiente de sedimentacion
de una proteina anfifilica cambia en presencia de detergente, lo que no le ocurre a una

molécula hidrofilica.

Por otro lado, los agregados proteina-Brij 96 migran 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 lugar de Triton X-100 (Moya-Quiles y col., 1992).

2.6.1. Preparacion de los gradientes de sacarosa

Se utiliza un formador de gradientes que consta de dos depdsitos a modo de vasos
comunicantes, en los que se vierten las 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 Triton X-100
0, en su caso, Brij 96 (0,5% p/v). En el vaso con salida al exterior se ponen 5 ml del
tampon con sacarosa al 20%, y en el otro 5 ml del tampdn con sacarosa al 5%. 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 2), de forma que su extremo desemboque en un tubo de centrifuga de 12 ml
(polialbmero, Beckman No. 331372). 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, donde se
mezclan mediante la hélice de un agitador. El flujo de salida se controla de forma
constante con la bomba peristaltica. El final del tubito se mantiene en contacto con la
pared del tubo de polialébmero, para que la disolucion de sacarosa vaya resbalando por
la pared y caiga suavemente sobre el gradiente en formacién, para que se deposite

sobre él sin mezclarse.

Para poder calcular los coeficientes de sedimentacién de las proteinas, antes de
poner la muestra sobre el gradiente, se le afiaden 10 ul de cada proteina estandar:

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

Una vez depositadas las muestras (300 pl), los tubos con los gradientes se
centrifugan 20 h a 36000 rpm y a 4°C, 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 36 y 42, de unos 250 pl) con la ayuda de la bomba

peristaltica y un colector de fracciones (Amersham).

En cada fraccién del gradiente se determina la actividad AChE y la de las enzimas

marcadoras. Se representan los resultados graficamente y se localizan las fracciones
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con actividad méaxima. También se averiguan las posiciones de las proteinas
marcadoras. La proporcion relativa de cada forma molecular de AChE, se obtiene
sumando la actividad de las fracciones que componen cada pico y dividiendo la suma

por la actividad total recuperada del gradiente.

2.6.2. Localizaciéon 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 concentracion de 15 y 20 mg/ml, respectivamente. Se afiaden a
las muestras 10 yl de cada marcador y, tras la centrifugacion, se identifican las

fracciones con mayor actividad.

La actividad catalasa (C) se determina mediante un método espectrofotométrico, en
el que se registra la disminucién de absorbancia a 240 nm de una mezcla de reaccion
que lleva H,O; al 0,09% (v/v) en tampon fosfato 50 mM, pH 7 y 10 yl de muestra. La
absorbancia disminuye conforme la catalasa convierte el H,0, (e= 41 M™* cm™) en
oxigeno molecular y agua. La actividad catalasa se mide en un espectrofotometro en
cubeta de cuarzo, ya que se trabaja en la region UV del espectro, y a temperatura

ambiente.

La fosfatasa alcalina, a pH alcalino, hidroliza el p-nitrofenilfosfato (pNPP) liberando
fosfato y p-nitrofenol, cuya aparicion se mide a 405 nm (e= 18,2-10° M cm™). Antes
del ensayo, se diluye el pNPP (37 mM) en tampdn dietanolamina 100 mM, pH 9, en
una relacion 1:50. En cada pocillo de una microplaca, se depositan 20 pl de la muestra
y 250 ul de la mezcla de reaccion anterior. Se mide la absorbancia a 415 nm durante

2 horas, a temperatura ambiente.

2.6.3. Calculo del coeficiente de sedimentacion

Una vez medidas la actividad AChE y la de las enzimas marcadoras en las
fracciones del gradiente, se calcula el coeficiente de sedimentacion de cada
componente molecular de AChE, expresado en unidades Svedberg (S), por el método

de Martin y Ames (1961), segun la siguiente férmula:

(Ni-Np)

Sproteina problema — W X 820,W proteina estandar
(Ni-Ne)
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En la que Nt indica el nimero 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. En cada caso, es
conveniente elegir la proteina estandar que migre a la posicién mas proxima a la forma
molecular cuyo coeficiente de sedimentacion se desea determinar, por ejemplo,

catalasa para las moléculas més pesadas y fosfatasa alcalina para las ligeras.

2.7. Electroforesis y Western blot

2.7.1. Electroforesis en geles de poliacrilamida co n dodecilsulfato soédico
(SDS-PAGE)

La electroforesis es una técnica de separacion de moléculas que se basa en el

movimiento que experimenta cualquier molécula cargada al ser sometida a un campo
eléctrico. A un pH determinado, muchas moléculas biolégicas poseen carga eléctrica,
cuya magnitud depende del pH y la composicién del medio. El desplazamiento de las
distintas moléculas depende de 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, acidos nucleicos y otras

biomoléculas cargadas.

La electroforesis en gel de poliacrilamida es especialmente adecuada para separar

las proteinas individuales de mezclas complejas, como las de las muestras bioldgicas.

Es un método conveniente, rapido y relativamente econdémico, 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
practicada en presencia de dodecilsulfato sédico (SDS). Descrita por Laemmli (1970),
se trata de una electroforesis en condiciones de desnaturalizacion. Antes de la
electroforesis, las muestras se desnaturalizan por calentamiento en presencia del
detergente desnaturalizante SDS. Ademds suele afiadirse un agente reductor de los
puentes disulfuro, como el B-mercaptoetanol. El tratamiento separa las subunidades
unidas no covalentemente o covalentemente por puentes disulfuro, y los polipéptidos
pierden su conformacién nativa. Por eso, a este tipo de electroforesis se denomina

disociante o desnaturalizante.

El SDS tiene la propiedad de unirse a las proteinas en una proporcion constante, de

aproximadamente 1,4 g SDS/g proteina, por lo que la carga de la proteina queda

-120-



-Capitulo Il. Materiales y Métodos- M? [sabel Serrano Sanchez

enmascarada por la carga negativa de las multiples moléculas de SDS y sera
proporcional al tamafio. Asi, la relacion carga/masa queda igual para todas las
proteinas, y al ser sometidas a un campo eléctrico en un gel poroso, éstas se van a
separar fundamentalmente en funcién de su peso molecular. La mayor o menor
migracion en el gel dependerd 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 patrén de peso molecular conocido.

En esta Tesis Doctoral, la electroforesis se llevé a cabo por el método de Laemmli,
con un equipo Mini-Protean lll de BioRad (BioRad labs, Inc., Herts, Reino Unido) 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.

2.7.1.1. Preparacion de los geles de poliacrilamida

En primer lugar, se montan los cristales del sistema Mini-Protean Il utilizando
espaciadores de 0,75 mm. A continuacion, se prepara la disolucion del gel separador.
Para preparar dos geles al 10% (p/v) de acrilamida se adicionan los siguientes

componentes en las cantidades indicadas en la Tabla 11.4.

Gel separador Volumen (ml) Conc;aiz:rlacién
Agua purificada 4,02
Tris-HCI 1,5 M, pH 8,8 2,50 0,375 M
Acrilamida-bisacrilamida (30%) 3,33 10%
SDS 10% 0,10 0,1%
Persulfato aménico 10% 0,05 0,05%
TEMED 0,01

Tabla 11.4. Composicion del gel separador.

La disolucion se agita y se vierte en el espacio que queda entre los cristales
dejando sin cubrir una distancia de unos 2 cm en el extremo superior del cristal de

menor tamafno. Este espacio se cubre con agua para evitar que el gel entre en
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contacto con el O, del aire, puesto que éste dificulta la polimerizacion. Se deja

polimerizar durante 35-40 minutos a temperatura ambiente.

Una vez que el gel separador ha polimerizado, se prepara el gel concentrador a una
concentracion de 3,9% de acrilamida y un pH de 6,8. Para preparar dos geles se

adicionan los siguientes componentes en las cantidades indicadas en la Tabla II.5.

Gel concentrador Volumen (ml) Concgzﬁrc%n
Agua purificada 6,01
Tris-HCI 0,5 M, pH 6,8 2,50 0,125 M
Acrilamida-bisacrilamida (30%) 1,30 3,9%
SDS 10% 0,10 0,1%
Persulfato aménico 10% 0,05 0,05%
TEMED 0,01

Tabla 11.5. Composicion del gel concentrador.

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 polimerizacion, formara los pocillos en el gel. Es importante evitar la formacién
de burbujas debajo del peine. Se deja polimerizar la mezcla unos 45 min a
temperatura ambiente.

2.7.1.2. Preparacion de las muestras

Para calcular el peso molecular de las bandas de AChE y de receptores
colinérgicos, se usd una mezcla de proteinas estandares no coloreadas (Sigma,
SDS-6H2) de entre 30 y 200 KDa, que contenia: anhidrasa carbdnica de eritrocito
bovino (29 KDa), ovoalbimina (45 KDa), BSA (66 KDa), fosforilasa b de muasculo de
conejo (subunidad de 97,4 KDa), B-galactosidasa de E. coli (subunidad de 116 KDa) y
miosina de musculo de conejo (subunidad de 200 KDa).
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Para desnaturalizar las proteinas, las muestras y la mezcla de proteinas estandar
se incubaron, por separado, con tampon de muestra (Tm), cuya composicién, para un

volumen final de 10 ml, fue como se muestra en la Tabla I1.6.

Concentracion
Tampon de muestra (2x) Volumen (ml) final
(en la muestra)
Tris-HCI 0,5M, pH 6,8 0,5 0,0625 M
SDS 10% 0,8 2%
B-Mercaptoetanol 0,2 5%
Glicerol puro 0.4 10%
Azul de bromofenol (0,2%) 0,1 0,005%

Tabla 11.6. Composicion del tampon de muestra.

El SDS desnaturaliza las proteinas y elimina las interacciones no covalentes entre
subunidades y el B-mercaptoetanol rompe los puentes disulfuro de los oligémeros. El
glicerol aumenta la densidad de las muestras y hace que queden en su lugar al
depositarlas en los pocillos del gel. El azul de bromofenol se utiliza para facilitar la

aplicacion de las muestras y seguir el movimiento del frente.

La desnaturalizacion se completa calentando las muestras y las proteinas patrones
a 95°C, 5 min en un bloque calefactor. Después de centrifugar, 30-60 s a 3000 rpm en

microfuga, se recoge el sobrenadante y se aplica directamente al gel (20 pl).

2.7.1.3. Aplicacién de las muestras y recorrido

Finalizada la polimerizacion 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 el tampdn de recorrido (Tris 25 mM, glicina 192 mM, pH 8,3) en los
depdsitos con los electrodos (unos 400 ml para un sistema Mini-Protean) y se aplican

las muestras y las proteinas estandares en el gel (20 ul en ambos casos). El color azul
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de las muestras, debido al azul de bromofenol, permite comprobar que la muestra se

ha depositado correctamente.

La electroforesis se desarrolla 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 60 min) apenas se produce calentamiento, lo que hace innecesario un
sistema de refrigeracion. El avance del frente se sigue por el desplazamiento del azul
de bromofenol, que forma una banda horizontal fina. Cuando el frente esta a 1-2 mm

del final del gel, se detiene la electroforesis.

2.7.2. Deteccién de las proteinas

Las proteinas se hicieron visibles por tincién con azul brillante de Coomassie (CBB).
El CBB es un pigmento anionico, tipo trifenilmetano, que se une de modo no covalente
a aminoacidos bésicos de las proteinas. El colorante es capaz de detectar 50 ng de

proteina por banda.

Para ello, se sumergio el gel en la disolucién de tincién (0,1% azul brillante de
Coomassie R-250, 40% etanol, 10% acido acético), durante aproximadamente
30 minutos, en agitacion y a temperatura ambiente. Posteriormente, para destefiir el
gel, se lavo varias veces con la disolucion de destefiido (&cido acético 7%, etanol 5%),

agitando a temperatura ambiente.

2.7.3. Western blot

Los experimentos de Western blot se utilizaron para la deteccién de proteinas de
los lisados celulares mediante el uso de anticuerpos especificos para la proteina de
interés. Se realiza una electroforesis SDS-PAGE previamente para separar las
proteinas y, posteriormente, se transfieren desde el gel a una membrana de
nitrocelulosa. Después de revelar la membrana, se puede determinar el tamafio de
una proteina concreta en una mezcla compleja y comparar su nivel en distintas

condiciones.

2.7.3.1. Electrotransferencia (método normal o humedo)

Al acabar la electroforesis SDS-PAGE, 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 disposicion de las muestras, y se elimina el gel

concentrador. A continuacién, se sumerge el gel separador en tampén de transferencia
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(TT), 15 min con agitacién. El tampdn de transferencia lleva Tris 25 mM, glicina
192 mM, metanol 10%, SDS 0,01%, pH 8,3. No es preciso ajustar el pH, pues al
disolverse la glicina y el Tris el medio alcanza el valor correcto. 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. ElI metanol dificulta la salida
de las proteinas del gel, pero mejora la adsorcion a la membrana de las de pequefio
tamafio (~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; por lo que para evitar problemas en la
transferencia, se debe 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 0,2 ym) se
cortan con un tamafio ligeramente superior al del gel, y se sumergen en agua, con
cuidado de que no retengan aire. A continuacion, se incuban unos minutos en TT. A lo
largo del proceso, se deben manejar las membranas con guantes y pinzas, para evitar

mancharlas con grasa y proteinas de las manos.

En este sistema de electrotransferencia humeda (sistema Mini Trans-blot de
BioRad), se pone el gel sobre la membrana y ambos se rodean de papel de filtro y
esponjas dentro de un sistema a modo de “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 los papeles de filtro para transferencia (“blotting
paper’, de Sigma), 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, por este orden: una esponja, un papel de filtro, el gel
(cuidando su orientacion), la membrana, otro papel de filtro, otra esponja y, por ultimo,

la tapa clara del casete.

El casete se fija en el soporte que lleva los electrodos, vigilando la orientaciéon de
modo que el gel quede cerca del catodo y la membrana del &nodo. Después, se
sumerge el “porta-casete” en la cubeta de transferencia que contiene TT frio, asi como
un recipiente con un blogue de hielo y una barra de agitacién. Se tapa la cubeta y se
coloca todo sobre un agitador magnético. La transferencia se realiza a 80 V, 1 hy
30 min en cadmara fria, para disipar el calor, y con agitacion. Por efecto del campo

eléctrico, las proteinas rodeadas de SDS migran al polo positivo, abandonan el gel y
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son retenidas en la membrana por fuerzas no covalentes. Conviene indicar que, si la

transferencia se prolonga, las proteinas pueden atravesar la membrana.

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

indicar la orientacion 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 sélo
permanecen las de elevado peso molecular, por su dificultad de transferencia en estas
condiciones. Si se emplean marcadores pretefiidos, su presencia en la membrana

prueba que la transferencia ha sido buena.

2.7.3.2. Tincién 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 posicion de
los marcadores no coloreados. Como la tincidbn con rojo Ponceau es reversible, no

interfiere con el revelado final de la actividad del anticuerpo secundario conjugado.

La tincion consiste en sumergir la membrana en la disolucién de tefiido (1 mg/ml
Ponceau-S en 2% acido acético), de 2 a 10 min, y lavar con agua hasta que se
observan claramente las bandas de proteina en rojo. La membrana se escanea para
tener un registro del resultado, lo que permitirhd calcular después la masa de la
proteina problema. Finalmente, se elimina el colorante lavando la membrana con

agua.

2.7.3.3. Deteccion de las proteinas de interés con antiogerp

El proceso se desarrolla en tres etapas; las membranas se incuban sucesivamente
con tres disoluciones (bloqueante, anticuerpo primario y anticuerpo secundario),
intercalando fases de lavado, y al final, se revela la actividad peroxidasa ligada al

anticuerpo secundario. Los pasos son:

2.7.3.3.1. Bloqueo

La membrana se incuba con una disoluciéon de leche desnatada en polvo al 5%, en
tampon TBS-T (Tris 25 mM, NaCl 0,9%, Tween 20 al 0,1%, pH 7,5). La incubacion se
prolonga 2 h, al menos, a temperatura ambiente, o toda la noche a 4°C; siempre con

agitacion suave.
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La membrana y la disolucion se introducen en bolsas de plastico (evitando que
queden burbujas) y se sellan por calor. De esta forma, se reduce el volumen de la
disolucion de bloqueo y la cantidad de anticuerpo en etapas posteriores
(10-12 ml/membrana). Durante el bloqueo, el detergente Tween-20 y la albumina
ocupan los puntos de la nitrocelulosa que quedaron libres, evitando que, méas tarde,
los anticuerpos se unan a la membrana de modo inespecifico. Tras el bloqueo, las
membranas se lavan con TBS-T (3 lavados de unos 2 min cada uno). Los lavados se
realizan en una bandeja con abundante tampdn, a temperatura ambiente y con

agitacion.

2.7.3.3.2. Incubacion con el anticuerpo primario

Después de bloguear la membrana, se incuba con el anticuerpo primario,
convenientemente diluido en TBS-T con 1% leche desnatada en polvo. Los
anticuerpos primarios empleados para detectar la AChE fueron: el anticuerpo
policlonal N-19 (Santa Cruz), generado en cabra contra un péptido del extremo
N-terminal de la AChE humana, y el anticuerpo policlonal NBP1-31329 (Novus),
generado en conejo contra un péptido localizado entre los aminoacidos 406 y 610 de
la AChE humana; ambos se diluyeron 1/1000. Para detectar los receptores de
acetilcolina M3 y a7, se emplearon los siguientes anticuerpos: el H-210 (Santa Cruz),
generado en conejo contra un péptido localizado entre los aminoécidos 271 y 480 del
MAChR M3 humano y el anticuerpo H-302 (Santa Cruz), generado en conejo contra un
péptido situado entre los amino&cidos 367 y 502 del extremo C-terminal del nAChR a7
humano, ambos diluidos 1/500. La disolucion con el anticuerpo se afiade a la
membrana y se incuba a 4°C toda la noche, con agitacion suave. En ese tiempo, los
anticuerpos se unen a las zonas de la membrana ricas en proteinas que posean el

epitopo.

2.7.3.3.3. Incubacion con anticuerpo secundario

Tras retirar el anticuerpo primario, las membranas se lavan con TBS-T (3 lavados
de 5 min cada uno). A continuacion, se incuban 2 h a temperatura ambiente con el
anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa. El anticuerpo usado fue anti-lgG de
cabra-PO (A5420, Sigma) frente al N-19, diluido 1:5000 (en TBS-T con 1% de leche
desnatada en polvo) y anti-IgG de conejo-PO (A1949, Sigma) frente al NBP1-31329, el
H-210 y el H-302, diluido 1:2500.
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2.7.3.3.4. Revelado de la actividad peroxidasa

Tras retirar el anticuerpo secundario, la membrana se lava con TBS-T y la actividad
peroxidasa se revela con el kit ECL plus WB Detection System (Health Care,
Amersham).

La membrana se incuba con la mezcla de revelado unos 5 min, y se retira el exceso
de reactivo. Las membranas se colocan en una funda de plastico para escanearlas,

empleando el equipo Typhoon 9410 Amersham Variable Mode Imager.

Para calcular la masa molecular de las subunidades de AChE vy los receptores de

acetilcolina en las muestras se emple6 el programa GelPro.

2.8. Tincion con Hoechst

La tincion con el colorante de Hoechst es una técnica que nos permitio tefiir el
nucleo celular y ver si habia células en proceso de apoptosis, en los tratamientos con

carbacol.

El colorante de Hoechst (33258, Sigma) es un compuesto permeable a las células
(tanto vivas como fijadas) que, cuando se une al DNA de doble cadena emite

fluorescencia azul, con un maximo de emisién a 450 nm.

El procedimiento consisti6 en sembrar las células en unos portas (en torno a
6.750 células/ml). A los 4 dias después de la siembra, unas células se trataron con
etopdsido 25 6 100 uM (como control positivo de apoptosis), otras con carbacol 1 mM,

y un grupo de células se dejo sin tratar (control negativo).

Al cabo de 24 horas de incubacién, se procedi6 a la fijacion de las células. Para
ello, se retir6 la mitad del medio de cultivo de los pocillos (unos 500 pl) y se afiadi6 el
mismo volumen del fijador Carnoy (una mezcla de metanol y 4cido acético en una
proporcion 3:1). Se incubd6 durante 5 minutos y se retird todo el volumen de los pocillos
para después afadir 1 ml del mismo fijador e incubar 10 minutos. Tras esto, se retird
todo el fijador y se dejo secar el porta unos 45 minutos. A continuacién, se afiadieron
500 pl del colorante Hoechst a una concentracion final de 0,2 pg/ml y se incubo
durante unos 30 minutos, a temperatura ambiente y en oscuridad. Posteriormente, se
retird todo el colorante y se realizaron 3 lavados sucesivos con agua desionizada y se
dejo secar el porta el oscuridad. Finalmente se realizaron fotos de los distintos pocillos

usando el microscopio éptico invertido, empleando el filtro para luz UV.
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2.9. Tincion histocitoguimica de acetilcolinesteras a.

El método para la tincién histocitoquimica de AChE fue originariamente descrito por
Karnovsky y Roots (1964). Se basa en la reduccion del ferricianuro a ferrocianuro,
gracias a la liberacion de tiocolina producida al hidrolizarse la acetiltiocolina por la
AChE. La posterior combinacién de éste con iones Cu?" forma ferrocianuro de cobre,
que es insoluble y de color marrén. Los iones de Cu®* del medio son acomplejados con
citrato para prevenir la formacién de ferricianuro de cobre. Por lo tanto, el color es

producido directamente en el sitio donde haya actividad acetilcolinesterasa.
El procedimiento que se sigui6 fue el siguiente:

Se sembraron 6.750 o 7.500 células/pocillo en un porta para cultivo celular. A los 4
dias después de la siembra, se les afiadié carbacol 1 mM (en medio de cultivo) a los
pocillos n° 2 y 4, dejando como control los pocillos n® 1 y 3, a los que se afiade so6lo

medio de cultivo.

A las 24 horas después del tratamiento, se les retir6 todo el medio de cultivo. Las
células se lavaron con PBS vy, tras quitarlo, se fijaron con una disoluciéon de
formaldehido al 1,5 % (Sigma, F1635) y/o ademas, se permeabilizaron las células con
Tween 20 al 0,01%.

Mientras tanto, se prepar6 la mezcla de reaccidn para realizar la tincion citoquimica,
la cual contenia: fosfato de sodio 375 mM, citrato de sodio 25 mM, sulfato de cobre

15 mM, ferricianuro potasico 2,5 mM y acetiltiocolina 8,5 mM.

Una vez fijadas las células al porta, se les afiadié a todos los pocillos 1 ml de la
mezcla de reaccion anterior. Tras distintos tiempos de incubacién (10, 30, 90 y
120 minutos), se realizaron fotos con el microscopio Optico invertido (NIKON,
ECLIPSE TE200-U). A las 8 0 24 horas de incubacion se retiré el reactivo y se

volvieron a sacar fotos de las células.

3. ANALISIS ESTADISTICO

En general, los datos de actividad AChE se expresan como media + error estandar,
y la cantidad de cada mensajero como numero de copias por millon de copias de

GAPDH-mRNA, también como media * error estandar.

Las posibles diferencias estadisticamente significativas tanto en la actividad AChE
como en el nimero de copias de mensajero entre células control y tratadas fueron
evaluadas por el test de t de Student. El analisis estadistico se hizo con el programa

SigmaPlot (versién 11 para Windows).
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1. AUMENTO DE LA ACTIVIDAD AChE DE LAS CELULAS CACO -2
POR BW Y CARBACOL

En nuestros estudios previos sobre el papel de AChE en la diferenciacion celular
(Serrano-Sanchez, 2012), habiamos descubierto que el tratamiento de las células con
un inhibidor muy potente, reversible y especifico de AChE, el BW284c51 (BW),
aumentaba mucho la actividad AChE de las células de adenocarcinoma colorrectal
humano Caco-2. Ello nos llevé a investigar cuél era el mecanismo subyacente a este
aumento de actividad. Una hipotesis probable era que el tratamiento con BW, al inhibir
la AChE, aumentaba la concentracion de acetilcolina en el medio de cultivo al no
hidrolizarse la ACh liberada por las células. Esa ACh podria activar los receptores de
acetilcolina muscarinicos (MAChR) o nicotinicos (nAChR), como primera etapa del
mecanismo de accion del BW. Pensamos que, de ser cierta esa hipotesis, el aumento
podria conseguirse también mediante tratamientos con agonistas colinérgicos, como la

carbamilcolina, también llamada carbacol.

La carbamilcolina, un analogo de la ACh no hidrolizable por AChE, es un agonista
de los AChR con caracter mixto muscarinico/nicotinico (Ohtani y col., 2009; Abreu-
Villaca y col.,, 2011). Aunque se ha usado para activar los mAChR, también es
agonista de los nAChR, por lo que se ha empleado para estudiar los nAChR
musculares, aunque tiene menos afinidad hacia los NnAChR a4p2 y a7 (Wonnacott,
2014); también actua sobre los a3B4 (Free y col., 2003) y los a9 (Verbitsky y col.,
2000). En la AChBP, una proteina soluble homéloga del dominio de union a ligandos
de los nAChR, el carbacol se une al mismo sitio que la nicotina (Celie y col., 2004). El
carbacol se ha empleado en células HT-29 de colon a la concentracion de 1 mM (Yang
y Frucht, 2000).

Para testar si un agonista de AChR era capaz de aumentar la actividad AChE, en
los primeros experimentos tratamos las células Caco-2 cultivadas en placas de 96
pocillos con el BW o con carbacol, durante tiempos largos, 3-5 dias. Tras cada tiempo
las células se lavaban, se lisaban en un tampoén con detergente, y se media la
actividad AChE en los lisados en la propia microplaca. Las células cultivadas y
tratadas en paralelo en otras placas no se lisaban, sino que se usaban para medir el
namero de células viables por ensayos de MTT. Hay que tener en cuenta (apdo. 1.1.6)
gue el BW es un inhibidor especifico de AChE, que al ser reversible se elimina
facilmente por los lavados de las células previos a la lisis, de modo que la AChE

manifiesta toda su actividad durante la medida.
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Los resultados de uno de estos experimentos se muestran en la Figura Ill.1. Vemos
como tanto el BW 1 yM como el carbacol 1 mM produjeron un fuerte aumento de la
actividad AChE, visible a los tres tiempos de tratamiento, siendo el efecto del carbacol
mayor que el del BW (Fig. 1ll.L1.A). A este efecto lo llamamos sobrerregulacion
(upregulation) de AChE, empleando el término que se usa para el aumento que
experimenta el contenido en receptores nicotinicos tras una exposicion prolongada a
agonistas (Govind y col., 2009). También nos referimos a €l como efecto “inductor”,
aunqgue no es un término totalmente apropiado, porque puede entenderse como que la
induccién es a nivel de transcripcion. Se ve ademas que tanto en las células control
como en las tratadas la actividad AChE aumenta de modo importante con el tiempo de
cultivo. Se ha descrito que la actividad AChE de las células Caco-2 aumenta durante la
diferenciacion, por ejemplo la que se produce por el cultivo prolongado, siendo mayor
a los 12 dias tras la siembra (células medio diferenciadas) que a los 3 dias (Plageman
y col., 2002; Xiang y col., 2008). Aunque nuestros tiempos de cultivo fueron menores,
el aumento de actividad en las células control con el tiempo puede ser una
consecuencia del comienzo de la diferenciacion o del aumento de los contactos

célula-célula.

Los ensayos de MTT de placas iguales mostraron que ni el BW ni el carbacol
afectaban al numero de células viables durante el tiempo de tratamiento (cinco dias)

(Fig. lll.L1.B). Se vio igualmente que el numero de células aumentaba de modo

Figura Ill.1. Efecto de BW y carbacol sobre la acti vidad AChE de células Caco-2 en

tratamientos de 3 a 5 dias. Las células se cultivaron en presencia de BW284c51 (1 pM) o
carbacol (1 mM). A los 3, 4 y 5 dias se midi6 la actividad AChE y se determind el nimero de
células viables. A) Efecto de BW y carbacol sobre la actividad AChE, expresada en unidades
arbitrarias (U.A.). (p<0,001 para BW y carbacol respecto al control a los tres tiempos). B) Efecto
de BW vy carbacol sobre la viabilidad celular. En los ensayos de MTT, la absorbancia es
proporcional al numero de células. C) Efecto de BW y carbacol sobre la actividad AChE,
expresada en U.A. y normalizada respecto al numero de células. D) Efecto de BW y carbacol
sobre la actividad AChE, en % respecto al control (sin BW ni carbacol). E) Efecto de BW y
carbacol sobre la actividad AChE normalizada respecto al nimero de células, en % respecto al

control.
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importante con el tiempo, mostrando que estan en fase de proliferacion. Por tanto, los

agentes no parecian causar dafio celular durante el tiempo de tratamiento.

Parte del aumento de actividad AChE con el tiempo de cultivo se debia l6gicamente
al crecimiento celular. Por ello, en la Figura Ill.1.C, se normaliza la actividad frente al
namero relativo de células (la absorbancia del ensayo de MTT). Esta grafica muestra
que la actividad por célula va aumentando con el tiempo de cultivo, en las células
control. Debido a este aumento de actividad por célula en las células no tratadas, el
aumento de actividad expresado como porcentaje respecto al control (Figs. 111.1.D y E)
disminuyd notablemente con el tiempo de tratamiento, a pesar de que el aumento en
términos absolutos no cambié mucho. Asi, a los 3 dias de tratamiento la actividad
aumentd un 160% con carbacol y un 110% con BW (hasta ser x2,6 y x2,1 veces la del
control) en este experimento, mientras que a los 5 dias s6lo aumentd un 70% y 40%

respectivamente.

El aumento de actividad AChE por el tratamiento con carbacol, parecido al
observado con el BW, era lo esperado si nuestra hipétesis de que el BW actuaba
provocando la activacion de los receptores AChR era cierta. Ensayamos a
continuacion si la adicion conjunta de BW y carbacol conseguia un mayor aumento de
actividad AChE (Fig. Ill.2). Observamos claramente que la presencia de BW no
aumentaba el efecto del carbacol, lo que supuso un apoyo més a la hipétesis de que
ambos agentes actian por un mismo mecanismo, probablemente por activacion de los
AChR.

En los primeros experimentos se habian aplicado tratamientos largos, como los
usados en nuestros estudios de diferenciacion (Serrano-Sanchez, 2012). Pero, visto
que el mayor efecto “inductor” de AChE se producia a los tres dias, probamos tiempos

de tratamiento mas cortos (Fig. I11.3).

Se comprobd asi que los efectos del carbacol y del BW sobre la actividad AChE
eran ya muy importantes tras un dia de exposicién, manteniéndose a tiempos mayores
(Fig. llI.3.A). A los distintos tiempos, el efecto el carbacol fue siempre mayor que el del
BW. En todos los casos, la actividad AChE iba aumentando notablemente con el
tiempo, siendo muy baja a los pocos dias de cultivo. Asi, en este experimento
(Fig.lll.3.A), sembrando 1.200 células por pocillo, a los 6 dias de cultivo (lo que
corresponde al dia 1 de tratamiento) se obtuvo en las células control una actividad

AChE de 850 unidades arbitrarias (U.A.). Los datos de actividad normalizados

-136-



-Capitulo Ill. Resultados y Discusion M2 Isabel Serrano Sanchez

r|—@ Control 1
16000 [-| —m— BwW 1M -1
[ | —&— Carbacol 1 mM 1

€~ BW 1 uM + Carbacol 1 mM

12000 -

8000 |-

Actividad AChE (U.A))

4000

ol : : .
3 4 5

Dias de tratamiento

Figura 111.2. Efecto de la aplicacion conjunta de B W y carbacol sobre la actividad AChE
de Caco-2. Las células se cultivaron en presencia de BW284c51 (1uM) o carbacol (1 mM) o de
ambos simultaneamente. A los 3, 4 y 5 dias se midioé la actividad AChE. (p<0,001 para BW y

carbacol respecto al control a los tres tiempos de tratamiento).

por el numero relativo de células (Figs. Ill.3.B y C), que compensan el cambio debido
a la multiplicacion celular, confirmaron el aumento a lo largo del tiempo de la actividad
por célula en las células control. Por ello, la proporcion de actividad en células tratadas
respecto a los controles disminuyé mucho con el tiempo (Fig. I11.3.D), alcanzandose en
el experimento mostrado actividades de x11 veces para carbacol y x6 veces con BW al
primer dia, que bajaron a x2,3 y x1,8 veces a los tres dias. Por esta razén, la mayor

parte de los experimentos posteriores se realizaron con un dia de tratamiento.

Estos experimentos pusieron de manifiesto un mecanismo de regulacién de la
actividad AChE de las células de colon, mediado por los receptores de acetilcolina.
Parece logico que una exposicion prolongada a agonistas de los receptores
colinérgicos, bien sea acetilcolina en vivo o su anélogo carbacol en nuestros ensayos,
ponga en marcha un mecanismo que eleve los niveles de AChE, dirigido a aumentar la
capacidad de hidrdlisis de ACh, con el fin de restablecer el estado normal de
activacion colinérgica. Como el carbacol actia sobre los receptores muscarinicos y
nicotinicos (Ohtani y col., 2009) ambos tipos podrian estar implicados en la respuesta

a carbacol. Nos propusimos profundizar en el estudio de este fenémeno.
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Es importante destacar que las células Caco-2 producen y liberan ACh. En efecto,
por RT-PCR se ha identificado el mensajero para ChAT -la principal enzima que
sintetiza ACh- en Caco-2 y otras lineas celulares de cancer de colon, como H508
(Cheng y col., 2008). Ademas, los ensayos de inmunofluorescencia mostraron la
presencia de ChAT en el citoplasma. Empleando eserina para inhibir la AChE celular,
se comprobé la aparicién de ACh en el medio de cultivo, llegando a concentraciones
de 7 yM para Caco-2, correspondiendo a la liberacion diaria de unos 4,5 nanomoles

de ACh por millon de células (Cheng y col., 2008).

De hecho, se ha observado la producciéon de ACh, o al menos la expresion de
ChAT, en muchos tipos celulares distintos del tejido nervioso, incluyendo células de los
epitelios digestivo, respiratorio y de la piel, células inmunes y endoteliales, fibroblastos,
y adipocitos (Wessler y Kirkpatrick, 2008) (apdo. 1.6.2). Ademas de las células de
colon, otras células en cultivo que producen ACh son las de cancer de pulmén (Song y
col., 2003a; 2008) e higado (Zhao y col., 2011), y las células de leucemia (Kawashima
y Fujii, 2000). Hoy dia se sabe que la ACh ejerce diversas funciones en los tejidos
periféricos (Wessler y Kirkpatrick, 2008; Campoy y col., 2016). Por ejemplo, los
agonistas colinérgicos (nicotina y otros) estimulan la division de las células de cancer
de colon por un mecanismo que implica la activacion de una cascada de sefales que
regula la proliferacion y supervivencia celular (Cheng y col., 2007; Xie y col., 2009a).
Esto apoya la posibilidad de que un mecanismo regulador de los niveles de AChE, en
funcién de la mayor o menor activacion de los AChR por la ACh que rodee a la célula,

opere en diversos tipos celulares distintos al nervioso y muscular.

Figura 111.3. Efecto de BW y carbacol sobre la acti vidad AChE de células Caco-2 en

tratamientos de 1 a 3 dias. Las células se cultivaron en presencia de carbacol (1 mM) o
BW284c51 (1 uM). A 1, 2 y 3 dias se midi6 la actividad AChE y se determiné el numero de
células viables. A) El efecto de BW y carbacol sobre la actividad AChE. (p<0,001 para BW y
carbacol respecto al control a los tres tiempos). B) Efecto de BW y carbacol sobre la viabilidad
celular. C) Efecto de BW y carbacol sobre la actividad AChE normalizada respecto al nimero
de células. D) Efecto de BW y carbacol sobre la actividad AChE, en % respecto al control.
E) Efecto de BW y carbacol sobre la actividad AChE normalizada respecto al nimero de

células, en % respecto al control.
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La liberacion de ACh por las propias células Caco-2 explicaria el efecto inductor del
BW, como resultado del aumento de la cantidad de ACh en el medio debido a la
inhibicion de AChE, y el consiguiente aumento de la ocupacion de los receptores de
ACh. Segun esta hipétesis, el mecanismo basico que explicaria el aumento de los

niveles de AChE seria similar para el BW y para el carbacol.

Debemos mencionar las observaciones relativas al aumento en el contenido del
MRNA para AChE-R en ciertas regiones cerebrales, tras el tratamiento con inhibidores
de AChE como el DFP, el soman o la piridostigmina (Kaufer y col., 1998; Meshorer y
col., 2002; Perrier y col., 2005; Livneh y col., 2010). Dos importantes diferencias con
nuestro estudio es que estos trabajos muestran cambios en cerebro, y a nivel de
mensajero y no de actividad. Al menos en algunos casos, el mMRNA AChE-R suponia

solo una parte infima del conjunto de MRNAs para AChE (Perrier y col., 2005).

Ademads, suelen ser estudios en vivo, donde los cambios en AChE pueden
obedecer a causas mas complejas, como el estrés que sufren los animales. También
hay que tener en cuenta que el DFP es un inhibidor general de serin-proteasas, por lo

gue seria mas probable un efecto inespecifico que en el caso del BW.

2. BLOQUEO DEL AUMENTO DE ACTIVIDAD AChE POR
CICLOHEXIMIDA

Cambios en la actividad de una enzima pueden tener lugar a distintos niveles,
incluyendo la transcripcion, procesamiento y degradacion del mRNA, la traduccion y
plegamiento de la cadena polipeptidica, el ensamblado de subunidades, las
modificaciones postraduccionales, la secrecion y la degradacion de la proteina,
ademas de la union de ligandos (Luo y col., 1994; Zhu y col., 2007a; Lu y col., 2013;
Marrero y col., 2011; Rotundo, 1988). Entre esas posibilidades, un punto clave es la
sintesis de la cadena polipeptidica, por lo que quisimos averiguar si la
sobrerregulacion de AChE por carbacol requiere la traduccion de la enzima. Dado que
en algunas células, la mayoria de la AChE recién sintetizada se degrada rdpidamente
sin llegar a ser cataliticamente activa, una alternativa probable era que el carbacol
favoreciera la adquisicion de la conformacion activa de AChE, o redujera su
degradaciéon (Rotundo, 1988).

Para abordar este aspecto se empled un inhibidor de la traduccion, la cicloheximida
(CHX), que bloquea la actividad peptidil-transferasa de los ribosomas 80S eucaridticos

impidiendo la traduccion del mRNA en el citosol. La CHX se usa ampliamente para
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conocer si un proceso requiere sintesis de proteina; por ejemplo, la adicién de CHX
reveld que la sobrerregulacibn del receptor nicotinico se produce a nivel
postraduccional (Govind y col., 2009).

En la Figura lll.4., se observa que la CHX bloque6 en gran medida la
sobrerregulacién de la actividad AChE por carbacol. En este experimento, tras un dia
de tratamiento, el carbacol sin CHX aumento la actividad mas de un 800% (hasta x9,4
veces) respecto al control, pero en presencia de CHX 50 pug/ml sélo la aument6 un
73% (x1,7 veces). En ausencia de carbacol, la CHX suprimi6 toda la actividad AChE.
Hay que tener en cuenta que en presencia de CHX el carbacol consigue no solo que
haya mayor actividad que en el control, sino “conservar” la actividad que se pierde con
CHX sola. Considerando ambas, si comparamos 173% con 837%, el porcentaje del

efecto del carbacol que la CHX no impide seria del 21%.
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Figura Ill.4. Efecto de la cicloheximida sobre la a ctividad AChE inducida por carbacol.
Las células se preincubaron con CHX durante 2 h antes de afiadir el carbacol. A las 24 h se
midié actividad AChE. En la figura se muestra la actividad AChE, en % respecto al control, de

las células tratadas con carbacol, sin y con CHX. (*** : p<0,001 respecto a carbacol sin CHX).

El efecto de CHX apoya fuertemente que se requiere la traduccion del mRNA de
AChE, es decir, sintesis de la cadena polipeptidica de AChE, para que se produzca
sobrerregulacion. A la vista de los datos, es probable que todo el aumento de actividad

requiera la sintesis de proteina AChE, y que el porcentaje no eliminado se deba
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simplemente a que la concentracion de CHX empleada no era suficientemente alta y/o
el tiempo de pretratamiento no fuera lo bastante largo. Alternativamente, puede que
haya un doble mecanismo de sobrerregulacion, un parte principal dependiente de la
sintesis de proteina AChE y otra parte que no lo sea; ésta podria tener lugar por
ejemplo a nivel de plegamiento favoreciendo la conversion de un depésito previo de
enzima inactiva en activa (Rotundo, 1988), algo parecido a lo que ocurre con el
NAChR. Sin embargo, no se puede descartar que la CHX bloquee la sobrerregulacion
no directamente, inhibiendo la traducciéon de AChE, sino impidiendo la sintesis de un
factor proteico necesario para activar un depdsito intracelular previo de AChE inactiva.
Ese factor proteico podria ser una chaperona particular. Asi, se ha visto que los
niveles y actividad de las chaperonas proteina disulfuro isomerasa (PDI), calnexina
(chaperona muy importante para el plegamiento de glicoproteinas en el reticulo), y
ERp72 (un miembro de la familia PDI) son importantes para la expresion de AChE
activa (Ruiz y Rotundo, 2009). No obstante, la explicacion mas probable del efecto de

CHX es gque el mecanismo de accion del carbacol requiere la sintesis de nueva AChE.

3. DETECCION DE AChE POR WESTERN BLOTTING

El bloqueo por la cicloheximida de la sobrerregulacion de AChE apoya fuertemente
la necesidad de sintesis de nueva enzima. Para comprobar si la sobrerregulacion
suponia un cambio en el contenido en proteina AChE, se llevaron a cabo ensayos de
Western blotting empleando dos anticuerpos contra AChE: el anticuerpo 31329 de
Novus, dirigido contra la region 406-610 de la AChE humana, y el anticuerpo N-19 de

Santa Cruz, contra un péptido del extremo N de la AChE humana.

Con el anticuerpo 31329 aparecieron varias bandas (Fig. Ill.5.A), destacando la de
~66 KDa, muy cercana a los ~68 KDa esperados por lo que la asignamos a AChE. Es
evidente que esta banda fue mas intensa para las células tratadas con BW (+94%)), lo
gue confirmd que la sobrerregulacion conlleva un aumento en el contenido de proteina
AChE. También se vieron bandas en el rango 57-52 KDa, que podrian corresponder al
fragmento de AChE de 55 KDa observado en células PC-12, y que se origina a partir
de la forma de ~68 KDa (Xie y col., 2011). Fragmentos de 55 KDa con el extremo
C-terminal de las subunidades AChE-T y AChE-R se han detectado en plasma
humano, estando el de AChE-R elevado en el plasma de individuos con cirrosis
hepéatica (Garcia-Ayllon y col.,, 2012). De modo similar a lo visto con el

anticuerpo 31329, con el N-19 (Fig. lll.5.B) se observé una banda més intensa de
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AChE de 66 KDa y otra de 52 KDa. Diferencias en la glicosilacién podrian explicar la

observacion de otras bandas mas débiles y de masa molecular cercana.

A) anti-AChE (Nv31) B) anti-AChE (N19)
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Figura I1.5. Efecto de BW284c51 sobre la cantidad de AChE de las células Caco-2. Las
proteinas de un lisado celular (20 pg/calle) se separaron por SDS-PAGE, se transfirieron a
membranas de nitrocelulosa y se sometieron a Western blotting con anticuerpos contra AChE.
La membrana A) se incub6 con el anticuerpo anti-AChE Novus 31329 y la membrana B) con el
anticuerpo anti-AChE N19. Tras incubar con el anticuerpo secundario marcado con peroxidasa,
las membranas se revelaron con el reactivo ECL plus. La masa molecular de las proteinas se
calculé por referencia a los marcadores (mk): B-galactosidasa (116 KDa), fosforilasa b
(97 KDa), albimina de suero bovino (66 KDa), albumina de huevo (45 KDa) y anhidrasa
carboénica (29 KDa). En cada caso se muestra a la izquierda la membrana tras la tincién de

proteinas con Ponceau, y a la derecha la sefial de actividad peroxidasa.

4. EXPRESION DE RNA MENSAJEROS DE AChE EN CELULAS
CACO-2

Todas las subunidades cataliticas de AChE derivan del mismo gen, pero de un
conjunto de mRNAs que varian en 3’ y 5. Considerando las diferencias en 3’ se
distinguen 3 tipos de mRNA. El mensajero con los exones E1-E2-E3-E4-E6 (MRNA
AChE-T) genera la subunidad T, que predomina en cerebro y musculo. El mRNA
E1-E2-E3-E4-E5-E6 (donde E6 no se traduce) produce la subunidad AChE-H, que

incorpora glicosilfosfatidilinositol (GPI); AChE-H es tipica de células sanguineas, pero
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esta presente en otros muchos tejidos (Montenegro y col., 2006; Mufioz-Delgado y
col., 2010). El tercer mRNA incluye el pseudo-intron 14, y tiene una organizacion
E1-E2-E3-E4-14-E5-E6; abunda en tejidos embrionarios y tumores, y produce la
subunidad R, cuyas propiedades no se conocen plenamente (Meshorer y col., 2004;
Meshorer y Soreq, 2006). El uso de distintos promotores da lugar a variantes en 5’ del
AChE-mRNA, con distintos exones E1. En humanos hay tres variantes 5: los mRNA
con Elc son los clasicos, mientras que aquéllos con Ele generan subunidades
N-extendidas y su expresion esta regulada en el desarrollo (Meshorer y col., 2004). El
exén Ela humano (hEla) se identificO por homologia con el de ratén (mEla), pero ya
entonces se afirmd que posiblemente hEla no era un verdadero exdn porgue carecia
de sitios de splicing consenso, y porque no se detectaron secuencias con hEla en una
base de datos de expresion (Meshorer y col., 2004). Dadas esas opciones en 5’y 3’,
en principio son posibles nueve mMRNAs distintos. Sélo se ha detectado un mRNA para

BuChE, cuya proteina producto genera toda la variedad de formas moleculares.

La diversidad de las ChEs, tanto estructural como funcional, esta regulada a
distintos niveles, que incluyen la transcripcién, modificaciones inmediatas a la
transcripcién y cambios postraduccionales. En general, estos procesos producen un
modelo complejo de expresion que va a depender del tipo celular, de su condicién

fisioldgica y de la respuesta a estimulos externos.

A la vista del gran aumento que se producia en la actividad AChE en las células
tratadas con carbacol o BW, y tras ver que ese aumento requeria la sintesis de nueva
proteina, decidimos investigar si el aumento se debia a una subida en la cantidad de
mensajero, y si esa subida afectaba a una variante de mRNA concreta. Con este
objetivo, se procedié primero a averiguar qué dotacion de AChE-mRNA tienen las
células Caco-2, para posteriormente analizar los posibles cambios por el tratamiento

con los agentes.

Después de obtener el RNA total de las células y generar el correspondiente DNA
copia (cDNA), se amplificaron los cDNA con cebadores disefiados para distinguir entre
los distintos MRNA de AChE (apdo. 11.2.4; Tabla 11.3), y se calculé la cantidad de cada

MRNA por el ciclo en que se alcanza un umbral de fluorescencia (Fig. 111.6).

Para comprobar que los cebadores amplificaban correctamente el cDNA del mRNA
deseado, se usaron varios criterios. Hay que tener en cuenta que, aungque la mayoria
de cebadores para AChE ya se habian empleado y chequeado anteriormente
(Montenegro y col., 2006; Mufoz-Delgado y col., 2010), tanto los cebadores para
AChE total (AChE-wh) como los de AChR o ChAT se han disefiado para esta tesis.
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Por una parte, mediante por electroforesis en gel de agarosa de las mezclas de
reaccion tras la PCR se comprobd que en cada caso se obtenia un solo producto, del
tamafio esperado para el amplicén correspondiente (Fig. 11l.7). Mas adelante se
muestra un gel andlogo para productos de PCR obtenidos de células SW480
(Fig. 111.40). Aunque esto ya demuestra que se amplifica sélo el cDNA deseado, para
mayor seguridad muchos de los productos de la PCR se secuenciaron, confirmandose
la amplificacién especifica. Por otra parte, de cada experimento se examinaban las
curvas de fusion (melting curves) obtenidas para los pocillos tras el dltimo ciclo de
amplificaciéon, para comprobar la aparicibn de un Unico pico con una T, alta,

caracteristica de cada mRNA (Fig. 111.8 y 111.9).
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Figura IIl.6. Curvas de amplificacion de los produc  tos de la RT-PCR a tiempo real. En la
figura A) se muestra un ejemplo de las curvas de amplificacion obtenidas durante una PCR a
tiempo real. Cada color corresponde a un mensajero. En la figura B) se muestran 3 curvas de
amplificacion, para un mismo mensajero, obtenidas con 3 diluciones distintas de una misma

muestra, hechas por duplicado.
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4.1. AChE-mRNA en células Caco-2 control

Para cuantificar los distintos tipos de AChE-mRNA expresados por las células
Caco-2 se realizaron ensayos de RT-PCR a tiempo real, en los que el nimero de
copias de cada mensajero se expresa en relacion a las de un transcrito de referencia
(GAPDH), que sirve a la vez como control de carga (Fig. 111.10). De modo que se

obtiene una cuantificacion relativa.

Comparando el contenido de cada AChE-mRNA en las células Caco-2 control
(Fig. 111.10), se observo que el mensajero mas abundante, en cuanto a las variantes en
3, es el AChE-H, con unas 150 copias por millon de copias de GAPDH, seguido del
transcrito AChE-T, con unas 80 copias, y el AChE-R, con ~27 copias. Era de esperar
que el MRNA AChE-H fuera la variante 3' mas abundante, pues es el que codifica las
subunidades de AChE con anclaje de GPI, que son las predominantes en tejidos
epiteliales, asi como en los eritrocitos y otras células sanguineas (Montenegro y col.,
2014; Massoulié, 2002). En cuanto a las variantes en 5’ en las células Caco-2,
predominan los mRNA “clasicos” con el exdn Elc, con unas 300 copias, aunque hay
un contenido relevante de mensajeros con Ele, los que codifican subunidades
N-extendidas de AChE, con unas 80 copias. No se ha intentado amplificar el mMRNA
con el putativo exén Ela, ya que es un exon tedrico y transcritos con Ela no fueron
detectados en humanos ni en el trabajo original que los describe (Meshorer y col.,
2004) ni por nosotros (Mufioz-Delgado y col., 2010). El contenido total de mRNA de
AChE (visto con cebadores que no distinguen entre las distintas variantes en 3’y 5', lo

gue llamamos AChE-wh), fue de unas 1100 copias por millén de copias de GAPDH.

Figura IIl.7. Tamafio de los productos amplificados mediante RT-PCR a partir de células

Caco-2. A partir de RNA aislado de células Caco-2 se obtuvo cDNA con cebadores al azar, y
se amplificaron los fragmentos deseados con cebadores especificos. Los productos de
RT-PCR se sometieron a electroforesis en geles de agarosa y se detectaron con bromuro de
etidio, junto con marcadores de longitud de DNA (mk). Sobre cada calle se indica el mensajero
al que iba dirigido el par de cebadores, y la longitud del producto esperado (en pares de
bases). A) Productos de RT-PCR para los distintos transcritos de AChE. B) Productos de
RT-PCR para los mAChRs y GAPDH. C) Productos de RT-PCR para subunidades de nAChRs
(ay B) y para B-actina. Los productos tenian el tamafio esperado, salvo para los mMAChRs M1y
M2, cuyos mRNA ya sabiamos que estaban ausentes de las células Caco-2, a la vista de sus

Cty curvas de fusion.
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A B
AChE mk AChE mk GAPDH mAChR mk mAChR
Ele wh R H T

116 163 221 273 280

nAChR nAChR nAChR nAChR

130 mk 179 142 180 130 149 123 166
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Figura 111.8. Curvas de fusiéon de los productos obt

enidos en la RT-PCR para los
transcritos de AChE.

Las curvas en azul corresponden al agua, y el resto de curvas

pertenecen a muestras en distintas diluciones. Para cada par de primers se amplifica siempre
el mismo producto, con una T,, > 88°C.
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Figura 1I1.9. Curvas de fusion de los productos obt
principales transcritos de AChR.

enidos en la RT-PCR para los

Las curvas en azul corresponden al agua, y las demas
curvas pertenecen a muestras a distinta dilucion. Con cada par de primers se amplifica siempre
el mismo producto, con una T, > 75°C.

-149-



M2 Isabel Serrano Sanchez -Capitulo Ill. Resultados y Discusion-

El patrén de abundancia de las variantes 3’ en Caco-2, H>T>R, es el mismo que se
observa en muestras de colon (Montenegro y col., 2006). Las subunidades AChE-H
sélo pueden formar moléculas ligeras anfifilicas G," y G,*, ancladas a la membrana
por GPI. Por tanto, la prevalencia del mensajero H coincide con el hecho de que las
formas ligeras anfifilicas sean las Unicas moléculas de AChE en Caco-2 (Fig. 111.12.A),
y las predominantes en las muestras de colon, donde hemos comprobado que
contienen GPl (Montenegro y col.,, 2006). Ademas, las formas tetraméricas y
asimétricas identificadas en el colon proceden probablemente de células nerviosas y
musculares. La expresion del mRNA con Ele sugiere la produccién en Caco-2 de
subunidades N-extendidas de AChE, a las que la extension aporta un modo alternativo
de anclaje a la membrana (Meshorer y Soreq, 2006; Montenegro y col., 2017).
Subunidades H con la N-extensién se han detectado en higado de ratén, donde se

localizan en los rafts (Montenegro y col., 2017).
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Figura I11.10. Cuantificacion relativa de los trans  critos de AChE en las células Caco-2. El
histograma muestra el nimero de copias de cada transcrito de AChE respecto al nimero de
copias de GAPDH. Las variantes 5’ y 3' mas abundantes son las que contienen el exén Elc y
la AChE-H, respectivamente. Los ensayos de RT-PCR con cebadores para BuChE no

detectaron BUChE-mRNA en las células Caco-2.

Un hecho anémalo que se observa al comparar las cantidades de los mensajeros
es la falta de correlacion entre la cantidad total de AChE-mRNA cuantificada con
cebadores contra la parte comun del mensajero (AChE-wh), y la suma de copias de

todas las variantes de AChE 3’ 0 5. Una probable explicacién es que el RNA esté
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parcialmente degradado debido a la accién de exonucleasas previa a la lisis; esa
degradacion afectaria mas a las regiones de los extremos (3’ y 5’), y menos a la region
central (exones E3 y E4), que es la diana de los cebadores para AChE-wh. Por otra
parte, la secuencia de ACHE tiene tramos ricos en G+C con tendencia a formar
estructuras secundarias por apareamiento intracatenario (Soreq y col., 1990), que
podrian dificultar la obtenciéon de cDNA en la RT-PCR, lo que afectaria mas a unas
zonas que a otras. Por ejemplo, el producto amplificado del E1c-mRNA tiene un 81%
de G+C. Se ha probado a hacer la PCR con DMSO para evitar la formacién de
estructuras secundarias pero los resultados fueron similares, y no se redujo esa
discrepancia. El que se hayan usado cebadores al azar (y no con oligo(dT)) para la RT
nos permite obtener cDNA de la parte central de una molécula de mRNA que tenga su
region 3' degradada o formando estructuras secundarias, pero puede sobrevalorar la
parte central del transcrito. La falta de correlaciéon podria también deberse a que la
eficiencia de los cebadores no sea perfecta, y a lo largo de los sucesivos ciclos que
transcurren hasta alcanzar el umbral de fluorescencia (Ct) se acumule una cierta
diferencia en el grado en que se amplifican unos transcritos y otros. Estos posibles
problemas no afectardn a la comparacion de la cantidad de un mismo mRNA entre

células control o tratadas.

4.2. Efecto de BW y carbacol sobre los AChE-mRNA de Caco-2

El efecto de los agentes sobre los AChE-mRNA se presenta en la Figura Ill.11. Se
observa que el BW aumento la cantidad de los mensajeros de AChE, pero la subida,
del ~30% para el conjunto de las variantes (AChE-wh), fue muy pequefia comparada
con el aumento de actividad. En cambio, el nivel de AChE-wh disminuyé por el

carbacol.

Estos resultados indican que el aumento de actividad AChE por los agentes no se
debe a un aumento en la expresion del gen ACHE. La subida en AChE-wh-mRNA por
BW es claramente insuficiente para explicar el aumento de actividad, y por carbacol
AChE-wh incluso disminuye. Es probable que el nivel de mensajero dependa de la
ventana temporal analizada tras el inicio del tratamiento (Xiang y col., 2008). Pero
cambios en las etapas post-transcripcionales deben ser los responsables del aumento
de actividad. Hemos visto que la sobrerregulacién requiere sintesis de proteina, puesto
gque se bloquea por cicloheximida (Fig. 111.4); ademas el BW aumenta la cantidad de
proteina AChE (Fig. lll.5). Los agonistas (carbacol y ACh, en el caso del BW) podrian

provocar un aumento en la velocidad de traduccidon mediante cambios en la cantidad
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de alguno de los miRNA reguladores de AChE, como miRNA-132 (Shaltiel y col., 2013;
Shao y col., 2015) y miRNA-212 (Lu y col., 2013). También podrian actuar ralentizando
la degradacion de la cola de poli-A del extremo 3'.
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Figura Ill.11. Cuantificacion relativa de los trans  critos de AChE en las células Caco-2 tras
tratamiento con BW284c51 y carbacol. Las células se incubaron con BW 1 uM o carbacol
1 mM, durante 24 h. En la figura se muestra el nUmero de copias obtenido para cada transcrito

de AChE, respecto al niumero de copias de GAPDH, en células control y tratadas.

5. EORMAS MOLECULARES DE AChE EN CACO-2: EFECTO DE
CARBACOL Y BW

Cada tipo celular tiene un rango de formas moleculares de AChE, que puede
cambiar durante el desarrollo, por la actividad, 0 como consecuencia de una patologia.
Analizamos la composicion de formas de AChE en las células Caco-2 y su posible
variacion por el carbacol, para saber si el agonista producia un aumento especifico de
alguna de las formas de la enzima. El patron de formas moleculares de AChE de las
células Caco-2 se determiné por centrifugacion de los extractos solubles en gradientes
de densidad de sacarosa conteniendo detergentes. La medida de la actividad AChE en
las fracciones de gradiente proporciond los perfiles de sedimentacion, y los
coeficientes de sedimentacion de los maximos de actividad AChE (picos) se calcularon

por referencia a la posicién del marcador fosfatasa alcalina (F, 6.1S) (apdo. 11.2.6.3).
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Las células Caco-2 no tratadas (control) expresan dos formas moleculares de
AChE, con coeficientes de 3.5S y 5.0S en gradientes con el detergente Triton X-100
(Fig. 111.12.A). De acuerdo con resultados previos de nuestro grupo, el pico de 3.5S se
asigné a monomeros (formas G,), y el de 5.0S a dimeros (G,) (Moral-Naranjo y col.,
1996; Mufioz-Delgado y col., 2010). El contenido de las dos formas fue similar (58% y
42%, respectivamente). En gradientes con Brij 96 como detergente, los coeficientes de
sedimentacion fueron mas bajos, de 2.5S para G; y 4.0S para G, (Fig. 11.12.B). La
disminucion del coeficiente en gradientes con Brij 96, con respecto a los que llevan
Triton X-100, indica que se trata de formas anfifilicas, esto es, que interaccionan con
detergentes (Montenegro y col., 2006). Son, por tanto, mondémeros y dimeros
anfifilicos (G, y G,").

Por tanto, las células Caco-2 so6lo contienen formas ligeras (en el sentido de
“livianas”) de AChE, G,* y G,". Un estudio anterior de otros autores (Plageman y col.,
2002) ya mostré que en Caco-2 soélo hay formas ligeras de AChE, aunque la peor
resolucion de los gradientes empleados, con un menor nimero de fracciones (24 y no
>35 como en nuestros analisis) les llevd a concluir que solo contenian formas G;.
Otros autores también han observado las formas de AChE en Caco-2, pero sélo en
gradientes con Brij 96, constatando como nosotros la presencia de formas G,* y G,"

(Martinez-Lopez de Castro y col., 2008).

Era de esperar que éstas fueran las formas presentes en las células Caco-2, de
cancer de colon, ya que las formas ligeras de AChE son las predominantes en
muestras de colon humano sano, donde G;* y G, suponen el 70% de la actividad,
siendo su proporcion aun mayor en muestras cancerosas (Montenegro y col., 2006).
Ademas, las moléculas asimétricas (Ay,) y tetraméricas (G,") de AChE que se
observan en muestras de colon no canceroso tienen con toda probabilidad un origen
muscular y nervioso, respectivamente, siendo las moléculas ligeras las Unicas que

proceden de la mucosa intestinal (Montenegro y col., 2006).

El caracter anfifilico de las moléculas de AChE de las Caco-2 se debe a los restos
de glicosilfosfatidilinositol (GPI), que les sirven de anclaje a la membrana. Se trataria
por tanto de subunidades H, cuyo extremo C-terminal esta codificado por el exén E5, y
gue son las que sufren la adicion de GPI en el reticulo endoplasmico. En efecto,
nuestro grupo ha demostrado que las formas G, y G," de colon humano contienen
GPI, ya que el tratamiento con hidroxilamina alcalina, seguido de incubacion con
fosfolipasa C especifica para fosfatidilinositol (PI-PLC), convierte estas formas de

anfifilicas en hidrofilicas, de mayor coeficiente de sedimentacion en gradientes con
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Figura 111.12. Formas moleculares de AChE en célula s Caco-2. Tras obtener el lisado celular

mediante tampon de lisis, las formas moleculares de AChE se resolvieron en gradientes

continuos de sacarosa (5-20%), conteniendo Triton X-100 o Brij 96 (0,5% p/v). Los coeficientes

de sedimentaciéon de las moléculas de AChE se calcularon por referencia al marcador de

sedimentacion, fosfatasa alcalina de intestino bovino (F, 6,1S). En la figura se muestran los

perfiles de sedimentacién para las células sin tratamiento.
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Brij 96 (Montenegro y col., 2006). Aunque no hemos tratado la AChE de Caco-2 con

PIPLC, es muy previsible que sean sensibles a la enzima.

Conviene destacar que en muchos tejidos periféricos (distintos del tejido nervioso y
muscular) las formas moleculares de AChE que predominan son los dimeros y
mondmeros (Campoy y col.,, 2016; Montenegro y col., 2014). De hecho, las formas
ligeras son las formas Unicas o mayoritarias de AChE en muestras humanas de mama
(Ruiz-Espejo y col., 2002), rifibn (Mufioz-Delgado y col., 2010), pulmén (Martinez-
Moreno y col., 2006), epitelio respiratorio superior (Castillo-Gonzélez y col., 2015) y
meningioma (S&ez-Valero y Vidal, 1995), ademéas de en colon; asi como en lineas
celulares de canceres de mama y pulmén (Martinez-Lopez de Castro y col., 2008).
También son las formas predominantes en higado, timo y bazo de ratén (Gémez y col.,
2000; Nieto-Ceron y col., 2004; 2005). La mayoria de estas moléculas ligeras, si es
gque no todas, contienen GPI (Campoy y col., 2016; Montenegro y col., 2014), como
demuestra el cambio en coeficiente tras el tratamiento con PIPLC observado para la
enzima de mama (Ruiz-Espejo y col., 2002), rifion (Mufioz-Delgado y col., 2010) y
meningioma (Saez-Valero y Vidal, 1995).

El carbacol no produjo un cambio en el patron de formas moleculares de AChE, ya
que las células tratadas so6lo contenian moléculas G,* y G,”, en similar proporcion
(Fig. 111.13.A). Estas moléculas cambiaban su coeficiente de sedimentacién en funcion
del detergente (Fig. 111.13.C), del mismo modo que las formas de las células control.
Por tanto, el agonista aumentaba la actividad AChE sin producir la aparicion de nuevas
formas, lo que hubiera sugerido un cambio en el patron de splicing del mRNA. Ya
hemos comentado que las moléculas en Caco-2 estan formadas por subunidades
AChE-H, como las de colon y otros tejidos periféricos. Si se produjeran subunidades
AChE-R en las células tratadas, se hubieran observados monémeros hidrofilicos G;",
ya que estas subunidades permanecen como monémeros al carecer de cisteina en su
region C-terminal (Grisaru y col.,, 1999b). La aparicion de formas asimétricas o
tetraméricas habria indicado sin lugar a dudas la sintesis de subunidades AChE-T,
aunque en ausencia de subunidades PRIMA o ColQ facilmente habrian sido
secretadas. Por tanto, pensamos que el carbacol eleva la actividad AChE aumentando

la produccion de subunidades AChE-H.

Como sucede con el carbacol, el tratamiento de las células con el inhibidor BW

tampoco modificé el perfil de sedimentacion, aparte de aumentar la cantidad de las
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Figura I11.13. Formas moleculares de AChE en célula s Caco-2 tratadas con carbacol. Las
células se incubaron sin y con carbacol 1 mM, 24 h. Tras obtener el lisado celular, las formas
moleculares de AChE se separaron en gradientes de sacarosa (5-20%), conteniendo TX-100 o
Brij 96 (0,5% pl/v). Los coeficientes de sedimentacién se calcularon por referencia a la
migracion en el gradiente del marcador, fosfatasa alcalina (F, 6,1S). Se muestran los perfiles de
sedimentacion para las células tratadas con carbacol de un experimento distinto al mostrado en

la Figura 111.12.

-156-



-Capitulo Ill. Resultados y Discusion M2 Isabel Serrano Sanchez

12000 F
—@— Control (TX-100) | 35S

- | —@— BW 1 uM (TX-100) GA

9000

6000

3000

—&— Control (Brij 96)

12000 E— : F
I

—_ L [—a— BW 1 uM (Brij 96)
<

oD 9000

w

5

< 6000

-

(1]

S

= 3000

o

<

0 |
12000

—aA— BW 1 uM (Brij 96)
L | —e— BW1 uM (TX-100)

9000

6000

3000

Fraccion

Figura IIl.14. Formas moleculares de AChE en célula s Caco-2 tratadas con BW284c51.

Las células se incubaron sin y con BW 1 uM durante 24 h, y se lisaron. Las formas moleculares
de AChE se resolvieron en gradientes de sacarosa (5-20%), conteniendo TX-100 o Brij 96
(0,5% pl/v). Los coeficientes de sedimentacion se calcularon por referencia al marcador,
fosfatasa alcalina (F, 6,1S). En la figura se comparan los perfiles de sedimentacion de la AChE

de células tratadas o no con BW284c51.
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dos formas, G," y G, (Fig. 111.14). La comparacién de los gradientes con Triton o Brij

revela que no aparecen formas G;" a consecuencia del tratamiento (Fig. I11.14.C).

Como era de esperar, tampoco aparecieron tetrameros ni formas asimétricas. En
cambio, en el caso del tratamiento con BW la aparicion de mondémeros hidrofilicos G,
fruto del MRNA-R, no hubiera sido inesperada, ya que diversos estudios han mostrado
aumentos en los niveles del mensajero R tras el tratamiento con inhibidores de AChE,
tales como piridostigmina (Kaufer y col., 1998), DFP (Meshorer y col., 2002; Livneh y
col., 2010; Shapira y col., 2000), o soman (Perrier y col., 2005). Aunque hay que
aclarar que estos estudios en general se limitan a cerebro, son en vivo, y observan
s6lo cambios a nivel de mRNA y no de actividad o proteina. Ademas, el aumento de
AChE-R sélo se da en ciertas zonas del cerebro, e incluso depende de la estirpe de
raton (Perrier y col.,, 2005; Livneh y col., 2010). En resumen, el andlisis de
sedimentacion indica que el aumento de actividad AChE por carbacol o BW no

conlleva un cambio en el patron de splicing.

6. ENSAYO PARA CELULAS APOPTOTICAS CON HOECHST

El aumento en el contenido en AChE durante la apoptosis es un fendmeno bien
establecido, que se ha observado en un gran numero de tipos celulares, incluyendo
células de colon (Deng y col., 2006), y tras estimulos apoptéticos muy diversos (Zhang
y Greenberg, 2012; Campoy y col., 2016) (apdo. 1.5.1.2). Es mas, la AChE puede
juegar un papel favorecedor de la apoptosis. Aunque la medida de células viables con
MTT ya nos indicaba que el carbacol no produce apoptosis en un nimero significativo
de células (Fig. 11.1.B), cabia la posibilidad de que un nidmero muy bajo de células
entrara en apoptosis, aumentara mucho su contenido en AChE, y fueran ellas las

responsables del aumento de actividad por carbacol.

Para investigar si el aumento de actividad AChE tras el tratamiento con carbacol iba
asociado a un aumento en la apoptosis, se realizaron experimentos de tinciéon con
Hoechst en células control y tratadas (Fig. 111.15). El Hoechst es un reactivo que se
une al DNA, y es permeable a la membrana de modo que puede tefiir el DNA en
células vivas o fijadas. Sirve para tefiir los nucleos, y se usa frecuentemente para
distinguir los nucleos condensados de las células apoptéticas (Zhu y col., 2007a).
Como control positivo de apoptosis se empled etoposido, un inhibidor de
topoisomerasa Il que induce apoptosis en las células de colon (Deng y col., 2006;

Talavera-Gutiérrez A., 2010). Las células control y las tratadas con carbacol 1 mM
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fueron indistinguibles en la tincion con Hoechst (Fig. 11l.L15.A y B). Los nlcleos
aparecen tefiidos de un color azul no muy intenso, bastante homogéneo. En ambos
casos se observan frecuentes mitosis, que aparecen unas veces como dos grupos de
cromosomas cercanos y de similar tamafio, més brillantes por la condensacion de la
cromatina (flechas verdes). Otras veces una mitosis se ve como un anillo azul (flechas
amarillas). Las mitosis indican que las células contindan proliferando, no apreciandose

diferencias en el numero de mitosis entre células control y las tratadas con carbacol.

En cambio, en las células tratadas con etopésido (Fig. 111.15.C y D), los nucleos
muestran un azul més brillante, y frecuentes granos de azul ain mas intenso. Debe
aclararse que todas las imagenes de la figura corresponden a un mismo experimento,
con idéntica tincion y condiciones de fotografia. Las células con etopésido no
presentan mitosis, y algunas muestran nucleos ya desintegrados, en forma de granos
azules sueltos (flechas rojas), lo que no se vié en células tratadas con carbacol. La
apariencia de las células con etopédsido indica condensacion nuclear y fragmentacion
del DNA, como corresponde a células en apoptosis (Zhu y col., 2007a; Cheng y col.,
2004; Du y col., 2015).

Por tanto, podemos concluir que la incubacion con carbacol 1 mM no produce
apoptosis en las células Caco-2, de modo que la sobrerregulacion de AChE por el
carbacol no se debe a la induccién de apoptosis. En la Fig. 111.16 se muestra la imagen

de contraste de fases de estos mismos campos.

7. TINCION HISTOCITOQUIMICA DE AChE

El aumento de actividad AChE provocado por carbacol podia ser un fenémeno que
afectara de modo similar a todas las células tratadas, o bien deberse a que una parte
de las células tuvieran una expresion muy alta, debido por ejemplo a un diferente
estado de diferenciacién. Por otra parte, nos preguntamos dénde se localizaba la
AChE “inducida” por el carbacol. Para abordar estas cuestiones, decidimos emplear la
técnica histocitoquimica de Karnovsky y Roots para AChE (apdo. 11.2.9). Tras fijar las
células con formaldehido, se afiadi6 la disolucion de tefiido sin o con BW, para
comprobar que la hidrélisis del sustrato (acetiltiocolina) se debia a AChE y no a otra

esterasa.

Las Figuras 111.17 y 1l1.18 muestran ejemplos de los resultados obtenidos,
fotografiados a dos aumentos distintos. El precipitado marrén de ferrocianuro de cobre

gque indica la presencia de actividad AChE es mucho méas abundante en las células
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Figura II1.15. Tincién de células Caco-2 con el col orante Hoechst. El Hoechst se une al
DNA y emite fluorescencia azul. Las flechas de color verde indican células en mitosis, las
flechas en amarillo sefialan mitosis en plano transversal y las flechas rojas muestras células en
apoptosis avanzada. Imagenes tomadas con el objetivo de 20x. A) Células no tratadas con
carbacol ni etoposido (control). En el recuadro rojo, se muestra una seccion de dos células en
mitosis, una de ellas en plano transversal (flecha amarilla). B) Células tratadas con carbacol

1 mM. C) Células tratadas con etop6sido 25 uM. D) Células tratadas con etopdsido 100 puM.
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Figura I11.16. Fotos de microscopia por contraste d e fases de células Caco-2 . Imagenes
tomadas con el objetivo de 20x. Las fotos corresponden a las mismas células que se muestran
para la tincion con Hoechst. A) Células control. B) Células tratadas con carbacol 1 mM.

C) Células tratadas con etopdsido 25 uM. D) Células tratadas con etoposido 100 puM.
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tratadas con carbacol (Figs. 111.17.B y 111.18.B) que en las controles (Figs. Ill.17.A
y 111.18.A). El precipitado no se formé cuando la disolucién de tefido contenia BW
(Figs. 11.17.C y D y Figs. 111.18.C y D), demostrando que la sefal era especifica de
AChE.

Se observa que en las células tratadas con carbacol, todas las células tienen alta
actividad AChE. Ello es una prueba mas de que la mayor actividad AChE no se debe a
un numero muy pequefio de células en apoptosis (deberian ser muy pocas células
para no afectar a la medida de células viables por MTT ni ser observadas por tincion
con Hoechst), que expresaran muy alta actividad. Por otra parte, el precipitado marrén
esta mas concentrado en la zona perinuclear, lo que sugiere que hay abundante
enzima localizada en el reticulo endoplasmico. También hay actividad distribuida por
toda la célula, que muy probablemente corresponde a enzima de la membrana
plasmatica. No debe concluirse que la mayoria de AChE se localiza en el reticulo, sino
gue en el reticulo la concentracién local de enzima es mayor; ademas es probable que
el ferrocianuro de cobre que se forme extracelularmente tenga mas facil difundir al
medio -que queda coloreado- y por ello la actividad de la membrana plasmatica dé

menos senal.

8. EEECTO DE OTROS AGONISTAS SOBRE LA AChE DE CACO- 2

8.1. Acetilcolina

Con el fin de conocer el mecanismo subyacente a la accion sobrerreguladora de
AChE que muestran el carbacol y el BW, se hicieron ensayos con diferentes agonistas
y antagonistas de los receptores muscarinicos y nicotinicos, para intentar identificar

farmacologicamente el receptor o receptores implicados.

En primer lugar quisimos comprobar si el ligando natural comin a ambos tipos de
receptores, la acetilcolina, tenia también un efecto “inductor”. Para ello las células
Caco-2 se expusieron a ACh durante 24 horas, y se midié su actividad AChE. Dado
gue la ACh iba a ser hidrolizada paulatinamente por la AChE de las células, el
tratamiento se hizo en ausencia y en presencia del inhibidor BW, de modo que en las
células con BW la concentracion de ACh se mantuviera constante. Es habitual usar un
inhibidor de AChE cuando se quiere estudiar el efecto de la ACh sobre células en

cultivo.
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Figura 111.17. Tincién histocitoquimica de AChE en células Caco-2. Las células se trataron
con carbacol (1 mM) y tras 24 h de tratamiento, se fijaron con formaldehido al 1,5%, y se
incubaron 24 h con el reactivo de Karnovsky sin o con BW284c51. Imagenes tomadas con el
microscopio optico invertido con el objetivo de 10x. A y C) Células sin tratar con carbacol
(control). B y D) Células tratadas con carbacol. A y B) Incubacion con reactivo de Karnovsky

sin BW. C y D) Incubacion con reactivo de Karnovsky con BW.
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Figura 111.18. Tincién histocitoquimica de AChE en células Caco-2. Imagenes tomadas con
el microscopio optico invertido con el objetivo de 20x. A y C) Células sin tratar con carbacol
(control). B y D) Células tratadas con carbacol. A y B) Incubacién con reactivo de Karnovsky

sin BW. C y D) Incubacién con reactivo de Karnovsky con BW.

En la Figura 111.19 se observa que la ACh produce un importante aumento de la
actividad AChE de las células Caco-2, tanto en ausencia como en presencia de BW. El
efecto es dependiente de la concentracién, ya que la actividad aumentd x3,5 veces
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con ACh 0,2 mM, y x6,9 veces con ACh 0,5 mM, en ausencia de BW. En presencia de
BW, al efecto inductor de la ACh se suma el gran efecto inductor del BW. Por ello y
para facilitar la comparacion, en la Figura 111.19.A se muestran los porcentajes de
actividad respecto al control sin ACh ni BW (columna 1), mientras que en la
Figura lll.19.B los porcentajes se calculan respecto a los pocillos sin ACh (columnas
1y 4), sin o con BW segun corresponda. Podemos ver que el efecto de la ACh en
términos absolutos de actividad AChE (aumento de unidades) es muy superior en
presencia de BW, al no ser el agonista hidrolizado por la enzima (Fig. 111.19.A). No
obstante, con BW el porcentaje de aumento respecto al control sin ACh (columna 4) es
menor, por el gran aumento de actividad por el BW (Fig. 111.19.B). También en
presencia de BW el efecto fue mayor a mayor concentracion de agonista, por tanto la
dependencia de la concentracion vista sin BW no se debia simplemente a que a mayor

concentracion de ACh la enzima tardaba mas en hidrolizarla.

En ausencia de BW, al menos parte de la ACh serd hidrolizada por la AChE. Que,
aun asi, se produzca un gran aumento de la actividad AChE podria sugerir que la ACh
presente al principio es suficiente para disparar este efecto, aunque luego su
concentracién disminuya. Cabe pensar también que la ACh se hidrolice rapidamente, y
que el efecto se deba no directamente a la ACh sino a la colina liberada, ya que la
colina es agonista de los receptores nAChR a7 y a3p4 (Albuguerque y col., 2009). No
obstante, aunque eso pueda estar ocurriendo, los pocillos con BW muestran que no es

necesario que la ACh se hidrolice para que ejerza su accion.

A la vista del efecto del carbacol, cabia esperar que el ligando natural de los AChR,
la acetilcolina, con una estructura parecida, mostrara un alto efecto sobrerregulador de
AChE, comparable al del carbacol. Una vez comprobado el efecto de ACh, se refuerza
nuestra hipoétesis de que existe un mecanismo regulador de los niveles de AChE en

respuesta a una exposicion prolongada de los AChR a agonistas.

8.2. Un agonista muscarinico: oxotremorina M

A continuaciébn probamos con agonistas que distinguen entre receptores
muscarinicos y nicotinicos. La oxotremorina M (OxoM) es un agonista muscarinico, no
especifico de un subtipo concreto de mAChR (Daigle y Caron, 2012; Liu y col., 2009;
Oldfield y col., 2009). El tratamiento de las células Caco-2 con concentraciones
crecientes de OxoM demostrd que el agonista era capaz de elevar la actividad AChE
de un modo concentracion-dependiente (Figura 111.20). Asi, el efecto se observa ya

con OxoM 0,1 mM (x2,0 veces), alcanzandose para OxoM 1 mM un aumento
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Figura 111.19. Efecto de la acetilcolina sobre la a ctividad AChE de células Caco-2. Las
células se trataron con ACh en presencia o ausencia de BW y a las 24 h se lisaron y se midio
su actividad AChE. En la figura A) se muestra la actividad AChE en % respecto al control (sin
ACh y sin BW). En la B) se muestra la actividad AChE en % respecto al control sin ACh, pero
sin 0 con BW segun corresponda. (*: p<0,05, *** : p<0,001 comparando con el control sin ACh

ni BW; ++: p<0,005, +++ : p<0,001 comparando con su control sin ACh pero con BW).

de actividad de x5,8 veces en el experimento mostrado (Figura 111.20.B ). No obstante,
el efecto maximo de OxoM fue menor al logrado con carbacol en el mismo

experimento, lo que podria explicarse porque el carbacol actie sobre receptores
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nicotinicos y muscarinicos. En presencia del antagonista muscarinico atropina, el
efecto de la OxoM en alta concentracion (1 mM) parecié disminuir aunque muy
ligeramente (Figura 111.20.C). Estos resultados indican la participacién de receptores

muscarinicos en la sobrerregulacion de AChE por agonistas colinérgicos.

8.3. Agonistas nicotinicos: nicotina y colina

La nicotina es el clasico agonista selectivo para los receptores nicotinicos, aunque
la afinidad varia mucho con el tipo de receptor, siendo mucho mayor la de los
receptores a4p2* que la de los a7 o los musculares (Albuguerque y col., 2009;
Schuller, 2009). Los ensayos con nicotina revelaron que el agente eleva la actividad
AChE de las células Caco-2, observandose un aumento del 35% con nicotina 500 nM,
y un menor aumento con una concentracion mayor de nicotina (Fig. 111.21). Por tanto,
concluimos que los receptores nicotinicos también estan implicados en la
sobrerregulacién de AChE por agonistas. No obstante, el efecto de la nicotina fue

mucho menor que el que produce el carbacol.

Probamos seguidamente otro agonista nicotinico, la colina. Este ligando natural
tiene una accion variable sobre distintos tipos de nAChR, de modo que se comporta
como agonista completo de los nAChR a7, como agonista parcial de los a3B4fB2, y
como no agonista de los a4B2 (Albuguerque y col., 2009). La colina 1 mM aumento6 un
70% la actividad AChE de las células Caco-2 (Fig. 111.22), produciendo menores
aumentos a concentraciones mas bajas. Este dato confirma la participacion de los
receptores nicotinicos en el efecto sobrerregulador del carbacol. También apunta a los
NAChR a7 como uno de los tipos implicados, considerando que la colina actia como
agonista sobre ellos, y la presencia de mRNA para a7 en las células Caco-2 aunque

sea en un nivel muy bajo (apdo. 111.10.1).

Los resultados con agonistas indican que la activacion tanto de los mAChR (con
OxoM) como de los NAChR (con nicotina o colina) produce un aumento de la actividad
AChE, lo que a su vez sugiere que el carbacol produce su accién sobrerreguladora de

AChE en Caco-2 actuando simultaneamente sobre ambos tipos de receptores.

También el BW actuaria mediante ambos tipos de receptores, si asumimos que
debe su accién al aumento de los niveles de la ACh producida por las propias células.
La accion conjunta sobre receptores mMAChR y nAChR probablemente contribuye a
que el efecto del carbacol y el BW sea superior al observado para OxoM, nicotina o

colina.
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Figura 111.20. Efecto de la oxotremorina M sobre la  actividad AChE de células Caco-2. Las
células se trataron con distintas concentraciones de oxotremorina M (OxoM) o con carbacol.
Tras 24 h de incubacién se midi6 la actividad AChE. En las figuras A) y B) se aprecia el
aumento de actividad por la OxoM, mientras que en la figura C) se observa el efecto de la
atropina sobre la actividad AChE en presencia de oxotremorina. En este caso, las células se
preincubaron con atropina 1 h antes de afiadir la OxoM. (*** : p<0,001 comparando con el
control).
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Figura 111.21. Efecto de la nicotina sobre la activ  idad AChE de células Caco-2. Las células
se trataron con distintas concentraciones de nicotina y se midi6é su actividad AChE a las 24 h.
En la figura se muestra la actividad AChE en % respecto al control (*: p<0,05 comparando con
el control).
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Figura I11.22. Efecto de la colina sobre la activid ad AChE de células Caco-2. Las células se
trataron con colina y se midi6 su actividad AChE a las 24 h. En la figura se muestra la actividad
AChE en % respecto al control, de las células tratadas con colina 0,2, 0,5y 1 mM (*** : p<0,001

comparando con el control).
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9. EEECTO DE ANTAGONISTAS SOBRE LA AChE DE CACO-2

9.1. Un antagonista muscarinico: atropina

Siguiendo con el abordaje farmacoldgico de la identificacién de posibles receptores
implicados, probamos si distintos antagonistas colinérgicos podian reducir el efecto de
carbacol y BW sobre la actividad AChE. Los agentes empleados fueron atropina, como
antagonista muscarinico, y hexametonio, mecamilamina y metillicaconitina, como

antagonistas nicotinicos.

La atropina es el antagonista clasico de los receptores muscarinicos, y no
discrimina los distintos subtipos de mAChR (Kawashima y col., 2012; Pettersson y col.,
2009a). Se ha usado a 10 uM en células de colon en tratamientos de varios dias
(Cheng y col., 2008). La atropina 10 pM redujo de modo notable el aumento de
actividad AChE producido por el BW 1 yM, pero no el que produjo el carbacol 1 mM
(Fig. 111.23). El efecto inhibidor de la atropina confirma la participacion de los
receptores muscarinicos en la sobrerregulacion de AChE, como ya nos indicé el efecto
de la OxoM. El que la inhibicién por atropina se observe para el BW, pero no para el
carbacol 1 mM, puede explicarse por el hecho de que la atropina es un antagonista
competitivo, y es probable que no sea capaz de impedir suficientemente la union del
carbacol, que esta en una concentracibn mucho mayor, maxime cuando los tiempos
de tratamiento son largos como en nuestros ensayos (1 dia en este ejemplo). Una
explicacién alternativa es que el carbacol actie en las Caco-2 mediante receptores
tanto muscarinicos como nicotinicos, de forma que, en presencia de atropina, la

activacion de los receptores nicotinicos sea suficiente para producir el efecto maximo.

9.2. Antagonistas nicotinicos: hexametonio, mecamil amina vy metillicaconitina

A la hora de elegir antagonistas de distintos receptores nicotinicos, nos
encontramos con ciertas dificultades. Por una parte, aunque se dispone de agentes
con distintas especificidades por subtipos de nAChR, la selectividad normalmente no
es total, sino que un antagonista (0 agonista) muestra un rango de afinidades por
distintos subtipos (Gotti y col., 2006; Albuquerque y col., 2009). Por otro lado, frente a
los 5 tipos de mAChR, hay muchos subtipos de nAChR. Tal variedad no so6lo depende
de los tipos de subunidades que contienen sino también de su estequiometria, lo que
afecta a sus propiedades farmacologicas. Por ejemplo, la afinidad por ciertos
agonistas es baja para los receptores 04,32, y alta para los a4,82; (Kuryatov y col.,

2005; Wu y Lukas, 2011). Obviamente, es dificil saber qué tipo particular de receptor
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Figura 111.23. Efecto de la atropina sobre la activ idad AChE de células Caco-2
tratadas con BW284c51 o carbacol. Las células se trataron con atropina y/o BW (1 uM)
o carbacol (1 mM). A las 24 horas las células se lisaron y se midi6é su actividad AChE.

(*: p<0,05 respecto a BW sin atropina).

predomina en una célula. Como consecuencia, los datos de distintos trabajos son a
veces contradictorios, en cuanto a la selectividad de los diversos antagonistas (y
agonistas) por subtipos concretos de nAChR. Por otra parte, el elevado coste de los

agentes solo nos permitié probar un nimero limitado de ellos.

Como antagonista general de los nAChR escogimos el hexametonio, un
antagonista no competitivo y relativamente no selectivo de los nAChR, que bloguea
tanto los receptores de tipo muscular como diversas combinaciones de subunidades
de tipo neuronal (Wonnacott, 2014). El hexametonio se usa en concentraciones de
hasta 0,1 mM para bloguear los nAChR de tipo neuronal in vitro, por ejemplo en
células HT-29 de colon (Pettersson y col., 2009a). Tiene dos grupos trimetilamonio con
carga positiva que limitan mucho su capacidad de atravesar la barrera
hematoencefalica, por lo que en vivo normalmente so6lo bloquea los receptores
ganglionares, aunque actla sobre los cerebrales si se inyecta en el cerebro
(Wonnacott, 2014).
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La incubacién con hexametonio 100 uM no redujo el aumento de actividad AChE
provocado por carbacol 1 mM o BW 1 uM (Fig. lll.24). De hecho, la actividad AChE
parecid subir minimamente en presencia de hexametonio. Aunque este dato no apoya
nuestra afirmaciéon —basada en el efecto de nicotina y colina- de que los nAChR
medien el efecto “inductor” de carbacol y BW, no la descarta. Si bien hexametonio es
un antagonista no competitivo, por lo que podria unirse al receptor a pesar de la
presencia de carbacol o ACh, es posible que en presencia de hexametonio, la accion
de carbacol y BW sobre los mAChR baste para conseguir el efecto “inductor” maximo.
Por otra parte, se nos planted la posibilidad de que el hexametonio, con dos grupos
trimetilamonio, pudiera unirse al sitio aniénico de la AChE (como hace el grupo
trimetilamonio de la acetilcolina), inhibiendo su actividad y aumentando Ila
concentracion de ACh en el medio de cultivo. Ello podria dar lugar a un efecto analogo
al del BW. De hecho, hexametonio y BW son agentes bis-amonio cuaternario, y
ademas sabiamos que el decametonio, similar al hexametonio salvo por su cadena
central mas larga, es un inhibidor de AChE que como el BW se une a la vez al centro
anibénico principal y al PAS (Berman y col., 1980). En efecto, comprobamos en la
bibliografia que el hexametonio también es un inhibidor reversible de AChE, aunque
muy débil, con una Ki para la AChE humana de 0,2 mM, muy superior a las Ki de 6 uM
del decametonio y 10 nM del BW (Barak y col., 1994), por lo que no se usa
frecuentemente como inhibidor. Al ser mas corto que el decametonio, se une soélo al

centro activo y no al PAS.

Testamos también el posible efecto de dos antagonistas relativamente especificos
de subtipos de nAChR. La mecamilamina (MEC) es un antagonista no competitivo de
los nAChR, que bloquea los receptores heteroméricos (como los a3B4) con
preferencia sobre los homoméricos a7 (Wonnacott, 2014; Hurst y col., 2013).
Concentraciones de MEC entre 10 y 50 uM son habituales para células en cultivo
(Steiner y col., 2007; Kuryatov y col., 2005; Mousavi y Hellstrom-Lindahl, 2009). La
metillicaconitina (MLA), en cambio, es un antagonista reversible, potente y competitivo
de los nNAChR a7, al que se une con una Ki de aprox. 1 nM (Wonnacott, 2014; Wong y
col., 2007a; Steiner y col., 2007). MLA también bloquea fuertemente receptores a9 and
09010, y méas débilmente a otros tipos de receptores como los a4B2 (Wonnacott,
2014). Por tanto, la MLA es selectiva, pero no especifica, de los receptores a7, aunque
se ha usado frecuentemente para atribuir una accién a este subtipo de nAChR (Wong
y col., 2007a). Se ha usado MLA a 100 nM en células HT-29 de colon (Wong y col.,
2007a) y en neuronas (Steiner y col., 2007; Mousavi y Hellstrom-Lindahl, 2009).
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Figura Ill.24. Efecto del hexametonio sobre la acti vidad AChE de células Caco-2
tratadas con BW284c51 o carbacol. Las células se incubaron con hexametonio y/o
BW284c51 o carbacol, y se midié la actividad AChE a las 24 h. (*** : p<0,001 comparando
con el control).

Buscando inhibir el efecto del carbacol con antagonistas, en el experimento
mostrado en la Figura. 111.25 se redujo la concentracién de carbacol a 250 yM, para
facilitar la union de los antagonistas competitivos (atropina y MLA). Ademas, se probd
el efecto de la atropina sola, y en combinacién con los tres antagonistas nicotinicos
(hexametonio, MEC y MLA), para intentar bloquear simultdneamente la accion del
carbacol por receptores muscarinicos y nicotinicos. La atropina sola redujo la accién
del carbacol 0,25 mM (Fig. Ill.25), a diferencia de lo que vimos con carbacol 1 mM
(Fig. 111.23), confirmandose asi la intervencion de receptores mMAChR. Sin embargo, la
combinacion con antagonistas nicotinicos no mejoré el efecto inhibidor, sino al
contrario (Fig. 111.25). Esto fue inesperado, y una posible explicaciéon seria que en las
células Caco-2 la activacion de diversos AChR tuviera efectos contrarios sobre la
actividad AChE. Seria un caso parecido al efecto contrario de la estimulacion de los
receptores a7 y a4B2 sobre los niveles de cAMP en ciertos canceres (Schuller, 2009).
De modo similar, ni MEC ni MLA inhibieron el efecto sobrerregulador del BW

(Fig. 111.26) ; s6lo la atropina redujo el aumento de actividad AChE por el BW.
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Figura 111.25. Efecto de distintos antagonistas col  inérgicos sobre la actividad AChE

en células Caco-2 tratadas con carbacol. Las células se preincubaron con los
antagonistas atropina (Atr), hexametonio (Hexa), mecamilamina (MEC) y metillicaconitina
(MLA) durante 90 min antes de afiadir el carbacol (250 uM). A las 24 h se lisaron y se

valoré la actividad AChE.
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Figura 111.26. Efecto de varios antagonistas coliné rgicos sobre la actividad AChE de
células Caco-2 tratadas con BW284c51. Las células se preincubaron con los antagonistas
atropina (Atr), mecamilamina (MEC) y metillicaconitina (MLA) durante 2 h antes de afiadir el
BW (1 pM). A las 24 h se lisaron y se midi6 la actividad AChE. (*: p<0,05 respecto a BW sin
atropina).
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9.3. Informacion del estudio farmacolégico de los A ChR implicados

Vistos en conjunto, el efecto de los diversos agonistas apoya la idea de que la
elevacion de actividad AChE por el carbacol y el BW se debe a la accién tanto de
receptores muscarinicos como nicotinicos, entre los que probablemente se incluyen
los a7, sensibles a colina. De los antagonistas empleados, solo el antagonista
muscarinico atropina fue capaz de reducir el efecto del carbacol y el BW, y de un
modo bastante parcial. La falta de efecto de los antagonistas nicotinicos podria
deberse a su variable afinidad por distintos tipos de receptor, a la competencia con el
agonista (carbacol o ACh), o a que su unién no es lo bastante estable como para
impedir la activacion en un momento dado de una fraccion de los receptores, y que
esa activacion sea suficiente para desencadenar el efecto sobrerregulador. Hay que
tener en cuenta que los tratamientos son prolongados. A ello se afiade que la
activacion de distintos receptores puede tener distintas consecuencias, todo ello sin
olvidar la complejidad que supone la existencia de cuatro estados conformacionales de
los receptores nicotinicos (de reposo, activo, y dos estados desensibilizados) (Gotti y
Clementi, 2004; Hurst y col., 2013; Wonnacott, 2014; Changeux y Edelstein, 1998).

10. EXPRESION DE RECEPTORES DE ACh EN CELULAS CACO- 2

10.1. AChR-mRNA en células Caco-2 control

Un segundo abordaje experimental para identificar los tipos de AChR implicados en
el efecto sobrerregulador del carbacol se basé en caracterizar la dotacion de AChR
nicotinicos y muscarinicos que expresan las células Caco-2. Con este fin, mediante
RT-PCR a tiempo real se cuantificaron los mRNAs para las distintas subunidades de
NAChR y para los tipos principales de mAChR. Ademas, se investigd si su expresion

cambiaba por la adicion de carbacol.

En la Figura 111.27 se muestran los niveles de los mRNA para receptores de
acetilcolina mas abundantes de las células Caco-2. Asi, vemos como entre las
subunidades de tipo a de los AChR nicotinicos, abundan los mRNA de al y a5, siendo
el mensajero de nAChR a5 el méas abundante con diferencia, con unas 740 copias.
Respecto a los de tipo B, destacamos el B4 con unas 6 copias, siendo el resto de
receptores tanto a como 3 muy poco abundantes (con menos de 2 copias). En el caso

de los receptores de tipo muscarinico, s6lo encontramos M3 (con unas 2 copias).
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Aunque no estan representados en la Figura I11.27 por su escaso contenido (inferior
a 5 copias), los ensayos de RT-PCR detectaron la presencia en Caco-2 de otras
subunidades de nAChR, incluyendo a3, a4, a7, B1 y B2. Las correspondientes curvas
de fusién mostraron una buena amplificacion, con un producto de alta T, (>75°C).
Analisis en geles de agarosa de los productos de RT-PCR para células Caco-2
demostraron que, al menos para las subunidades a4, a5, a7 y las cuatro subunidades
B, se estaba amplificando un producto del tamafio esperado (Fig. 111.7). Ademas, en el
caso de a3, a5, a7, Bl, B2, B4 y M3 se secuencid el producto, confirmandose que
correspondia a dichas subunidades. Estos datos demostraron la capacidad de las
Caco-2 para expresar estas subunidades minoritarias de nAChR, aunque con un

namero de copias de mensajero muy bajo.

La observacion de que los mRNAs de nAChR mé&s abundantes en las células
Caco-2 fueran los de a5 y al fue un resultado inesperado. La subunidad al es
caracteristica del nAChR muscular, que tiene una composicion al,1ed en musculo
adulto, y al,f1yd en musculo embrionario (Zouridakis y col., 2009). No obstante,
subunidades al se han observado también en células no musculares. En efecto, tanto
la subunidad al como las otras tres subunidades del receptor muscular se han
detectado en lineas celulares de epitelio bronquial humano y en fibroblastos de vias
aéreas (Carlisle y col., 2004). En Caco-2 hemos observado también la presencia de
bajos niveles de B1-mRNA, y aungue no hemos explorado la presencia de las otras
subunidades del receptor de tipo muscular (8, €), cabe la posibilidad de que en Caco-2

se formen receptores nAChR de tipo muscular.

En cuanto a la subunidad a5, se trata de una subunidad estructural y no participa
en la formacién de sitios de unidon a acetilcolina, lo mismo que le ocurre a 3
(Zouridakis y col., 2009). Por ello, la subunidad a5 debe asociarse con otras
subunidades a y con subunidades B2 y/o B4 para formar un nAChR funcional
(Ramirez-Latorre 'y col.,, 1996). Receptores nicotinicos con estequiometria
(a4),(B2),(a5) se encuentran en diversas regiones cerebrales (Gotti y col., 2006),
siendo abundantes en la corteza cerebral (Mao y col.,, 2008). Estos nAChRs
(a4),(B2),(a5) son muy permeables al calcio (Tapia y col., 2007). Dado que hemos
detectado los mMRNA para a4 y B2 en las células Caco-2, es muy probable que a5 se
encuentre formando este tipo de receptores (a4),(B2).(a5). Se conocia la presencia de
subunidades a5 fuera del sistema nervioso. Asi, de entre una serie de tejidos no
neuronales, donde se observé la mayor expresion de la subunidad a5 fue en el tracto

gastrointestinal, timo y testiculo (Flora y col., 2000).
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Por otra parte, las Caco-2 expresan el mRNA para AChRa7, aunque con un nivel
muy bajo, por lo que a la vista del efecto sobrerregulador de AChE de la colina
(apdo. 111.8.3, Fig. lll.22), es muy probable que en estas células se formen receptores

homomeéricos a7.

Al interpretar estos resultados, hay que tener en cuenta que la cantidad de un
MRNA puede ser muy baja, y a pesar de ello el correspondiente receptor puede
desempenfar un papel importante en la célula. Por una parte, un nimero muy bajo de
AChR puede ser suficiente para ejercer su papel regulador. Ademas, es probable que
la sintesis de gran parte del AChR de las células Caco-2 haya tenido lugar antes de
comenzar el ensayo, de modo que el AChR-mRNA puede haber sido degradado antes
de la lisis celular; eso es posible ya que la vida media del nAChR puede alcanzar los
13 dias (Strack y col., 2011).

900
800

700

40 b

N° copias / millén de copias de GAPDH

al a5 B4 M3

nAChR-a nAChR-3 mAChR

Figura 111.27. Cuantificacién relativa de los AChRs presentes en las células Caco-2. El
histograma muestra el nimero de copias de las subunidades de nAChR y de M3 presentes en
las células Caco-2, expresadas como copias por millén de copias de GAPDH-mRNA. Del resto
de transcritos analizados se obtuvieron menos de cinco copias, 0 no se detectaron, por lo que

no se muestran en el histograma.
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10.2. Efecto del carbacol sobre los AChR-mRNA de Ca  co-2

Los receptores NnAChR tienen la propiedad inusual de aumentar sus niveles en las
células que se exponen crénicamente a su agonista caracteristico, nicotina, fenémeno
llamado sobrerregulacién (upregulation), y que se observa en vivo y en vitro (Govind y
col., 2009). Esta respuesta a la exposicion prolongada a nicotina varia para los
distintos subtipos, siendo a432 el receptor que se sobrerregula con mas intensidad
haciéndolo en gran medida, el receptor a434 se sobrerregula escasamente, y por el
contrario, el receptor con a6B3 disminuye su expresion en roedores (Albuquerque y
col., 2009). EIl receptor homomérico a7 también se sobrerregula por nicotina, lo que
contribuye a la progresion de los canceres en fumadores (Schuller, 2009). Aunque
persiste el debate sobre los mecanismos implicados, hay acuerdo en que el efecto es
postranscripcional, basandose en estudios donde el tratamiento con nicotina no alteré
los niveles de nAChR-mRNA en cerebro, y en la observacion de sobrerregulacion del
NAChR a4p2 en células M10 tratadas con nicotina tras inhibir la sintesis proteica con
cicloheximida (Govind y col., 2009). Estos datos apoyaban un posible cambio en el
contenido de los AChR por el tratamiento por carbacol, otro agonista, aunque con
propiedades farmacoldgicas distintas a las de nicotina. De hecho, el tratamiento con
carbacol o con nicotina durante 5 dias aumentd la expresion de varios nAChR

expresados en células renales transfectadas (Xiao y Kellar, 2004).

Hay que tener en cuenta que el carbacol es una amina cuaternaria que no atraviesa
facilmente la membrana, mientras que la nicotina es lipofilica, una amina terciaria que
en su forma desprotonada puede cruzar rapidamente la membrana (Kuryatov y col.,
2005; Xiao y Kellar, 2004). Para producir sobrerregulacion, la nicotina puede actuar
directamente dentro de la célula, independientemente de la activacién del receptor.
Asi, en células HEK transfectadas con nAChR a4 y 32, la sobrerregulacion por nicotina
y otros agonistas, incluyendo la amina cuaternaria metilcarbamilcolina, no se
desencadena por el flujo de iones a través del nAChR. Esta idea se basa en el hecho
de que la sobrerregulacién se produce también cuando el canal del receptor a4p2 se
bloqguea con mecamilamina o cuando se usan receptores mutados no funcionales
(Kuryatov y col., 2005). Se han descrito varios mecanismos; por ejemplo, la nicotina
puede actuar como una chaperona quimica en el reticulo endoplasmico (RE)
promoviendo el ensamblado de las subunidades, al inducir una conformacion mas
favorable a la oligomerizacién (Kuryatov y col., 2005). Ademas, se ha visto que el
namero de receptores nAChR a7 aumenta debido a una interaccion directa de la
nicotina con el proteasoma, lo que inhibe su actividad proteolitica (Rezvani y col.,
2007).
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El hecho de que el carbacol sea una amina cuaternaria que no atraviesa facilmente
la membrana, llevé a algunos autores a sugerir que la accién del carbacol para
aumentar los niveles de nAChR se inicia a nivel de membrana (Xiao y Kellar, 2004).
No obstante, durante incubaciones prolongadas, como las necesarias para producir
sobrerregulacion, los agonistas de naturaleza amina cuaternaria como ACh vy
tetrametilamonio acceden al interior del reticulo endopldsmico donde, con toda
probabilidad, pueden fijarse en el sitio de union a ACh de los receptores nacientes
(Kuryatov y col., 2005).

Considerando esos datos, pensamos que tal vez el tratamiento con carbacol podia
afectar al contenido de AChR de las células Caco-2. Si se detectara el aumento de
algun tipo de receptor, ello podria sugerir su participaciéon en la induccion de la
actividad AChE. Por ello decidimos comparar el contenido en AChR-mRNA de las

células control y tratadas.

Hay que tener en cuenta que la duracion de nuestros tratamientos con carbacol fue
menor que la utilizada en muchos estudios de sobrerregulacion con nicotina (Xiao y
Kellar, 2004; Wang y col., 2001), pero nos interesaba ver sélo los cambios asociados a
la sobrerregulacion de AChE. Por otra parte, aunque el analisis a nivel de proteina (por
Western blotting o inmunocitoquimica), a diferencia de la RT-PCR, serviria para
detectar cambios debidos a mecanismos tanto pretraduccionales como en la
traduccién y postraduccionales, el estudio a nivel de mRNA nos permitia analizar
muchos tipos de subunidades sin necesidad de disponer de anticuerpos especificos

para cada una de ellas.

El efecto del tratamiento con carbacol sobre el contenido de los mensajeros de
AChR mas abundantes se refleja en la Figura 111.28 . Se observa una disminucién en la
expresion de la subunidad al de practicamente el 50%. Sin embargo, el nimero de
copias de los mensajeros de las subunidades a5 y 34 aumenté ligeramente, mientras
gue el nivel de mRNA para M3 permanecio inalterado. Ningidn mRNA minoritario pas6
a ser abundante en las células tratadas. Asi que no observamos sobrerregulacion de
ninguna subunidad de nAChR, para la duracién de nuestros tratamientos. La menor
expresion de los al-mRNA sugiere una regulacion de esta subunidad por agonistas, lo
gue apunta a un papel fisiolégico de los receptores con esta subunidad en nuestras
células. A su vez, ello puede sugerir que tengan un papel en la sobrerregulacion de
AChE.
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Figura 111.28. Efecto del carbacol sobre los princi  pales AChRs expresados en Caco-2.

Las células se incubaron con carbacol 1 mM, durante 8 h. En la figura se representa el
namero de copias de las subunidades de nAChR y de M3 presentes en las células Caco-2,
con respecto al nimero de copias de GAPDH-mRNA. (*: p<0,05 comparando con el

control).

11. EXPRESION DE COLINA ACETILTRANSEERASA (ChAT)

En nuestros ensayos de RT-PCR no pudimos cuantificar el mRNA para la colina
acetiltransferasa (ChAT), principal enzima responsable de la sintesis de ACh en el
sistema nervioso y otros tejidos, a pesar de probar con dos pares de primers dirigidos
contra distintas regiones del mensajero (exones E7/E8 y E14/E16). Aunque se
detectaba amplificacion de DNA, las curvas de fusién hacian dudar de que se
estuviera amplificando so6lo el producto deseado, y como el resultado no era
concluyente, no se muestra en los histogramas. En todo caso la cantidad de
ChAT-mRNA seria muy baja (<3 copias).

Este resultado nos resulté muy inesperado, porque otros autores habian observado
por RT-PCR una expresion abundante de ChAT-mRNA en Caco-2 y otras lineas de
cancer de colon humano como H508 y WiDr, mientras que el mensajero no se habia
observado en las lineas SNU-C4, T84 y HT-29 (Cheng y col., 2008). De hecho, Caco-2
fue la linea con mayor contenido en ChAT-mRNA de las seis estudiadas. Ademas,

estos autores detectaron la proteina ChAT por microscopia de inmunofluorescencia en
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el citoplasma de Caco-2 y H508. A esto habia que sumar el hecho de que en el medio
de cultivo aparecia acetilcolina, que alcanzaba niveles de 3 uM para H508 y 7 uM para
Caco-2 (en presencia de eserina 0,5 mM como inhibidor de la AChE), calculandose
gue las H508 liberan diariamente unos 2 nanomoles de ACh por millébn de células
(Cheng y col., 2008).

Una discrepancia similar en el contenido de ChAT se ha descrito para la linea de
colon HT-29, ya que segun unos autores estas células contienen ChAT (Pettersson y
col., 2009a), mientras que segun otros carecen de ella y no sintetizan ACh (Cheng y
col., 2008). Esa diferencia se atribuyé a variaciones entre las células HT-29 usadas

por cada laboratorio (Pettersson y col., 2009a).

Nosotros no hemos explorado la producciéon de ACh en las células Caco-2 usadas.
Es posible que nuestras Caco-2 expresen ChAT, pero no hayamos detectado el mMRNA
porgque los dos pares de primers probados no sean adecuados. No hemos testado la
validez de los primers en otras células con una mayor expresiéon de ChAT. Pero por
otra parte, incluso estando ChAT ausente, las Caco-2 podrian sintetizar ACh mediante
la carnitina acil-transferasa (CarAT), una enzima mitocondrial capaz de sintetizar ACh
fuera del sistema nervioso (Wessler y Kirkpatrick, 2008; Kawashima y Fujii, 2008),
presente por ejemplo en urotelio (Lips y col.,, 2007). También es cierto que algunos

anticuerpos policlonales contra ChAT también reconocen la CarAT (Lips y col., 2007).

12. ENSAYOS DE WESTERN BLOTTING PARA AChR

El andlisis de los AChR-mRNA nos reveld las subunidades de nAChR y los mAChR
posiblemente expresados en las células Caco-2, pero no nos permitié aclarar qué tipo
de receptores eran los mas abundantes, una informaciéon sumamente util para atribuir
el efecto inductor del carbacol a un receptor concreto. El analisis de la expresion de

AChR a nivel de proteina podria arrojar luz sobre este aspecto.

Para ello, realizamos ensayos de Western blot con anticuerpos contra el receptor
M3 y contra la subunidad a7 del nAChR. Nos centramos en estos receptores porque
de partida no disponiamos de anticuerpos contra los AChR humanos, y estos dos
receptores parecian los mas prometedores para desempefiar un papel en la regulacién
de AChE. Por una parte, su mRNA se expresaba en Caco-2, aunque con escasa
abundancia (2-5 copias por millbn de GAPDH). Por otra, se ha demostrado el papel

funcional de estos receptores en células de epitelio de colon.
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En efecto, el mMRNA del receptor muscarinico M3 se expresa en HT-29 (Frucht y
col., 1999). En un estudio se detecté el mMRNA para M3 en todas las muestras de colon
humano, normal y canceroso, estando aumentada su expresién en la mayoria de
muestras tumorales (Yang y Frucht, 2000). En células H508 de cancer de colon
humano (que expresan M3 abundantemente), la estimulacion por ACh de este
receptor da lugar a la fosforilacion dependiente de calcio de varias quinasas (la
proteina quinasa activada por mitogeno (MAPK) p44/42 y la quinasa p90RSK), lo que
acelera la proliferacion celular (Cheng y col., 2003). Los ratones genéticamente
deficientes en M3 presentan muchos menos tumores de colon que los normales tras
ser tratados con azoximetano, y en ellos estd muy reducida la proliferacion de las

células epiteliales de colon (Raufman y col., 2008).

En cuanto al receptor NnAChR a7, se ha detectado en la superficie de las células
Caco-2, y en la linea HCT-8 de céncer colorrectal humano, usando a-bungarotoxina
fluorescente (Alexa Fluor 488 - a-BTX) (Cucina y col.,, 2012). La a-BTX es una
neurotoxina del veneno de Bungarus multicinctus que es antagonista del nAChR a7 y
del NnAChR muscular (asi como de los a8-10) (Zouridakis y col., 2009). La nicotina
aumenta la proliferacion y reduce la apoptosis en estas células, efectos que se inhiben
por a-BTX por lo que se atribuyen al receptor a7 (Cucina y col., 2012; Dinicola y col.,
2013). Las células HT-29 de cancer de colon humano expresan los mRNA para las
subunidades a4, a5, a7 y B1 del nAChR, aunque se piensa que solo la subunidad a7
forma un receptor nicotinico funcional en estas células, donde podria actuar en la
inhibicién por nicotina de la liberacién de IL-8 (Summers y col., 2003). La presencia de
NAChR a7 en HT-29 se ha confirmado por inmunocitoquimica (Pettersson y col.,
2009a). Metillicaconitina, un antagonista del nAChR a7, impide el efecto estimulador
de la proliferaciébn que tiene la nicotina sobre estas células HT-29 (Wong y col.,
2007a). El homopentamero a7 ejerce efectos antiinflamatorios en la linea HT-29
(Summers y col., 2003) y en otros tipos celulares, como macréfagos (de Jonge y Ulloa,
2007). El contenido de a7 se altera en cancer de colon (Novotny y col., 2011). Este
receptor nAChR a7 es responsable del aumento de la migracion de las células HT-29
debido a NNK, un metabolito de la nicotina (Wei y col., 2009).

Estos datos demuestran que M3 y nAChR a7 son dos tipos de AChR con presencia
e importancia fisiolégica en las células de colon, y los convierte en los receptores
potencialmente mas interesantes para estudiar su posible implicacion en la
sobrerregulacién de AChE por carbacol. No obstante, hay que tener en cuenta que
distintas lineas celulares presentan distinta dotacién de receptores, por ejemplo las

células SNU-C4 son de cancer de colon, pero no expresan M3 (Belo y col., 2011).
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La Figura 111.29 muestra un Western blot para el receptor M3, con el anticuerpo
H-210. En la membrana se observa una banda de unos 70 KDa, que asignamos a este
receptor, puesto que el receptor M3 tiene unos 75 KDa (Cabadak y col., 2011). La
sefial de esta banda no cambia en células incubadas con BW. Por tanto, la presencia
del receptor M3 en las células Caco-2 observada a nivel de mRNA (apdo. 111.10.1) se
confirma a nivel de proteina. Ello unido a los efectos de oxotremorina M y atropina
sefiala a este receptor como un probable eslabon en el mecanismo que lleva a la
sobrerregulacién de AChE por agonistas. Los Western blots realizados para detectar el
receptor nAChR a7 no dieron suficiente sefial para saber si esta presente en las

células Caco-2.

anti-mAChR M3

116 —
97 — &

66 —

45 0

29 — -

Figura 111.29. Efecto del BW284c51 sobre la cantida d del mAChR M3 de las células

Caco-2. Las proteinas de células control o tratadas con BW se sometieron a SDS-PAGE y
Western blotting. A la izquierda se muestra la membrana tefiida para proteinas con Ponceau. A
la derecha se muestra la membrana incubada con el anticuerpo anti-mAChR-M3. Tras incubar
con el anticuerpo secundario marcado con peroxidasa, la membrana se revelé con el reactivo
ECL plus. La masa molecular de las proteinas se calculd por referencia a los marcadores (mk):
B-galactosidasa (116 KDa), fosforilasa b (97 KDa), albumina de suero bovino (66 KDa),

albumina de huevo (45 KDa) y anhidrasa carbénica (29 KDa).
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13. PAPEL DEL CALCIO EN LA SOBRERREGULACION DE AChE
POR CARBACOL

13.1. Calcio, receptores de ACh y requlaciéon de ACh E

A continuacién quisimos explorar un posible mecanismo de accion de los AChR que
condujera al aumento de la actividad AChE. Se ha llegado a decir que la ACh puede
modificar practicamente todas las rutas de sefalizacibn actuando mediante los
receptores nicotinicos y muscarinicos (Wessler y Kirkpatrick, 2008). Nosotros
decidimos investigar la posible implicacion del calcio en el aumento de AChE, ya que
este i6n participa en la accion tanto de los receptores nicotinicos como de los
muscarinicos (apdos. 1.6.4.1 y 1.6.4.2), y el calcio regula la expresion de AChE
(apdo. I. 2.2.2).

De hecho, todos los receptores nicotinicos son permeables a los iones Na*, K' y
Ca?*, aunque la permeabilidad al calcio depende mucho de la composicién de
subunidades, siendo los receptores homoméricos a7 y el mucho menos extendido a9
los mas permeables (Abreu-Villaca y col., 2011). La sefalizaciéon por calcio tiene un
papel clave en los efectos mediados por nAChR (Abreu-Villaca y col., 2011). Los
NAChR a7 destacan por su permeabilidad al calcio, superior a la de los receptores
NMDA de glutamato (Albuquerque y col., 2009), pero el papel del calcio se extiende a
los deméas nAChR.

Cuando se activan los receptores nicotinicos, el calcio puede entrar a las células
directamente a través del canal del receptor, o indirectamente por los canales de calcio
sensibles al voltaje (VDCC), que se abren tras la despolarizacion de la membrana
(Abreu-Villaca y col., 2011; Shen y Yakel, 2009; Dajas-Bailador y Wonnacott, 2004),
(Fig. 1.15). Ademas, la cantidad de calcio en el citosol puede aumentar por la
liberacion de calcio inducida por calcio (CICR) desde las reservas intracelulares
(Dajas-Bailador y Wonnacott, 2004). La liberacibn de calcio desde el reticulo
endopldsmico se debe a los receptores de rianodina (RyR) y a los receptores de
inositol-1,4,5-trisfosfato (IP3;R) (Dajas-Bailador y Wonnacott, 2004). El calcio por si solo
es suficiente para producir la liberacidén de calcio por los RyR, mientras que los IP3R se
activan por calcio pero en presencia de IP; (Endo, 2009). El IP; se genera a partir del
fosfatidilinositol-4,5-bisfosfato por la fosfolipasa C (PLC), enzima que se activa por
calcio. Parece que los nAChR que no contienen subunidades a7 amplifican el nivel de
calcio intracelular principalmente activando los canales VDCC de la membrana,
mientras que los receptores a7, muy permeables al calcio, activan directamente los

receptores de rianodina (Dajas-Bailador y Wonnacott, 2004). El aumento de calcio tras
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la activacion de los nAChR produce efectos que van desde instantaneos (como la
liberacion de neurotransmisor) hasta efectos a largo plazo (como la neuroproteccién

por activacion de genes) (Sheny Yakel, 2009).

La entrada de calcio por los hAChRs contribuye a regular rutas de sefalizacién
como la via PI13-quinasa / AKT (Kihara y col., 2001; West y col., 2003), la activacion de
factores de transcripcion como CREB (Brunzell y col., 2003), y diversos procesos

proteoliticos (Meyer y col., 2002).

Por su parte, los receptores muscarinicos también pueden aumentar el calcio
intracelular, especialmente los mMAChR de los tipos M1, M3 y M5, que activan a la
fosfolipasa C (PLC) acoplandose a proteinas G de la familia Gg/11, y no inhiben la
adenilato ciclasa. En cambio, M2 y M4 inhiben la adenilato ciclasa mediante proteinas
G de la familia Gi/Go, con lo que reducen los niveles de cAMP, y normalmente no
activan la PLC (Russo y col., 2014; von Rosenvinge y Raufman, 2011). La activacion
de PLC da lugar a la produccion de IP; y diacilglicerol (DAG); IP; activa los IP3R
produciendo liberacion de calcio desde el reticulo endoplasmico, mientras que DAG
activa isoenzimas de la proteina quinasa C (PKC) (Abreu-Villaca y col., 2011; Endo,
2009). La movilizacién del calcio por mAChR participa, por ejemplo, en el estimulo de
la proliferacion de las células neurales P19 por activacion de M1, M3 y M5 (Resende y
col., 2008a).

La activacion de los mAChR modula diversos canales ionicos, entre ellos los de
calcio, por diversos mecanismos (Nathanson, 2004). Por ejemplo, la inhibicién de la
adenilato ciclasa disminuye la actividad de la proteina quinasa dependiente de cAMP,
lo que reduce la actividad de los canales de calcio. No obstante, la activacion
muscarinica conduce a la apertura de un tipo de canales de calcio, cuya importancia
en el cancer colorrectal y otros canceres se ha visto recientemente (Villalobos y col.,
2017; Jardin y Rosado, 2016). La liberacion de calcio desde el reticulo endoplasmico
(mediada por el IP3) desencadena la entrada de calcio extracelular al citosol, a través
de los “canales de calcio activados por la liberacion de calcio” (CRAC, por Ca®
release-activated Ca?*-channels), dando lugar a la “entrada de calcio operada por
almacenes de calcio” (SOCE, por store-operated calcium entry) (Weidinger y col.,
2013). Unas proteinas importantes en este proceso de SOCE son las STIM (stromal
interaction molecules), que se localizan normalmente en la membrana del RE, donde
monitorizan la concentracion de calcio del lumen. Cuando se libera calcio del RE, las
STIM se translocan a la membrana plasmatica, donde se unen a Orail, proteina que

forma el poro de los canales CRAC, produciendo la apertura del canal y la
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consiguiente entrada de calcio (Villalobos y col., 2017; Tojyo y col., 2014; Weidinger y
col., 2013).

Tanto STIM como Orail se expresan en el epitelio del colon de rata (Onodera y col.,
2013) y en células normales (NCM460) y cancerosas (HT-29) de colon humano
(Sobradillo y col., 2014). Esos canales CRAC intervienen en el aumento de calcio
citosélico provocado por carbacol en las células HT-29/B6 (Onodera y col., 2013). Asi
mismo, en linfocitos T la activacion de receptores M3 y M5 por oxotremorina M
produce un aumento de IP; y la consiguiente liberacion de calcio desde el RE, que

induce la entrada de calcio por los canales CRAC (Mashimo y col., 2017).

A su vez, se sabe que el calcio regula la expresion de AChE, tanto en células
musculares y nerviosas como en otros tipos celulares (apdo. 1.2.2.2). La estabilizacién
del MRNA de AChE por el calcio intracelular es necesaria para el fuerte aumento en el
nivel de AChE que ocurre durante la diferenciacion de mioblastos a miocitos en células
C2C12 (Luo y col., 1994). También en miotubos, el ATP actia mediante los receptores
P2Y1 estimulando la transcripcién del gen de AChE, en un proceso donde intervienen
la proteina quinasa C vy la liberacién de calcio intracelular. Este proceso culmina con la
activacion del factor de transcripcion Elk-1, para el que hay dos sitios de union en el
promotor de ACHE (Choi y col., 2003). En células P19 de carcinoma embrionario, de
tipo neural, el aumento de actividad AChE por péptidos de la proteina p-amiloide (AB)
se ha atribuido a la entrada de calcio por canales de calcio dependientes de voltaje
(Sberna y col., 1997). En células HelLa, dos agentes que elevan la cantidad de calcio
citosolico (A23187 y tapsigargina) aumentan la actividad del promotor de AChE y la
estabilidad del mensajero (Zhu y col.,, 2007a). Este hecho se debe en parte a la
disociacion del factor de unién a CCAAT (CBF) del sitio CCAAT distal (Zhu y col.,
2007c) y a la acumulaciéon de Smad3 en el ndcleo, lo que le permite unirse al sitio
Smad en el promotor de AChE (Gao y col., 2009).

13.2. Efecto del calcio extracelular en la sobrerre  qulacion de AChE

Por todo lo anterior, cabia la posibilidad de que un aumento de la concentracién de
calcio intracelular participara en la induccion de AChE por carbacol. Decidimos
explorar esta posibilidad. Para ello, estudiamos si los cambios en la concentracién de
calcio extracelular o el uso de quelantes del calcio intracelular (BAPTA-AM) y
extracelular (EGTA) afectaban al aumento de AChE por el tratamiento con carbacol.
Ademas, probamos si el ionéforo de calcio A23187 era capaz de aumentar la actividad

AChE de las células, sustituyendo al carbacol.
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En primer lugar probamos si al afiadir calcio al medio de cultivo aumentaba el
efecto estimulador del carbacol, suponiendo que con una mayor concentracion de
calcio extracelular la entrada de calcio al citosol podria ser mayor (Ohtani y col., 2009).
En algunos experimentos, en lugar de usar el medio de cultivo habitual, EMEM,
empleamos el medio de cultivo disponible con la menor concentracion de calcio, RPMI.
La Figura I11.30 muestra el resultado obtenido con un experimento en cada medio; en
ella se indica la concentracion de calcio total, incluyendo el aportado por el medio
EMEM o RPMI.

En los dos casos se ve que al aumentar la concentracion de calcio hasta 1,5 mM el
efecto del carbacol sobre la actividad AChE aumenta ligeramente, pero de modo
reproducible. Para concentraciones mayores de calcio el efecto del carbacol
disminuye, de modo concentracion-dependiente. Este resultado apoya la participacion
de una entrada de calcio extracelular en el modo de accién del carbacol, aunque la
concentracion de calcio propia del medio de cultivo ya es suficiente para que el efecto

se acerque al maximo.

13.3. Efecto de los quelantes de calcio en la sobre  rrequlacion de AChE

El BAPTA (&cido 1,2-bis(2-aminofenoxi)etano-N,N,N’,N’-tetraacético) es un quelante
de calcio, con una constante de disociacion de 107 nM para el complejo con calcio, y
muy alta selectividad por calcio frente al magnesio. Tiene cuatro grupos carboxilato,
con los que puede unir dos iones calcio. El acetoximetil-BAPTA (BAPTA-AM) es un
derivado del BAPTA ampliamente usado para complejar el calcio intracelular, en
concentraciones de hasta 50 yM (Choi y col., 2003; Zhu y col., 2007a; Gao y col.,
2009; 2013); por ejemplo, se ha usado a 20 uM en células Caco-2 (Alrefai y col., 2007)
y a 10-25 yM en otras células de colon (Cheng y col., 2003; Sun y col., 2012). La
modificacion de los acidos carboxilicos por enlace éster con grupos acetoximetilo (AM)
da lugar a una molécula sin carga que puede atravesar las membranas bioldgicas.
Una vez dentro de la célula, el grupo bloqueante lipofilico es cortado por esterasas
inespecificas, dando lugar a una molécula con carga (el BAPTA) que puede salir de la
célula mucho mas lentamente que la molécula original. Nosotros usamos BAPTA-AM
en su forma dimetilada (5,5’-dimethyl-BAPTA-AM).

La preincubacion con BAPTA-AM (45 minutos) no afectd a la actividad AChE de las
células control, pero si redujo mucho el aumento de la actividad AChE por carbacol
(Fig. 111.31). El efecto inhibidor fue concentracion-dependiente, de modo que con

20 uM BAPTA-AM el aumento de AChE por el carbacol se redujo en un 75 % respecto
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Figura 111.30. Efecto del i6n calcio sobre la activ  idad AChE de células Caco-2 tratadas con

carbacol. Las células se trataron con carbacol en presencia de concentraciones crecientes de
calcio. A las 24 h se midi6 la actividad AChE. En la figura A) se muestra el efecto del calcio
empleando el medio de cultivo habitual (EMEM). (*: p<0,05 respecto a carbacol con calcio
1,35 mM). En la figura B) se muestra el efecto del calcio empleando un medio de cultivo bajo

en calcio (RPMI). (*: p<0,05 respecto a carbacol con calcio 0,51 mM).

al de las células sin quelante. Este resultado demuestra claramente que el calcio
intracelular es necesario para que el carbacol ejerza su efecto “inductor” sobre AChE.
Este hecho apoya la hipotesis de que durante el proceso tiene lugar un aumento en el
calcio citosdlico, por la entrada de calcio extracelular y/o por la liberacion de calcio

desde reservorios intracelulares, como el reticulo endoplasmico.
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Seria interesante explorar si mediante tapsigargina, que inhibe la Ca**-ATPasa del
reticulo y asi provoca el vaciado del calcio de este organulo (Zhu y col., 2007a) es

posible lograr el aumento de actividad AChE en las Caco-2 sin tratarlas con carbacol.

A continuacién estudiamos el efecto del EGTA sobre la induccion de AChE por
carbacol. El EGTA (acido etilen-glicol-bis(2-aminoetileter)-N,N,N',N'-tetraacético) es un
guelante de calcio, i6n al que se une en relacién de uno a uno. Sus usos incluyen el
estudio del papel del calcio en células vivas (Cheng y col., 2003). Debido a la carga
negativa que le dan sus cuatro grupos carboxilato, no es permeable a las membranas,
por lo que lo empleamos para quelar el calcio extracelular. Por ejemplo, 1 mM EGTA
se ha usado para complejar el calcio extracelular en estudios sobre el papel de los

AChR (Resende y col., 2008b) y en células de colon en cultivo (Hu y col., 2013).

La adicion de EGTA 1 mM al medio de cultivo eliminé completamente el aumento
de AChE por carbacol (Fig. 111.32), lo que apoya que la entrada de calcio extracelular
interviene en el mecanismo de induccién de AChE del carbacol. Es facil que esa
entrada de calcio tenga lugar directamente por los receptores nicotinicos, ya que todos
son permeables al calcio, aunque muy especialmente los receptores homomeéricos
como el a7 (Abreu-Villaca y col.,, 2011; Dajas-Bailador y Wonnacott, 2004). No
obstante, el calcio puede también entrar a través de los canales de calcio sensibles al
voltaje (VDCC), que se activan por despolarizacion de la membrana tras la entrada de

cationes por los nAChR.

Otra via importante de entrada de calcio pueden ser los canales CRAC, que se
activan por la liberacion de calcio desde el reticulo endoplasmico provocada por el 1P,
generado a su vez por la fosfolipasa C tras la activacion de los mMAChR. Estos canales
CRAC son fisiolégicamente relevantes en epitelio de colon (Villalobos y col., 2017,
Sobradillo y col., 2014; Sun y col., 2012; Onodera y col., 2013). Por tanto, tanto la
activacion de los nAChR como la de los mMAChR puede conducir a la entrada de calcio
extracelular. Asi, el efecto del EGTA no ayuda a discriminar qué tipo de receptor esta

implicado en el aumento de AChE.

El uso de bloqueantes de canales VDCC como el cloruro de cadmio, nifedipina o
verapamil, o de canales CRAC como YM-58483, o bien de 2-APB, que es un
antagonista del IP;R (Resende y col., 2008b; Mashimo y col., 2017), podria aclarar si

dichos canales participan o no en el efecto del carbacol.
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Figura 111.31. Efecto del quelante intracelular de calcio BAPTA-AM sobre la actividad
AChE en células tratadas con carbacol. Las células se preincubaron 45 min con BAPTA-AM
antes de afiadir el carbacol. A las 24 h se midi6 la actividad AChE. En la figura se representa la
actividad AChE. (*: p<0,05 comparando con carbacol sin BAPTA-AM).
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Figura 111.32. Efecto del quelante extracelular de  calcio EGTA sobre la actividad AChE en
células tratadas con carbacol. Las células se trataron con dos concentraciones distintas de
EGTA (1 y 2 mM) y con carbacol. El histograma representa la actividad AChE tras 1 dia de

tratamiento. (*** : p<0,001 comparando con carbacol sin EGTA).
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13.4. Efecto del ionoforo A23187 sobre la actividad AChE

A23187 (calcimicina) es un ionéforo de calcio, que aumenta la concentracién de
calcio intracelular al permitir la entrada de calcio externo a través de la membrana. Por
ello se usa frecuentemente para estudiar el papel del calcio (Zhu y col., 2007a); por
ejemplo a 1 yM en células SW480 de colon (Sack y col., 2011). Por eso estudiamos el
efecto de la adicion de A23187 sobre la actividad AChE de las células Caco-2, en
ausencia de carbacol, bajo la hipétesis de que, si el efecto del carbacol esta mediado
por el aumento del calcio intracelular, el ion6foro por si s6lo podria producir también un

aumento de la actividad AChE.

Se sabe que A23187 puede producir apoptosis en varios tipos celulares por
aumentar el calcio citosélico; por ejemplo, el tratamiento durante 2 dias con A23187 a
2 UM produce apoptosis en células HeLa y MDA-MB-435s (Zhu y col., 2007a). Por ello,
realizamos primero pruebas con distintas concentracion de A23187, para comprobar el
rango de concentraciones que no producia una disminucion del numero de células,
medida por ensayos con MTT (Fig. 111.33). Como ya sabiamos, carbacol 1 mM no
afecta al numero de células. Observamos que concentraciones de A23187 de hasta
100 nM no disminuian el nimero de células tras un dia de tratamiento; mientras que
concentraciones de 250 nM o més producian una caida del numero de células que
indicaba un dafio celular por el ionéforo, y quiza la induccion de apoptosis. Por ello
escogimos 100 nM como concentracion maxima de agente para ver su efecto sobre
AChE. Los resultados de un experimento representativo se muestran en la
Figura lll.34. Contra lo esperado, A23187 produjo una disminucién de la actividad
AChE de las células Caco-2, tanto mayor cuanto mayor fue la concentracién del
agente (50-100 nM) (Fig. 111.34.A). No obstante, observamos que en este experimento
el ionoforo producia también una ligera disminucion del nimero de células, por lo que
en la Figura 111.34.B se muestra la actividad AChE normalizada para el nUmero relativo
de células (absorbancia del ensayo con MTT). En la Figura I11.34.B vemos que la
actividad AChE por célula no varié con la concentracion menor del agente (50 nM),

pero si disminuy6 con A23187 100 nM.

Claramente, el efecto reductor de la actividad AChE que vemos para el A23187 100
nM no apoya un papel del calcio en el mecanismo inductor de AChE del carbacol. No
obstante, los resultados con quelantes demostraban ese papel. El resultado

inesperado del iondforo se explica porque, dada la complejidad de las cascadas de
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Figura I11.33. Efecto del ionéforo A23187 sobre la  viabilidad de las células Caco-2. Las
células se trataron con cantidades crecientes del ionéforo de calcio A23187. Tras 24 h se
determiné el nimero de células viables. En el histograma se representa el efecto del ion6foro

sobre la viabilidad celular, siendo la absorbancia proporcional al nimero de células viables.

sefial en que esta implicado el calcio, es muy probable que una entrada masiva de
calcio, como probablemente causa el iono6foro, que quizd llegue a equilibrar el
gradiente transmembrana de calcio, tenga unos efectos opuestos a los de un aumento

mucho menor del calcio citosolico, como sera el mediado por los AChR.

Por otra parte, se ha visto que el A23187 y la tapsigargina (que libera el calcio del
reticulo endopléasmico inhibiendo su Ca**-ATPasa) producen un aumento importante
de los niveles de AChE en las células HeLa y MDA-MB-435s, debido a un aumento de
la actividad del promotor y a la mayor estabilidad del mensajero (Zhu y col., 2007a;
Gao y col.,, 2009). No obstante, la concentracion de ion6foro en esos estudios
(2000 nM), fue muy superior a la de nuestros ensayos (100 nM), y suficiente para
desencadenar apoptosis, como indicd la condensacién de la cromatina en células
tefiidas con Hoechst 33258 y los ensayos de TUNEL. El carbacol 1 mM no provoco
apoptosis en las células Caco-2, como mostraron nuestros ensayos con Hoechst
(Fig. 11.15) y los contajes de células viables con MTT. Eso, ademas del distinto tipo
celular, explican que el efecto de A23187 sobre la AChE sea el contrario en nuestro

Ccaso.
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Figura I11.34. Efecto del ionéforo A23187 sobre la  actividad AChE de células Caco-2 . Las
células se trataron con concentraciones crecientes del ion6foro de calcio A23187. Tras 24 h se
midio su actividad AChE y se determind el nimero de células viables. En A) se expresa la
actividad AChE en % respecto al control y en B) se expresa la actividad AChE normalizada
respecto al nimero de células, en % respecto al control. (**: p<0,01 comparando con el
control).
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14. EEECTO DE AGONISTAS Y ANTAGONISTAS SOBRE LA ACh E
DE CELULAS SwW480

Con el fin de comprobar si el aumento de actividad AChE provocado por los
agonistas colinérgicos en las células Caco-2 era reproducible en otras lineas celulares
de colon, realizamos ensayos con carbacol y oxotremorina M (OxoM) en la linea

celular SW480, que como Caco-2 es de adenocarcinoma colorrectal humano.

En la Figura 1l11.35 se muestra uno de estos experimentos, en el que se midio la
actividad AChE en los lisados celulares tras 1 y 2 dias de tratamiento con los
agonistas. Vemos como el carbacol aumenté mucho la actividad AChE de las células
SW480. Cabe destacar que el aumento de actividad respecto al control fue
proporcionalmente mayor tras un dia de tratamiento (con una actividad AChE de
aprox. x2 veces la del control) que a los dos dias (x1,6), al igual que ocurria con las
células Caco-2 (aprox. x11 veces a un dia y x4 tras dos dias). No obstante, se observa
que el aumento de AChE por carbacol es bastante menor en las SW480 que en las

Caco-2, para un mismo tiempo de incubacion.

Como en las Caco-2, la oxotremorina M también ejerce un efecto inductor de la
actividad AChE en las células SW480 (Fig. 111.35). El porcentaje de actividad AChE
respecto al control fue aumentando progresivamente con la concentracion de
oxotremorina (0,2-1 mM), tanto a uno como a dos dias de tratamiento, alcanzandose
un aumento del 30-40 % para 1 mM OxoM. Sin embargo, el efecto de OxoM no lleg6 a

alcanzar el del carbacol.

Posteriormente, se empled la atropina, antagonista muscarinico, para ver si reducia
el efecto de la OxoM. Nétese que el carbacol es agonista tanto muscarinico como
nicotinico, mientras que OxoM sdlo actla sobre receptores muscarinicos (Ohtani y
col., 2009). Ya habiamos observado que la atropina reducia ligeramente la induccion
por OxoM en las Caco-2 (Fig. 111.20). En el caso de las SW480 (Fig. 111.36), la atropina
también parece disminuir ligeramente el aumento de la actividad AChE por OxoM. Los
efectos de OxoM y atropina demuestran la participacion de receptores muscarinicos
en la sobrerregulacion de AChE por agonistas colinérgicos, sin que eso descarte la
participacién de los receptores nicotinicos. De hecho, como vimos para las Caco-2
(apdo. 111.8.2), que el efecto méximo conseguido con OxoM sea bastante inferior al del
carbacol apoya que el carbacol actia mediante ambos tipos de receptores, o mismo

que ocurre, por ejemplo, en células de insulinoma (Ohtani y col., 2009).
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Figura 111.35. Efecto de la oxotremorina M sobre la actividad AChE en las células

SW480. Las células se incubaron con oxotremorina M en distintas concentraciones o con
carbacol. A los 1y 2 dias de tratamiento se midid su actividad AChE. En la figura se indica
la actividad AChE obtenida, en % respecto al control para cada dia. (*: p<0,05, **: p<0,01

y *** . p<0,001 comparando con el control para su tiempo de tratamiento).
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Figura 111.36. Efecto de la atropina sobre la activ idad AChE en las células SW480

tratadas con oxotremorina M.  Las células se preincubaron con atropina 30 min antes de
afadir la oxotremorina M. Tras 24 h de tratamiento se midié su actividad AChE. En la
figura se indica la actividad AChE obtenida. (**: p<0,01 y *** : p<0,001 comparando con el

control).
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15. EXPRESION DE LOS DISTINTOS mRNA PARA AChE_EN
CELULAS SwW480

Por otro lado, al igual que se investigé en las Caco-2 qué mRNA de AChE y de
AChR se expresaban en esas células y si habia algin cambio en su abundancia tras el

tratamiento con carbacol, se realiz6 un estudio similar en SW480.

En las SW480, se observd una menor expresion de los distintos mMRNA de AChE en
comparacion con los datos obtenidos para las Caco-2 (Fig. 111.10). No obstante, el
mensajero mas abundante, en cuanto a las variantes en 3’, seguia siendo el AChE-H,
con unas 5 copias por millon de copias de GAPDH, seguido del transcrito AChE-T, con
unas 4 copias, y el transcrito AChE-R, con unas 2 copias. Respecto a las variantes
en 5’, también predominaron los mRNA con el exén Elc, con unas 20 copias, sobre
los mensajeros con Ele, con unas 7 copias, de modo parecido a lo que sucedia en
Caco-2. En cuanto al contenido total de mMRNA de AChE (con cebadores dirigidos
hacia la zona comun, lo que llamamos AChE-wh), fue de unas 55 copias por millén de
copias de GAPDH (Fig. 111.37).
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Figura 111.37. Cuantificacion relativa de los trans  critos de AChE en las células SW480. El
histograma muestra el nimero de copias de cada transcrito de AChE, expresado en nimero de

copias respecto al numero de copias de GAPDH-mRNA.
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La Figura 111.38 muestra los cambios en la expresion de los mMRNA de AChE en las
células SW480 en un experimento de tratamiento con carbacol. Se observa un ligero
aumento en el contenido de transcritos T (40%) y una tendencia a disminuir en los
transcritos con Elc (-15%). Lo més destacable es que el contenido total de mRNA de
AChE (AChE-wh) pareci6 aumentar aunque solo ligeramente (13%), una subida
insuficiente para explicar por si sola el aumento de actividad AChE. Cambios en otras
etapas de la sintesis de AChE activa deben ser responsables del aumento de actividad
tanto en las SW480 como en las Caco-2 (apdo. Ill.4.1). Una posibilidad es una
modificacion en la velocidad de traduccion del mRNA, por cambios en el contenido en
MiRNA reguladores de AChE (Lu y col., 2013).
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sl :

30 1

N° copias / millon de copias de GAPDH

Elc Ele wh R H T

Figura 111.38. Efecto del carbacol sobre los transc  ritos de AChE en SW480. Las células se
incubaron con carbacol 1 mM durante 4 h. El histograma representa el nUmero de copias de los
distintos mensajeros de AChE que expresan las células SW480, con relacién al nimero de

copias del mensajero de GAPDH. (*: p<0,05 comparando con el control).

16. EXPRESION DE RECEPTORES DE ACh EN CELULAS SW480

16.1. AChR-mRNA en células SW480 control

Investigamos a continuacion la dotacion de mRNAs para las subunidades de
NAChR y para los mAChR en las células SW480, mediante RT-PCR a tiempo real. En
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la Figura I11.39 se muestran los resultados, y en la Tabla Ill.1 se comparan con los

obtenidos para células Caco-2 (apdo. 111.10.1).

En SW480 encontramos cantidades importantes de los mRNA para varias
subunidades del nAChR, destacando muy especialmente la subunidad 1, con unas
2.300 copias por millon de copias de GAPDH-mRNA, y la a5, con unas 2.000 copias.
También se observé un contenido abundante de los mMRNA para las subunidades a3
(380 copias), p2 (240), B4 (225 copias), a7 (70 copias) y al (50 copias por millén).
Entre los receptores muscarinicos, encontramos expresion del mRNA para M3, con
unas 280 copias, y M1, con ~15. Para el resto de los AChR analizados, se obtuvo un

namero muy bajo (<5) de copias de mRNA, o no se detectaron.
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Figura 111.39. Cuantificacion relativa de los princ  ipales mensajeros de AChR expresados
en las células SW480. El histograma muestra el nUmero de copias de cada transcrito de AChR

expresado respecto al nimero de copias de GAPDH-mRNA.

En la Figura 111.40 se muestran geles de agarosa de los productos de la RT-PCR de
células SW480 (tras 50 ciclos). Previamente ya mostramos geles de productos de
RT-PCR de las Caco-2 (Fig. 1ll.7). Realmente, para saber si un par de primers
amplifica el producto deseado es indiferente que este test se realice con unas células
u otras, siempre que contengan el mRNA diana, pero nos sirve como confirmacion

adicional de la presencia de un mRNA en las SW480.
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En la Figura I11.40 se aprecia que algunos pares de primers no dan para las células
SW480 un producto del tamafio esperado (caso de los primers para M2) o bien dan
ademas otros productos (como los de a2 y a9). Pero en esos casos la curva de fusion
ya advertia de que la reaccion no habia ido bien, ademas de que el Ct no era
especialmente alto. No se dan valores del nimero de copias para ellos, pero
probablemente son mensajeros que no estan presentes en la muestra o lo estan en

cantidad minima, lo que facilita los alineamientos inespecificos de los cebadores.

Comparando la expresién de AChR-mRNA en SW480 con la de Caco-2 (Tabla 1l11.1;
Figs. 111.27 vy 111.39), se observan diferencias importantes. Las tres subunidades de
NAChR con expresion significativa en Caco-2, al, a5 y B4, son mucho mas
abundantes en las SW480. Ademas, varias subunidades apenas detectadas en
Caco-2 se expresan mucho en SW480, sobre todo (1, pero también a3, a7 y B2
(Tabla Ill.1). El receptor muscarinico M3 se expresa muy poco en Caco-2, y en cambio
su mRNA abunda en SW480; el receptor M1 ni siquiera se detect6 en las Caco-2 y no
es muy escaso en las SW480. Es frecuente que haya diferencias en la dotacion de
receptores entre lineas celulares del mismo origen; por ejemplo, M3 se expresa
fuertemente en las células H508 y también en las HT-29, pero esta ausente de las

células SNU-C4, siendo las tres lineas de cancer de colon (Belo y col., 2011).

A
al a2 a3 a4 ab a6 a7 a9 al0
Caco-2 23 ND <5 <5 737 ND <5 ND ND
Sw480 48 ND 381 <5 2.045 <5 71 ND <5
B
B1 B2 B3 B4 M1 M2 M3 ChAT
Caco-2 <5 <5 ND 6 ND ND <5 ND
Sw480 2.344 242 ND 225 16 ND 281 ND

Tabla Ill.1. Comparacién de los mensajeros de ACpResentes en células SW480 y Caco-2.

Los transcritos de los que no se obtuvieron cop@aban indicado como “ND” (no detectado),

los que dieron un namero de copias menor de 5 (futdén de copias de GAPDH-mRNA) se

indican como “<5”, y de los que se obtuvieron ma&s5icopias, se indica el nUmero de copias.

En la tablaA) se muestran los mensajeros para subunidadés nAChR y en la tabB) los

mensajeros para subunidades de {fhademas de para mAChRs y ChAT.
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Figura 111.40. Tamafio de los productos amplificados mediante RT-PCR, a partir de células

SW480. Los productos de RT-PCR obtenidos a partir de células SW480 se analizaron por
electroforesis en geles de agarosa, y se compararon con marcadores de longitud de DNA (mk).
Sobre cada calle se indica el mensajero al que se dirigen los cebadores, y la longitud esperada
del producto (pb). A) Productos obtenidos para las subunidades a de los receptores nicotinicos.
B) Productos para los receptores muscarinicos. En el caso del receptor M1 se muestran los

productos obtenidos con dos pares de primers distintos.

-200-



-Capitulo Ill. Resultados y Discusion M2 Isabel Serrano Sanchez

16.2. Receptores de ACh en células SW480

Como comentamos para el caso de a5 en Caco-2, en las células SW480 vuelve a
sorprender mucho que las subunidades de nAChR con los mRNAs mas abundantes
sean precisamente a5 y 1, ya que estas subunidades (lo mismo que la $3, que no
detectamos) se localizan en el pentdmero en la llamada quinta posicion, y no
participan en sitios de union del agonista (Albuquerque y col., 2009). Ademas, B1 es
tipica del receptor de tipo muscular. No obstante, ya se conocia la presencia de los
MRNA para a5 y $1 en la linea de colon HT-29 (Summers y col., 2003). Y hay otras
pruebas de que no son exclusivas del musculo. Por ejemplo, las células epiteliales
malignas de mama MCF7 expresan los mRNA para las subunidades al, B1,y,0y € (y
otras), mientras que las no malignas MCF10A no expresan al (Kalantari-Dehaghi y
col., 2015). Ademas, las cuatro subunidades del nAChR de tipo muscular al, 1,8y €
se han detectado tanto en el epitelio de las vias aéreas como en melanocitos (Wessler
y Kirkpatrick, 2008) y en fibroblastos (Carlisle y col., 2004)

La mayor diversidad de AChR-mRNAs en las células SW480 que en las Caco-2
supone la posibilidad de que se generen mas tipos de receptores en las SW480. La
gran abundancia de B1-mRNA, junto a la presencia no pequefia de al-mRNA, hace
probable la formacion de AChR de tipo muscular, sea embrionario (al),81yd o adulto
(al),B1ed.

El segundo mRNA méas abundante es el de la subunidad estructural a5. Las
subunidades a5 se encuentran, por ejemplo, en receptores a4f2a5 y a3p4a5, que
existen de modo natural (Wu y Lukas, 2011). El ganglio ciliar de pollo contiene
receptores a3p4a5 y a3B2p4a5 (Conroy y Berg, 1995); y las células SH-SY5Y de
neuroblastoma humano expresan receptores a3B2a5*, que podrian contener o no 4
(a3B2a5 y/o a3B2B4a5), y receptores a3p4*, sin o con a5 (a3p4 y/o a3p4a5) (Wang y
col., 1996). Caso de existir receptores a3p2B4a5 en las SW480, explicarian la
presencia de cuatro de los nAChR-mRNA observados en estas células. Eso no
excluye que haya otros receptores de composicion mas sencilla, como los receptores
a3B4, que son tipicos del sistema nervioso autonomo (Gahring y Rogers, 2006),
aunque probablemente se expresan en otros tejidos, como el tejido linfoide (Gotti y
Clementi, 2004).

Otro posible receptor es el homopentdmero a7, que junto con a4B2 es el tipo de
NAChR mas abundante en cerebro (Gotti y col., 2006), y cuyo mRNA no es escaso en
SW480. Apoyando esta posibilidad, otros autores han descrito la presencia de

receptores a7 funcionales en Caco-2 y otras lineas de cancer de colon (Cucina y col.,
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2012; Dinicola y col., 2013), pero conviene sefialar que la atribucién a a7 se basa en
los efectos de a—bungarotoxina, una toxina que es antagonista del receptor a7 pero
también del receptor de tipo muscular y del a9 (Zouridakis y col., 2009). Ademas, se
ha visto la presencia del receptor a7 en la linea celular de colon HT-29 por
inmunocitoquimica (Pettersson y col., 2009a) y por RT-PCR (Summers y col., 2003;
Wong y col., 2007a), asi como por inmunohistoquimica en células epiteliales de colon

en biopsias humanas (Novotny y col., 2011).

Por otra parte, en SW480 detectamos el mRNA para el receptor muscarinico M3,
presente en Caco-2, pero a un nivel mucho menor. Este mAChR ejerce un notable
papel regulador en las células epiteliales de colon (von Rosenvinge y Raufman, 2011)
y se expresa fuertemente en la linea de colon H508 (Cheng y col., 2003), por lo que es
probable su presencia en SW480. Su presencia en Caco-2 la hemos demostrado por
Western blotting (apdo. 111.12).

16.3. Efecto del carbacol sobre los AChR-mRNA de SW 480

Tras analizar qué tipo de receptores se expresaban en SW480, se investigo si el
carbacol afectaba a su expresion. Como muestra la Figura 111.41, el carbacol causa
una ligera disminucién en el nimero de copias de los mMRNA para las subunidades a3
(-14%), B1 (-23%), B2 (-37%) y B4 (-25%). La expresion del resto de subunidades no
cambia de forma destacada por el agonista. Los cambios observados bien pueden
reflejar mecanismos regulatorios de los nAChR frente a la sobreexposicién prolongada

a un agonista.

17. DISCUSION GENERAL

Tras describir los distintos experimentos realizados, a continuacién se va a discutir

la informacion aportada, y algunos futuros experimentos que se plantean.

17.1. AChE de las células Caco-2

A lo largo de esta memoria hemos mostrado que las células Caco-2 tienen actividad
AChE. Durante los primeros ~6 dias en cultivo la actividad AChE es muy baja, pero va

subiendo mucho segun se prolonga el tiempo en cultivo (Fig. I11.3.A), no ya por el
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Figura 111.41. Diferencias en la expresion de los m  ensajeros de AChR tras el tratamiento

con carbacol de las células SW480. Las células se incubaron con carbacol 1 mM, durante
8,5 h. En la figura se muestra el nUmero de copias de los principales AChR-mRNAs expresados
en SW480, respecto al nimero de copias de GAPDH-mRNA. (*:p<0,05 y **: p<0,01

comparando con el control).

aumento en el niamero de células sino por el paulatino aumento de la actividad AChE

por célula (Fig. l11.3.C).

Los andlisis de sedimentacion en gradientes de sacarosa (Fig. 111.12) revelaron que
la AChE de las Caco-2 se compone exclusivamente de formas ligeras, con
coeficientes de sedimentacion de 3,5S y 5,0S en gradientes con Triton X-100, y de
2,55 y 4,0S en gradientes con Brij 96. El cambio de coeficiente en funcion del
detergente revela que son moléculas de AChE anfifilicas, G, y G,”, estando ambas en
proporcion similar. Sabiamos que estas formas ligeras anfifilicas de AChE suponen la
mayoria de la actividad AChE en muestras de colon humano sano, y mas adn en
muestras cancerosas (Montenegro y col., 2006), siendo probablemente las Unicas
formas de AChE de origen epitelial. Con todo probabilidad, la AChE de las células
Caco-2 tiene glicosilfosfatidilinositol (GPI) como anclaje a la membrana, y por tanto
esta constituida por subunidades de tipo H, considerando su caracter anfifilico y el
hecho de que las formas homélogas G," y G," de colon cambian su coeficiente de

sedimentacion por el tratamiento con PI-PLC (Montenegro y col., 2006).
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Los ensayos de RT-PCR mostraron que las células Caco-2 expresan las tres
variantes 3' de mensajeros de AChE: H, T y R (Fig. 111.10). En principio, a nivel de
transcripcion, las Caco-2 serian capaces de producir los tres tipos de subunidades. No
obstante, la variante 3' mas abundante es la AChE-H, lo que concuerda con el hecho
de que las formas de AChE en Caco-2 sean moléculas ligeras con GPIl. Hemos visto
gue también en las células SW480 se expresan las variantes H, T y R de
AChE-mRNA, y es la AChE-H la variante 3' mas abundante (Fig.lll.37). Y lo mismo

ocurre en muestras de colon humano (Montenegro y col., 2006).

En cuanto a las variantes 5 de AChE-mRNA, tanto en las células Caco-2
(Fig. 111.10) como en las SW480 (Fig. Il1.37) predominaron los mensajeros clasicos,
con el exdn Elc, pero también se expresan mensajeros con el exén Ele. El exén Ele
contiene un sitio de inicio de la traduccion AUG que conserva el marco de lectura del
AUG clasico del exdn 2, por lo que los mRNA con Ele codifican subunidades
N-extendidas de AChE, con aminoacidos adicionales que incluyen los 66 codificados
por el Ele y los 31 del péptido sefial conservado (Meshorer y col., 2004; Meshorer y
Soreq, 2006). Ello abre la posibilidad de que Caco-2 y SW480 generen subunidades
N-extendidas de AChE, en las que la N-extension constituya el anclaje a la membrana
(Meshorer y col.,, 2004; Montenegro y col.,, 2017). Sera interesante investigar la
presencia de estas subunidades a nivel de proteina, mediante Western blotting con
anticuerpos contra la N-extension de AChE humana, de un modo analogo al empleado
para detectar AChE N-extendida en balsas lipidicas (rafts) de higado de ratdn
(Montenegro y col.,, 2017), o por inmunoprecipitacion. Aunque la mayor masa
molecular de la subunidad N-extendida -con 97 aminoacidos adicionales, unos
10 KDa- podria permitir distinguirla de la subunidad clasica en un Western blot, puede
que fuera dificil su identificacion a causa de las diferencias de tamafio entre las
subunidades de AChE debidas a la glicosilacion. Ademas, habra que tener en cuenta
el elevado pl de la extension (11,8) (Meshorer y col., 2004), que puede provocar un

mayor Pm aparente en una electroforesis con SDS, como ocurre con las histonas.

Por Western blotting con dos anticuerpos contra AChE (31329 y N-19) hemos
detectado una banda principal de AChE de 66 KDa, junto con otras de 57-52 KDa, que
pueden corresponder al fragmento de AChE de 55 KDa descrito por otros autores (Xie
y col., 2011).
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17.2. Sobrerregulacion de AChE por carbacol o BW

El tratamiento de las células Caco-2 con el agonista colinérgico carbamilcolina
(carbacol) o con el inhibidor reversible especifico de AChE BW284c51 (BW) durante
uno o varios dias aumenté mucho la actividad AChE de las células (Figs. 111.3 y III.1).

A este fendmeno lo llamamos sobrerregulacion de AChE.

El carbacol es un agonista colinérgico, mixto muscarinico y nicotinico, por lo que su
efecto sobrerregulador sugeria la participacion de los receptores de acetilcolina en la
regulacién de la AChE de las células Caco-2. El carbacol, al unirse a receptores
muscarinicos y/o nicotinicos, desencadenaria directamente su efecto. Pensamos que
el BW, en cambio, actia sobre los AChR de un modo indirecto. Se sabe que las
células Caco-2 y otras lineas celulares de colon sintetizan y liberan al medio ACh
(Cheng y col., 2008), como ocurre con células de cancer de pulmén (Song y col.,
2008) e higado (Zhao y col., 2011) y otras células no neuronales (apdo. Ill.1). Para
detectar la liberacion de ACh por las células de colon se necesitd usar eserina para
inhibir la AChE celular (Cheng y col., 2008). De modo que en condiciones normales la
ACh liberada por las Caco-2 sera hidrolizada por la AChE, de tal forma que su
concentracion en el medio de cultivo se mantendrd muy baja. En cambio, en las
células expuestas a BW la ACh liberada se ird acumulando en el medio de cultivo al no
ser hidrolizada por la enzima. Sera esta ACh la que, al unirse a los AChR
muscarinicos y/o nicotinicos, ponga en marcha el mecanismo sobrerregulador de
AChE. Segun esta hipétesis, el efecto del BW reflejara el efecto de los agonistas
colinérgicos sobre la actividad AChE, lo mismo que en el caso del carbacol. De hecho,
el efecto conjunto de carbacol y BW fue el mismo que el de carbacol solo (Fig. 111.2), lo
gue apoya que ambos agentes actuan por un mecanismo comun. Ademas, hemos
comprobado que la adicion de ACh al medio de cultivo (tanto en presencia como en
ausencia de BW) produce un aumento muy notable (y concentracion-dependiente) de
la actividad AChE (Fig. 111.19). Ello confirma que la preservacion de la ACh producida
por las propias células al inhibir la AChE por el BW pueda ser la base del efecto
sobrerregulador del BW, a la vez que confirma que los receptores de acetilcolina estan

implicados en la regulacion de la AChE de las células de colon.

En efecto, tiene sentido fisiolégico que en vivo una exposicion continuada a la
acetilcolina, con su consiguiente accion sobre los AChR, desencadene un proceso que
conduzca a aumentar los niveles de AChE, para que se acelere la hidrdlisis de la ACh
con el fin de restablecer un estado normal de activacion colinérgica. El carbacol, un

analogo de la ACh, desencadenaria ese mismo proceso in vitro. Considerando las
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consecuencias de la activacion de los receptores nicotinicos y muscarinicos del colon
sobre la proliferaciéon, apoptosis y otros procesos (Cucina y col., 2012; Pettersson y
col., 2009a; Raufman y col., 2008; Belo y col., 2011; Novotny y col., 2011), queda clara
la importancia del mantenimiento del nivel de ACh dentro de unos limites para una
adecuada activacion colinérgica pero evitando los efectos indeseables de la
sobreactivacion. A lo largo de esta memoria hemos investigado este mecanismo

regulador de AChE por agonistas colinérgicos.

No obstante, aunque el BW probablemente actta elevando el nivel de ACh en el
medio, cabe pensar como alternativa en una union directa del BW a los receptores
nicotinicos. En este sentido, es bien conocida la unién de ciertos inhibidores de AChE,
como fisostigmina (eserina) y galantamina, a los nAChR (Albuquerque y col., 2009;
Arias, 2000). Estos agentes pueden actuar como ligandos potenciadores alostéricos
(APL) nicotinicos, es decir, facilitando la activacion de los nAChR por el agonista
enddgeno, pero también directamente como agonistas, provocando la apertura del
canal, por lo que se les dio el nombre de agonistas no competitivos (NCA). La
activacion de los nAChR por galantamina o fisostigmina no es sensible al bloqueo por
antagonistas competitivos de los nAChR (como metillicaconitina, mecamilamina, o
bungarotoxina), y se detecta aunque los receptores estén desensibilizados por una
alta concentracion de agonista. Esta accion como NCA se debe a su unién a un sitio
cercano al sitio de union de ACh a las subunidades alfa, pero distinto de él.
Piridostigmina, neostigmina y edrofonio son otros inhibidores de AChE que pueden
activar los nAChR. Los ALP nicotinicos tienen un nitrdgeno que es catiénico a pH
fisiologico (Albuquerque y col.,, 2009). Estos datos nos hicieron pensar que el
BW pudiera unirse al nAChR. Efectivamente, se ha descrito recientemente
la interaccion del BW con el nAChR muscular expresado en células de
meduloblastoma/rabdomiosarcoma (Sepsova y col., 2014). No obstante, el BW se
comportaba como antagonista, disminuyendo la amplitud de la respuesta a ACh en
ensayos de patch-clamp, con una ICs, para NAChR muy superior a la que se obtuvo
para AChE (5,6 uM y 30 nM, respectivamente). Aunque el resultado de este estudio
apoya la posibilidad de que el efecto sobrerregulador de AChE del BW se deba a su
union directa a los nAChR, esta accién directa se deberia a provocar una menor
apertura del canal, una accién similar a la de la desensibilizacion por exposicion

prolongada a un agonista.
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17.2.1. Estudio farmacoldgico de los AChRs implicad 0s en la sobrerrequlacion
de AChE

Un primer paso para aclarar el mecanismo de regulacion de AChE por agonistas
colinérgicos es identificar los AChRs gue inician el proceso. Abordamos este aspecto
probando distintos agonistas y antagonistas de los receptores, y determinando la
expresion a nivel de mensajero de una serie de receptores muscarinicos y de

subunidades de receptores nicotinicos.

Los tratamientos con el agonista muscarinico oxotremorina M aumentaron la
actividad AChE tanto de las células Caco-2 (Fig. I11.20) como de las SW480
(Fig. 111.35) de un modo dependiente de la concentracion, aunque el efecto fue menor
que el del carbacol. Ademas, el antagonista muscarinico atropina redujo el efecto
sobrerregulador del BW (Fig. 111.23), del carbacol (Fig. 111.25) y de la OxoM (Fig. 111.36).
Estos datos demuestran la participacion de los receptores muscarinicos en la
sobrerregulacién, siendo el mMAChR M3 el candidato mas probable, dada su expresion
en ambas lineas (Figs. 111.28 y 39) y la importancia fisiolégica de M3 en células de
colon (Cheng y col.,, 2008; Nathanson, 2008). Se podra confirmar si el mAChR
implicado es M3 si se dispone de agentes especificos de subtipo, como los
antagonistas pirenzepina (M1), metoctramina (M2), 4-DAMP (M3), tropicamida (M4) y
ML381 (M5) (Cheng y col., 2008; Yang y col., 2014; Gentry y col., 2014), o mediante
SiRNA contra M3-mRNA.

La nicotina es un agonista general de los NnAChR, mientras que la colina es agonista
especialmente de los nAChR a7. Tanto la nicotina como la colina aumentaron la
actividad AChE de las células Caco-2 (Figs. I1l.21 y 22), lo cual demostré que los
receptores nicotinicos también intervienen en la regulacion de los niveles de AChE.
Pensamos que entre los subtipos implicados figuran los receptores homoméricos
NAChR a7, dado el efecto de colina y el hecho de que la subunidad a7 se exprese en
Caco-2 y mas aun en las SW480. Pero probablemente otros subtipos de nAChR

también participan en la sobrerregulacién de AChE (citados en apdo. 111.17.2.2).

Los antagonistas nicotinicos empleados no fueron capaces de bloquear el efecto
sobrerregulador de carbacol o BW (Figs. Ill.25 y 26). Por una parte, considerando el
largo periodo de tratamiento pensamos que la competencia con el agonista, unida a
los equilibrios de asociacion-disociacion, pueden permitir que el agonista se una al
receptor y lo active, a pesar de la presencia del antagonista. Ademas, la extremada
variaciéon de afinidad por antagonistas que los distintos nAChRs presentan hace

probable que algunos subtipos escapen al efecto del antagonista. A esto hay que
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afadir la desensibilizaciéon del nAChR que ocurrird durante estos tratamientos
prolongados, que puede complicar la situacion; mas adn considerando la diferente
propensién a la desensibilizacién de los distintos subtipos de nAChR (Gahring y

Rogers, 2006; Albuguerque y col., 2009).

17.2.2. Dotacion de receptores de ACh en las célula s Caco-2 y SW480

Para intentar conocer los posibles receptores candidatos a intervenir en la
sobrerregulacién de AChE, estudiamos la expresion de las distintas subunidades de
NAChRs, asi como de los mAChRs M1-M3, en las células Caco-2 y SW480 mediante
RT-PCR (apdos. 111.10.1 y 16.1). El abordaje por RT-PCR nos facilitaba el estudio sin

necesidad de adquirir anticuerpos contra las 16 proteinas investigadas.

El contenido de los diversos mRNA se resume en la Tabla Ill.1 (apdo. 111.16.1).
Vemos que la subunidad al se expresa de modo apreciable (20-50 copias) en ambos
tipos celulares, mientras que la subunidad 1 se detecta en niveles muy bajos en las
Caco-2, pero es muy abundante (>2.000 copias) en las células SW480. Por ello,
pensamos que ambas células pueden formar receptores de tipo muscular.
Recordemos que las cuatro subunidades del NAChR muscular se expresan también en
células no musculares, como células de mama, epitelio aéreo y melanocitos (Kalantari-
Dehaghi y col., 2015; Wessler y Kirkpatrick, 2008; Carlisle y col., 2004). En el futuro

exploraremos la expresion de las subunidades 6, € y .

El mRNA para la subunidad a7 se expresa en células Caco-2 y a mayor nivel en las
SW480, lo que, unido al efecto sobrerregulador de colina en las células Caco-2
(Fig. lll.22), sugiere fuertemente la presencia de receptores homoméricos a7 en estas
células. No obstante, conviene recordar que la colina es agonista de los nAChR a7

pero también de los a3pB432 (Albuguerque y col., 2009).

Es mucho mas dificil proponer tipos de receptor para las otras subunidades de
NAChR expresadas en Caco-2 y SW480 (Tabla Ill.1). Los mRNA para la subunidad a5
son los mas abundantes en Caco-2, y su cantidad es aun mayor en las SW480
(700-2000 copias). No obstante, las subunidades a5 carecen de sitios de unién a ACh,
de modo que el receptor debe tener otros tipos de subunidades a y B. Las
subunidades a3, 2 y B4 se expresan con baja abundancia en las Caco-2, pero en
cantidad apreciable (>200 copias) en las SW480. Por su parte, las subunidades a4 se

expresan a bajo nivel en las dos lineas.

Los mRNA para a3 y B4 son abundantes en el sistema nervioso autbnomo,

mientras que los mensajeros para o4 y 32 destacan en el SNC (Albuquerque y col.,
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2009). Varios receptores pueden formarse con estas subunidades. Por ejemplo, tanto
04B2a5 como a4f32 se presentan en corteza cerebral, hipocampo y cuerpo estriado,
a3B4 aparece en hipocampo y glandula pineal (Gotti y col., 2006), y receptores a334,
a3B4a5 y a3p4B2 existen en ganglio cervical superior (David y col., 2010). Hay
receptores a3pB2B4a5 en ganglio ciliar de pollo (Conroy y Berg, 1995). La presencia de
receptores a3p4a5 y a4f2a5 en las células Caco-2 y SW480, a los que se podrian unir
los a3B2B4a5, explicaria la expresion de todos estos mensajeros, y la abundancia de
a5-mRNA.

En cuanto a los receptores muscarinicos, el M3-mRNA se expresa en Caco-2 y mas
intensamente (280 copias) en SW480. Solo en las SW480 se detecta el M1-mRNA.
Los receptores M3 juegan un importante papel en el control de la proliferacion de las
células de colon (Yang y Frucht, 2000; Cheng y col., 2003; Raufman y col., 2008),
aunque su expresion depende de la linea celular (Frucht y col., 1999; Belo y col.,
2011). La interaccion de carbacol con los receptores M3 eleva el calcio citosélico en
células de colon H508 (Frucht y col., 1999). Pensamos que estos receptores M3
producen el aumento de AChE en células Caco-2 y SW480 tratadas con

oxotremorina M (Figs. 111.20 y 35), y contribuyen al efecto del carbacol.

En nuestro estudio, sélo la presencia de receptores de tipo M3 ha sido confirmada a
nivel de proteina en las células Caco-2 (Fig. I11.29). La produccién de otros tipos de
receptores, al menos de aquéllos cuyo mRNA es mas abundante en las células
empleadas, debe ser objeto de futuros estudios, pero eso requerir4 disponer de los

anticuerpos adecuados.

17.2.3. Traduccion de AChE vy sobrerrequlacion pora  gonistas

Una cuestion importante es el mecanismo que lleva desde la interaccién del
agonista con los AChR hasta el aumento de actividad AChE. Y a este respecto nos
preguntamos: ¢,qué etapa del proceso de produccién de AChE cataliticamente activa
se ve afectada por los agonistas? Entre otros procesos, los agonistas podrian
aumentar la tasa de transcripcion del mMRNA o de sintesis de la cadena polipeptidica, o
bien favorecer la adquisicion de la conformacion activa de la proteina (apdo. 111.2) (Zhu
y col., 2007a; Marrero y col., 2011; Rotundo, 1988).

La inhibicion de la traduccién con cicloheximida (CHX) impidi6é la mayor parte del
aumento de actividad AChE por el carbacol (Fig. Ill.4). Este resultado demostraba que
la sobrerregulacion de la AChE por agonistas requiere la sintesis de proteina. Con

mucha probabilidad, se necesita la sintesis de nueva proteina AChE, aunque otra
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explicacion para el bloqueo de la sobrerregulacién seria que la CHX impidiera la
sintesis de un factor proteico, como una chaperona, que actuara a nivel

postraduccional afectando a la cantidad de AChE activa (Ruiz y Rotundo, 2009).

Ensayos de Western blotting con anticuerpos contra AChE mostraron que el
tratamiento de las células con BW producia un aumento en la cantidad de AChE
(Fig. 111.5). Estos datos indican que los agonistas (como la ACh) actian aumentando la

sintesis de proteina AChE.

La sobrerregulaciéon de AChE podria deberse a una mayor expresion del gen
ACHE. Sin embargo, la cuantificacion relativa de los mRNA para AChE en células
control y tratadas con carbacol o BW (Fig. lll.11) revel6 sélo pequefias diferencias en
la cantidad del mensajero AChE-wh, que no se correspondian con el fuerte aumento
de la actividad por los agentes. Se podria pensar que si los agentes causaran una
mayor tasa de transcripcion, ésta se podria adelantar bastante en el tiempo al
aumento de actividad AChE. No obstante, cuando se cuantificaron los mRNA a
tiempos mas cortos de tratamiento (desde 2,5 horas; figuras no mostradas) tampoco

se vio una elevacion suficiente del contenido en AChE-mRNA.

¢ Como actian entonces los agentes para aumentar la sintesis de proteina AChE, si
no es acelerando la transcripcién? La falta de correspondencia entre la cantidad de
enzima y la cantidad de mRNA es una observacion habitual (Lu y col.,, 2013;
Djuranovic y col., 2011), y son posibles diversas causas. Por ejemplo, se conocen
proteinas que regulan la traduccion de AChE. Pumilio2 (PUM2) es una proteina
presente en la union neuromuscular y en neuronas, que pertenece a una familia de
proteinas de union a RNA, la familia PUF (Rotundo y col., 2008; Marrero y col., 2011).
Estas proteinas se unen a una secuencia octamérica, el elemento de respuesta a
Nanos (NRE), presente en la regién no traducida 3’ (3'UTR) de ciertos mRNAs, como
el de AChE. Pumilio2 se une al AChE-mRNA, su sobreexpresion en células
musculares reprime la traduccién de AChE, y su silenciamiento con siRNAs aumenta
la expresion de AChE (Rotundo y col., 2008; Marrero y col., 2011). Estos estudios
mostraron que PUM2 regula la traduccion de AChE en la union neuromuscular. Esa
inhibicion de la traduccion de AChE por PUM2 podria cesar tras una apropiada sefial
sinptica (Rotundo y col., 2008). De hecho, tanto AChE como PUM2 estan sometidas
a regulacion por el nervio motor, de modo que tras la desnervacién del musculo
aumenta el contenido de PUM2 (Marrero y col., 2011), y baja el de AChE. Cabe
pensar que en las células de colon opere un mecanismo similar, de modo que la union

de agonistas a los AChR reduzca los niveles de PUM2 (u otra proteina de esta
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familia), y asi se desreprima la traduccion de AChE. Seria interesante explorar la
presencia de PUM2 o PUML1 en las células Caco-2 o SW480.

Otra alternativa es que la traduccion de AChE esté inhibida por microRNAs
(miRNASs). Los miRNAs son RNA no codificantes, de unos 20 nucleétidos, que regulan
la expresidn génica uniéndose a la regién 3’ no traducida (3'UTR) de su gen diana, lo
que conduce a la inhibicién de la traduccion, seguida de la degradacién del mRNA
(Shao vy col., 2015; Djuranovic y col., 2011; 2012). Al parecer, los miRNA interfieren

con el paso de iniciacién de la traduccion (Djuranovic y col., 2012).

Se conocen varios miRNA reguladores de AChE, tales como miRNA-212 y
MiRNA-132 (Lu y col., 2013; Shaltiel y col., 2013; Shao y col., 2015; Hanin y Soreq,
2011; Nadorp y Soreq, 2014) (apdo. 1.4.4.). Por ejemplo, miRNA-212 reduce los
niveles de AChE en células de cancer de pulmon (Lu y col., 2013). Cuando se inhibe el
MiRNA-134 en células de retina, aumenta la expresion de mMiRNA-132, y éste
disminuye la expresién de AChE (Shao y col., 2015). En biopsias de intestino de raton
expuesto a estrés se han visto cambios en los niveles de miRNA-186 y de AChE-R,
que es una de sus posibles dianas (Nadorp y Soreq, 2014). Es posible que la
estimulacion colinérgica de las células de colon disminuya el nivel de algin miRNA
inhibidor de la traduccion de AChE, y eso conduzca al aumento de la actividad AChE

sin un cambio paralelo en la cantidad de mensajero.

17.2.4. Mecanismo intracelular de la sobrerrequlaci __6n de AChE por_agonistas
colinérgicos
¢, Qué ocurre en la célula desde la unién del agonista al AChR hasta los cambios en
la produccion de AChE?

Un gran numero de trabajos, especialmente de Zhang y colaboradores, han
establecido que la apoptosis suele llevar asociado un aumento de los niveles de AChE
(Zhang y col., 2002; Zhang y Greenberg, 2012). Desde el principio de nuestro estudio
sabiamos que carbacol y BW no causaban un aumento notable de la apoptosis, ya
que no afectaban a la viabilidad celular (Figs. I11.1.B y Il1.3.B). Pero ademas, pudimos
descartar que carbacol y BW causaran apoptosis en un nimero muy pequefio de
células, de modo que éstas expresaran muy alta actividad AChE y esas células en
apoptosis fueran responsables del aumento de actividad que observamos. Primero, los
ensayos de tincion con Hoechst (Fig. 111.15) demostraron que en las células tratadas
con carbacol aparecian frecuentes mitosis, y no se veian células con el nucleo

fragmentado como ocurria en las células expuestas a etoposido, un agente inductor de
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apoptosis. Ademas, la tincién histocitoquimica de Karnovsky (Fig. I11.17) confirmé que
el carbacol producia un aumento de actividad AChE generalizado, y no limitado a unas
pocas células. De modo que el aumento de AChE no se debe a la induccion de
apoptosis.

El calcio es un mensajero intracelular clave para la funcion de los receptores
nicotinicos y muscarinicos, y un importante regulador de la expresion de AChE
(apdos. 1.6.4, 1.4.4 y 111.13.1). Por ello investigamos el papel del calcio en la
sobrerregulacion de AChE. Vimos que la preincubaciéon con BAPTA-AM, un quelante
de calcio intracelular, redujo mucho el aumento de actividad AChE por el carbacol
(Fig. 11.31). Un efecto parecido de bloqueo tuvo la adicién de EGTA, un quelante
extracelular (Fig. 111.32). Esos resultados demostraron que la entrada de calcio
extracelular al citosol es necesaria para el efecto sobrerregulador del carbacol. A ese

calcio extracelular se le podria unir el calcio liberado desde el reticulo endoplasmico.

Hemos visto que agonistas de receptores nicotinicos y muscarinicos provocan
sobrerregulacién de AChE. Del mismo modo, tanto nAChR como mAChR producen un
aumento del calcio citosolico (apdo. 1.6.4 y 111.13.1). Los nAChR al activarse dejan
pasar directamente calcio y sodio. El aumento del calcio citosélico puede llevar a la
liberacion de calcio inducida por calcio (CICR) desde los depdésitos intracelulares del
reticulo endoplasmico. Los mAChR de subtipos M1, M3 y M5 activan la fosfolipasa C,
gue genera IPs, el cual se une a sus receptores del RE desencadenando la liberacion
de calcio. El vaciado de los depdsitos de calcio del reticulo conduce a la entrada de
mas calcio extracelular, a través de los canales CRAC. Se ha descrito que en células
HT-29/B6 de colon el carbacol provoca la salida de calcio desde el reticulo por los
receptores de IP; y la entrada de calcio extracelular a través de los canales CRAC
(Onoderay col., 2013). En Caco-2 y en SW480 hemos detectado los mRNA para M3 y
para a7 (Figs. .27 y 111.39), el receptor a7 es un un nAChR homomérico
especialmente permeable al calcio y para el que colina es agonista (Fig. 111.22), pero
cualquier nAChR permite la entrada de calcio. Nuestros resultados con BAPTA-AM y
EGTA han revelado que el aumento del calcio citosdlico es un paso en la ruta que
lleva desde los AChR al aumento de AChE.

Para definir el flujo de calcio en nuestras células, podria probarse si los agentes
bloqueantes de los receptores de IP; (como 2-APB) o los de rianodina (rojo de rutenio)
impiden la sobrerregulacion de AChE. También se podria estudiar si inhibidores de la

Ca**-ATPasa del reticulo como tapsigargina o acido ciclopiazénico producen aumentos
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de AChE sin necesidad de agonistas, al facilitar la liberacion del calcio desde el

reticulo (Onodera y col., 2013).

Esta bien establecido el papel regulador del calcio sobre la expresion de AChE en
células musculares y nerviosas (Luo y col., 1994; 1999; Choi y col., 2003; Cohen y
col., 2004; Sberna y col., 1997) (apdo. 1.4.4.1). También se ha demostrado este papel
en otros tipos de células, como células HelLa (Zhu y col., 2007a; 2007b; Gao y col.,
2009). En esta regulacion participan diversos factores que se unen al promotor de
AChE, como Elk-1, CBF, Smad3 y NFAT, y otras proteinas como la proteasa calpaina
y la fosfatasa calcineurina. Estos factores pueden ser objeto de estudio en posteriores
trabajos, por ejemplo, probando si inhibidores de calpaina (calpeptina) o de
calcineurina (FK506 y ciclosporina A) son capaces de suprimir o atenuar el efecto del
carbacol (Zhu y col., 2007b).

Ademas del calcio, cabe pensar en diversos componentes de cascadas de
sefalizacidbn como candidatos potenciales a participar en la regulacion de AChE por
los AChR. Por ejemplo, los nAChR activan cascadas de proteina quinasas activadas
por mitbgeno (MAPK) como Ras/Raf/MEK/ERK, asi como la cascada PI3K/Akt, que
conducen a la activacion de factores de transcripcion como NF-kB y AP1 (c-Jun/c-Fos)
(Schaal y Chellappan, 2014; Improgo y col.,, 2011; Schuller, 2009). A su vez, la
cascada de las MAP quinasas y la cascada PI3K/Akt aumentan la expresion de AChE
en ciertos modelos celulares (Xie y col., 2009b; Liu y col., 2016). El promotor de AChE
tiene sitios de union para NF-kB (Fig. 1.5), y AP-1, y tanto c-Jun como JNK (quinasa
N-terminal de c-Jun, una MAPK) son necesarias para la induccion de AChE durante la
apoptosis de células de colon SW620 (Deng y col.,, 2006; Zhang y col., 2008).
Actuando experimentalmente sobre elementos de estas cascadas, por ejemplo con

inhibidores, esperamos ir descubriendo mas pasos del mecanismo regulador de AChE.

Los resultados recogidos en esta memoria han revelado que en células de colon
opera un mecanismo de regulacién de los niveles de AChE mediado por los receptores
de acetilcolina. M&s estudios seran necesarios para caracterizar los distintos
componentes y etapas del mecanismo, desde los receptores concretos implicados
hasta el modo en que se modifica la sintesis de AChE, pasando por la cascada de
sefializacién intracelular que conduce de un momento al otro. Ademas, interesa

conocer si un mecanismo similar actdia en otros tipos celulares.
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CONCLUSIONES

1. Tanto el inhibidor de acetilcolinesterasa BW284c51, como el agonista
colinérgico carbamilcolina (carbacol), producen un gran aumento de la
actividad AChE en las células Caco-2 tras un dia de exposicion, que se
mantiene durante varios dias. Es probable que el efecto del BW se deba al
aumento de los niveles de acetilcolina por la inhibicion de la AChE. Ademas,
la acetilcolina muestra un efecto sobrerregulador de AChE comparable al del
carbacol. Estos datos revelan la existencia de un mecanismo regulador de la
actividad AChE de las células de colon, que se pone en marcha en
respuesta a una exposicion prolongada de los receptores de acetilcolina a

agonistas.

2. El bloqueo de la sobrerregulacién de AChE por un inhibidor de la traduccion,
cicloheximida, sugiere que la sobrerregulacion requiere la sintesis de nueva
proteina AChE.

3. Los resultados de Western blot indican que la cantidad de proteina AChE
aumenta en células Caco-2 tratadas con BW, lo que confirma que la

sobrerregulacion de AChE por BW conlleva la sintesis de nueva enzima.

4. En las células Caco-2, la variante 3' de mensajero de AChE mas abundante
es la de tipo H, la que genera formas con glicosilfosfatidilinositol. Ademas de
variantes 5’ con el exén Elc, se expresan mensajeros con Ele, los que
codifican AChE N-extendida. Los cambios que producen carbacol y BW en
la expresion del gen ACHE no explican el aumento observado en la
actividad AChE.

5. Los andlisis de sedimentacion en gradientes de sacarosa revelan que las
células Caco-2 so6lo contienen formas ligeras anfifilicas de AChE, G y G,
muy probablemente moléculas con GPI. Los tratamientos con carbacol o

con BW no modificaron el patron de formas moleculares.

6. La tincién con Hoechst muestra que el carbacol no induce apoptosis en las
células Caco-2. Ademas, el tefiido histocitoquimico indica que el aumento de
actividad AChE por carbacol se produce de forma similar en todas las
células tratadas. Esto descarta que la sobrerregulacion de AChE por el

carbacol se deba a la induccién de apoptosis.
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7.

10.
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Los estudios con agonistas indican que la activacion tanto de los mAChRs
(con oxotremorina M) como de los nAChRs (con nicotina o colina) produce
un aumento de la actividad AChE. Esto sugiere que el carbacol ejerce su
accion sobrerreguladora de AChE en Caco-2 actuando sobre ambos tipos
de receptores. El efecto de la colina apoya la participacion de los receptores

nicotinicos a7.

Los tratamientos con quelantes de calcio demuestran un papel del calcio
intracelular en el mecanismo de accion del carbacol sobre los niveles de
actividad AChE.

Los agonistas colinérgicos provocan un aumento de actividad AChE también
en la linea de adenocarcinoma colorrectal SW480, aunque de menor
intensidad que en las células Caco-2. Esto apoya la idea de que el
mecanismo regulador de AChE sea general en las células de colon. La
expresion de los mRNA de AChE fue menor en SW480 que en Caco-2,

aunque el patrén de las distintas variantes 3’ y 5’ fue semejante.

Los ensayos por RT-PCR indican que las células Caco-2 expresan gran
cantidad del mensajero para a5, menor de al y B4, y baja de M3, a7, Bl, y
otras subunidades nicotinicas. Las células SW480 expresan niveles altos de
a5 y B1, moderados de al, a3, a7, B2, B4 y M3, y bajos de otras
subunidades. Estos datos, junto con los obtenidos con agonistas, nos llevan
a proponer que ambas lineas producen receptores muscarinicos M3 y
receptores nicotinicos de los tipos homomérico a7 y muscular, junto a
posibles heteromeros a3B4a5, a3p2B4a5 y a4p2a5.
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