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RESUMEN



A p a r t i r  de gran va rled a d  de membranes b lo lë g fc a s  es p o s ib le  e x tra e r  con 

m ezclas de c lo ro fo rm o -m e ta n o l une determ inada c la s e  de p ro te fn a s  deCnomInadas p ro ­

te c t  T p idos . Cada vez va stendo mas é v id e n te  la  im portanc la  de es tas  p ro te fn a s  en 

e l m an ten im len to  de la  e s tru c tu ra  de la s  membranes a s f  como en la  fu n c lo n a lId a d  de 

la s  m ismas. SIn embargo, muchas de la s  fu n c lo n e s  de lo s  p ro te o lfp id o s  es tan  afin 

por d e s c u b r irs e , deb ido  en g ran  p a rte  a su g ran  h id ro fo b ic id a d  y concom itantem ente 

a la s  fu e r te s  In te ra c c lo n e s  que m antlenen con lo s  t fp ld o s  de la  membrane. E sto  d l -  

f l c u l t a  grandemente su p o s te r io r  e s tu d io ,  ya sea en medios acuosos o  en medios o r -  

g f in lc o s .

En e l p ré sen te  t ra b a jo  se ha e s tu d iad o  esenc la lm ente  la  p o s ib le  fu n c lf in  

en la s  membranas de dos p ro te o lfp id o s :  e l p ro te o lfp ld o  de la  m ie lIn a  y e l p r in c ip a l 

componente p ro te o lIp fd ic o  de la  e le c tro p la c a  d e l pez e l f ic t r i c o  Torpedo m arm orata. 

Para e l l o  ha habido que d é s a r ro i la r  una m etodo log fa  comfin de e s tu d io  deb ido  a la s  

s im lla r ld a d e s  qufm tcas aunque no fu n c lo n a le s  de ambos p ro te o lfp id o s ,  sobre todo 

en lo  que se r e f le r e  a un m itodo  de fra c c lo n a m ie n to  de p ro te fn a s  h ld r f ifo b a s , por 

medio d e l uso de la  DEAE-celulosa en medio o rg f in ic o .

El p ro ce d im le n to  de p u r i f ic a c lë n  d e l p ro te o lfp ld o  de m ie lIn a ,  c o n s is ­

ta n te  en la  a d so rc ië n -d e sa d so rc lë n  p o r e l cambiador lë n ic o  de un e x t ra c to  o rg f in l-  

co t o t a l  de m ie lIn a ,  p e rm it lë  la  o b te n c lë n  de una s o la  banda po r e le c t r o fo r e s is  

en S D S -p o lla c rIla m ld a  (20-23 KD alton) y  un am ino fic ido  N -te rm Ina l (a la n in a )  para 

e l m a te r ia l p u r l f ic a d o .  Es Im portante  se fia la r que la  p ro te fn a  bës ica  de la  m ie l Ina , 

p r in c ip a l  con tam inan te  de la s  p repa rac lones  de p ro te o lfp ld o  y  muy d i f f c l l  de é l i ­

m iner to ta lm e n te  de tas  mismas, e ra  re te n id a  po r e l cam biador. En suma, con esta 

mëtodo, mas c o r to  y menos com pllcado que o tro s  d e s c r ito s  a n te r lo rm e n te , se o b tu -  

vo  e l p ro te o lfp ld o  de m ie lIn a  aparentem ente homogëneo. Los mapas p e p tfd ic o s  del 

mtsmo sugerfan  la  e x is te n c la  de zonas no a c c e s ib le s  a lo s  enzimas p r o te o l f t ic o s ,  

de b id o  q u iz is  a la  ag re g a c lë n  d e l p ro te o lfp ld o ,  p re fe ren tem en te  po r In te ra c c lë n



e n tre  zonas h id rë fo b a s . la  In c o rp o ra c lë n  d e l p ro te o lfp ld o  a v e s fc u la s  formadas con 

f o s f a t l d l l c o l in a  no In d u jo  camblos a p re c la b le s  en la s  prop ledades de ta s  m ismas. Da­

do que la  pe rm eab iIIdad  a lones y a g lucosa  se mantuvo In a lte ra d a , lo  que no o c u rre  

con o t ra s  p ro te fn a s  de s im lla re s  c a ra c te r fs t ic a s ,  cabe pensar que pos ib lem en te  e l 

p ro te o lfp ld o  cumpla un papel e s ta b l l lz a n te  en la  m ie lIn a .  ExperImentos s im lla re s  

con lo s  p ro te o lfp id o s  de la  e le c tro p la c a  d e l Torpedo s u g ir le ro n  para e s to s  una fu n -  

c lë n  muy d is t in t a  en la  membrana. Por e l lo  se t r a të  de e s tu d ia r  e l papel de lo s  

m ismos, sobre  todo en su r e la c lë n  con e l re c e p to r  de a c e t I Ic o l In a .  A l mismo tiem po 

se de te rm ina ron  a lgunas de sus p rop ledades qu fm icas y  f f s ic a s ,  cosa que hasta e l 

momento no se habfa pod ido  l le v a r  a cabo.

la  c ro m a to g ra ffa  de un e x t ra c to  o rg â n ic o  to ta l  de la  e le c tro p la c a  d e l 

Torpedo r in d ië  t r è s  fra c c lo n e s  b ie n  d ife re n c la d a s  por su co n ten id o  de p ro te fn a , I I -  

p ld o  y azûcares re d u c to re s . En la  f ra c c lë n  I ( la  mas h id rë fo b a  por su compos le lë n  

de am inoëcidos y  c o n te n id o  I ip f d ic o )  se d e te c të  por e le c t ro fo r e s is  una së la  banda 

de 39 KD alton de peso m o le c u la r . En la s  o tra s  dos fra c c lo n e s , e lu fd a s  con un g ra ­

d ie n ts  d e l lën  h id ro fë b ic o  p - to lu e n s u lfo n a to ,  habfa un p o llp ë p t id o  de 42 KD alton y 

o t ro s  de mayor peso m o le c u la r . En e s ta s  cadenas p o lIp e p tfd ic a s  eran mas abundantes 

lo s  am inoëcidos p d la re s  y con c a rg a . la  c a ra c te r iz a c lë n  fu n c lo n a l de la s  f r a c c lo ­

nes se h tzo  es tud iando  p re fe ren tem en te  la  un tën  de llga n d o s  c o lin f ir g ic o s  a la s  

m ismas. Se comprobë que era  la  f ra c c lë n  I la  que un fa  e spec ffIcam en te  mas (^H )-a ce - 

t l l c o l l n a ,  con dos componentes de a l t a  y b a ja  a f in id a d .  El p o s ib le  re c e p to r  co n te ­

n id o  en e s ta  f ra c c lë n  p a re c fa  se r de t lp o  n ic o tfn ic o ,s e g O n  lo  In d ic a ro n  lo s  expe- 

rIm entos de b loquée de la  un iën  de ( ^ H ) -a c e t iIc o lIn a  con determ inados llga n d o s  

m usca rln lco s  y  n ic o t fn ic o s .  So lo  e l p o llp ë p t id o  de 39.000 D a lton  se marcë con e l 

llg a n d o  c o l ln ë rg ic o  co v a le n te  4’^ -m a le lm ld o ) fe n lI ( ^ H ) tr lm e t l la m o n lo ,  lo  que c o ln -  

c ld fa  con lo s  re s u lta d o s  o b ten id o s  para e l re c e p to r  de a c e t i I c o l In a  p u r lf ic a d o  en 

medios acuosos con d e te rg e n te s . Con todas e s tas  pruebas pudo a flrm a rs e  que e l p ro -
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te o lT p ld o  de la  f ra c c lë n  I co n te n fa  e l s i t i o  de un lën  de llg a n d o s  c o lIn ë rg lc o s .

Se c o n s ig u lë , por ta n to ,  a ls la r  e s te  p ro te o lfp ld o  re c e p to r  como una s o la  cadena 

p o lIp e p t fd ic a  por p rim era  ve z .

E l e s tu d io  d e l co n ten id o  de grupos s u l f h id r i l o  en lo s  p ro te o lfp id o s  

to ta le s  de la  e le c tro p la c a  re v e lë  que un t e r c lo  de lo s  mismos es ta  ban en forma 

re d u c id a , m ie n tra s  que e l re s to  formaba puentes d is u l f u r o .  E stos e ran  p re fe re n ­

temente In tra m o le c u la re s , a excepc iën  de una la o lë cu la  de IS .000 D a lto n  que f o r ­

ma ba un dfm ero de 30 .000 , pos ib lem en te  por medio de un puente  d is u l fu r o  e n tre  

cadenas Ig u a le s . Por ë lt im o ,  e l p o l lp ë p t id o  de 42.000 D a lto n  m ostrë  e l mas a l t o

c o n te n id o  de grupos -SH, s u g ir le n d o  su p o s ib le  Im p llc a c lë n  en fenëmenos de t ra n s ­

p o r te  o  t ra n s lo c a c lë n  de lo n e s .



4 i

INTRODUCCION
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Las membranas c e lu la re s  desempeflan numerosas e Im po rtan tes  fu n c lo n e s  en 

la  a rq u lte c tu ra  de lo s  seres v iv o s .  No s o lo  forman la  base e s t ru c tu r a l de l s ls -  

tema de com unicaclën de l organism e v iv o ,  estando Im p licadas  en fu n c lo n e s  ta le s  

como re c o n o c lm le n to , a d hes ion , ag regac lën  y fu s io n  c e lu la re s ,  s in o  que tamblën 

p a r t ic ip a n  en procesos afin mas fundam enta les para la  v Id a  sobre  la  s u p e r f ic ie  d e l 

p la n e ta : lo s  procesos b lo e n e rg e tlc o s . En e fe c to ,  la s  e s tru c tu ra s  tra n s d u c to ra s  

de e n e rg fa  e in fo rm a c lo n  e s ta n  en g ran  p a r te  compuestas po r blomembranas, y es 

sab ldo  que lo s  enzim as, re c e p to re s  y o t ra s  e n tld ad e s  m o le cu la re s  que e s tf in  Im p lI -  

cados en d ich o s  procesos se encuen tran  lo c a lIz a d o s  en la s  membranes,de la s  m lto -  

c o n d r la s , c lo ro p la s to s ,  c e lu la s  fo to r re c e p to ra s ,  e s tru c tu ra s  s in â p t ic a s ,  e tc .

Si en un p r in c ip le  se a t r ib u y ë  a la  membrana c l to p la s m S tIca e l s im p le  

papel de b a rre ra  a la  perm eabi1 id a d , p o s te r lo rm e n te , a l d e s c u b r irs e  su capacidad 

de c o n tro l sobre e l f l u j o  de m a te r ia le s  y ene rg fa  segun lo s  correspond le n te s  g ra -  

d le n te s  te rm od inëm icos, se lle g ô  a la  e v ld e n c ia  de que asumfa un papel mueho mas 

a c t iv o  en Vas fu n c lo ne s  c e lu la re s .

Problema c ru c ia l  en la  in v e s t ig a c ië n  de la  e s t ru c tu ra  de la s  membranas 

y de sus in te r re la c io n e s  f is io lô g ic a s  y b io q u fm ica s  es d é f in i r  la  o rg a n iz a c lë n  de 

sus m o lécu las  componentes: I f p id o s ,  p ro te fn a s  e h id ra to s  de ca rbono , un id o s  es­

to s  û lt lm o s  ta n to  a I fp id o s  como a p ro te fn a s . Los I fp id o s  c o n s t itu y e n  una b a rre ra  

c o n tra  la  l ib r e  en tra d a  y s a lld a  de m o lécu las de la  c é lu la ,  y a p o rta n  un f le x ib le  

y f lu id o  so p o rte  tr id im e n s io n a l en e l que la s  reacc lones  qu fm icas pueden p rodu - 

c l r s e  ( 1 ) .  Las p ro te fn a s ,  In te rc a la d a s  en la  b icapa  l lp f d ic a  o  sim plem ente In -  

te ra cc lo n a n d o  con d icha  b icapa  de forma m u l t ip le  y has ta  e l momento no muy b ien  

de te rm inada , in te rv ie n e n  en la s  reacc lones  qu fm icas y c o n tr ib u y e n  a m antener la  

e s ta b i l id a d  de toda la  e s tru c tu ra  ( 2 ) .  P o r ta n te , s o lo  un com ple to  conoc im ie n to  y 

una e x h a u s tiva  c a ra c te r iz a c iô n  qufm ica de la s  m o lécu las  p ré sen tes  en la s  membra­

nas p e rm it ir é  a c la ra r  e l mecanismo de las  reacc lones  e In te ra c c lo n e s  que se p ro -
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ducen e n tre  sus componentes, dando respuesta  a mwchos de lo s  fenëmenos que ocu- 

r re n  In tra  e In te rc e lu la rm e n te .

C u a lq u ie r e x p llc a c ië n  ra c io n a l de la  mayor fa  de lo s  procesos que p re -  

c ls a n  de s f t io s  e s p e c ff ic o s  y s e le c t iv o s  en la  membrana n e ce s ita  tene r en cucn- 

ta  la  p resenc ia  de sus p ro te fn a s  c o n s t itu y e n te s . Puesto que las func lo ne s  de las 

membranas son d iv e rs e s , lo  lô g ic o  es esperar que la  n a tu ra le za  y lo c a liz a c io n  de 

la s  m oléculas Im piIcadas en es tas  func lo ne s  deben ser también d iv e rs e s . T fp ic a -  

mente, una membrana c e lu la r  puede poseer mas de c l en p ro te fn a s  d is t in ta s  (3 ) .  Pa­

ra  comprender e l mécanisme de su a cc ië n  se n e c e s ita  mucha. in fo rm ée lën  sobre la  

e s tru c tu ra  de lo s  d ife re n te s  com ple jos p ro te ic o s .  Esto no ha s id o  p o s ib le  nada 

mas que en pocos casos, ya que muchos de e l lo s  estan c o n s t i tu ld o s  por p ro te fn a s  

in tr fn s e c a s  (4 ) ,  la s  cua les  t ie n e n  una gran tendencia  a a so c ia rse  con I fp id o s ,  

s iendo In s o lu b le s  en medios acuosos. Su a l t o  p o rc e n ta je  de am inoëcidos apo la re s  

induce a pensar que mantlenen fu e r te s  In te ra c c lo n e s  con la  re g io n  h id rë fo b a  de 

la  bicapa l lp f d ic a  (4 , 5 y para una re v is io n  ve r 6 ) .  Estas fue rzas  h id ro fë b ic a s , 

no muy co n s id e ra b le s  s i se la s  éva lua in d iv id u a lm e n te , adqu leren  una gran  impor­

ta n c la  en las  membranas, ya que en estas se producen en gran numéro (7 ,8 ) .

Gran p a rte  de es tas  p ro te fn a s  in tr fn s e c a s  ao n  p r o t e o l f p i d o s  c o n  

p r é c is a s  y  c la r a e  c a ra c te r fs t ic a s  de I ip o p ro te fn a s  de membrana, so lu b le s  en 

mezclas de c lo ro fo rm o-m etano l e in s o lu b le s  en agua. Aunque e l p ro te o lfp ld o  se 

encon trë  por p rim era  vez en la  su s ta nc ia  blanca de l ce reb ro  (D), luego se d e te c të  

la  p resencia  de m olécu las semejantes en o tro s  muchos te j id o s  (1 0 -1 8 ), sobre todo 

en las  e s tru c tu ra s  membranosas de lo s  mismos (1 9 -2 6 ). Hay que In d ic a r  que esta  se- 

mejanza se r e f le r e  cas ! exc lus ivam ente  a sus propledades de s o lu b i l id a d .  En e fe c ­

to ,  e l té rm ino  " p ro te o lfp ld o "  es o p e ra c io n a l, en cuanto  que se t r a ta  de p ro te fn a s  

s o lu b le s  en c lo ro fo rm o-m etano l que mantlenen in te ra c c lo n e s  con I fp id o s ,  ya sean 

cova len tes  (2 7 -2 9 ), de t ip o  lë n ic o  (30-32) o h id rô fo b o  (6 ) .  S in  embargo, las fun -
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c lo n e s  que pueden r e a l iz a r  en la  membrana c e lu la r  son muy v a r la d a s . P recisam ente 

e l p ropôsiC o de l p résen te  t ra b a jo  fu e  e l e s tu d io  de dos p ro te o lfp id o s  b ie n  d i f e -  

renc lados  por la  fu n c lô n  apa ren te  que re a llz a n :  e l p ro te o lfp ld o  de la  m ie lin a  

de l Sistem a N erv ioso  C e n tra l y e l p ro te o lfp ld o  re c e p to r  de a c e t i I c o l in a .  Para 

e l l o  hubo que d é s a r r o i la r  té c n ic a s  de p u r i f lc a c lô n  y de p o s te r lo re s  e s tu d io s  q u f -  

m icos que, dadas la s  s im lla re s  c a ra c te r fs t ic a s  f fs ic o -q u fm ic a s  de e s ta s  m olécu­

la s ,  fu e ro n  muy semejantes en ambos casos. S in  embargo, a pesar de e s ta s  s i m i l i ­

tu d es , se pudo comprobar que la  fu n c ië n  que re a llz a n  en la  membrana parece ser 

b a s tan te  d i fe re n te .

En e l campo de la  p u r i f ic a c lë n  de p ro te fn a s  la s  té c n ic a s  c ro m a to g rS fI-  

cas t ie n e n  gran a p lic a c ië n ,  s iendo  reconocidas com oprocedim ientos s im p les  y r S p l-  

dos, ta n to  a esca la  a n a l f t ic a  como p re p a ra t iv a .  R esu ltan  espec ia lm en te  adecuadas 

para la  sepa rac iën  de su s ta n c ia s  b io lë g ic a s  lé b i le s ,  ta ie s  como hormonas, enzimas 

y re c e p to re s . En cuanto  a lo s  p ro te o lfp id o s , lo s  p roce d Im le n to s  c ro m a to g rS fico s  

empleados hasta  ahora para f ra c e io n a r lo s  y p u r i f ic a r lo s  se co n c re ta n , en lo  que 

resp e c ta  a la  n a tu ra le z a  de lo s  d is o lv e n te s  em pleados,en dos t ip o s :  lo s  que 

u t i l i z a n  d is o lv e n te s  o rgS nIcos y lo s  que emplean so lu c lo n e s  acuosas, c a s i siem pre 

con d e te rg e n te . El uso de una u o t r a  opc iën  p a rte  de la  c o n tro v e rs ie s  ya c IS s Ic a , 

de la  p o s ib le  d e s n a tu ra liz a c lë n  deb lda a lo s  d is o lv e n te s  o rg â n ic o s . S in  embargo 

se ha demostrado que re ce p to re s  e x tra fd o s  oon m ezclas o rg â n ica s  m uestran a c t i v i -  

dad en experim entos de re c o n s t itu c iô n  con membranas a r t i f i c î a l e s  (3 3 ) . También en 

c ie r to s  casos no hay p é rd id a s  de a c t iv id a d  e n z im â tic a  o  e s ta s  son mfnimas (3 4 ,3 5 ) . 

Los d is o lv e n te s  o rg in ic o s  p e rm iten  m ejores re n d im le n to s , pues s o lu b l l lz a n  ca s i 

e xc lus ivam en te  p ro te o lfp id o s ,  m ie n tra s  que en medios acuosos con d e te rg e n te  la 

e x tra c c lë n  no es tan  s e le c t iv e  y e l ren d im ie n to  es menor. La v e n ta ja  de estos 

û lt lm o s  es que la  p ro te fn a  se encuen tra  en un medio que p e rm it ir é  p o s te r lo re s  

e s tu d io s  q u fm ic o -e s tru c tu ra le s ,  cosa p ré c tica m e n te  im p os ib le  de r e a l iz a r  por e l
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momento en medio o rg â n ic o , ya que en e s te  la  qufm ica de p ro te fn a s  apenas s i ha te -  

n id o  a igdn  d é s a r ro i lo .

Como so p o rte  o fa se  so l Ida  de la  c ro m a to g ra ffa  también se han u t i l i z a -  

do d iv e rs e s  p ro ce d im le n tos , predominando siem pre la  f i l t r a c i ô n  en ge les  d c x tra -  

nos (3 6 -4 0 ), aunque a l ser u t i l iz a d o s  con e lu y e n te s  o rg in ic o s  no es p o s ib le  des- 

c a r ta r  la  in te rv e n c io n  de o t ro s  t ip o s  de mecanismos en e l proceso de f ra c c io n a -  

m le n to , ta ie s  como a d s o rc iô n , in te ra c c lo n e s  de t ip o  e le c t r o s tâ t ic o  e tc .  Sin em­

bargo en e s te  caso se empleô un p ro ce d im ie n to  c ro m a to g ra fic o  to ta lm e n te  d 1st in to  

de lo s  mencionados a n te r lo rm e n te  : fra c c lo n a m ie n to  de in te rca m b lo  iô n ic o  por me4 

d io  de la  D EA E-ce lu losa. Se sabfa que lo s  I fp id o s  se separaban e luyendo con d is -  

t ln to s  sol ven tes o rgân ico s  segfln su carga (4 1 -4 3 ), y a s f mismo se habfan : separa- 

do p ro te fn a s  (3 8 ). Por ta n to  era  p o s ib le  suponer que, a l mismo que se se p a ra rfan  

determ inados i fp id o s  un idos de b ilm e n te  a l p ro te o lfp ld o ,  se c o n s e g u ir fa  p u r i f ic a r  

e s te  a l e lu i r  con un g ra d le n te  de c o n c e n tra tio n  de â c id o . En e l caso d e l p r o te o l f ­

p ldo  de m ie lin a  también se d é s a rro i 16 un método de a d so rc iô n -d esa d so rc iô n  de la 

p ro te fn a  a l cambiador lë n ic o  que, como mas a d e la n te  se d is c u t i r â ,  p ro p o rc io n ô  un 

mayor ren d im ie n to  que la  c rom atogra fTa  en colum na. Este mismo sistem a se probô 

también e luyendo con bu tano l-agua  (44) y su s titu y e n d o  e l g ra d ie n te  de â c id o  a c é t i -  

co por uno de h id rë x id o  amënico, con c o n c e n trâ t lones c re c ie n te s  d e l misnK3. De es­

ta  forma se c o n s ig u lë  un p ro ce d im ie n to  de p u r i f ic a t io n  d e l p ro te o lfp ld o  de m ie lin a  

re la tIv a m e n te  c o r to  y operaciona Im ente  s im p le , y con pocas etapas en todo su tra n s -  

c iirs o . Esto es in te re s a n te  de te n e r en cu e n ta , ya que la  mayorfa de lo s  p ro c c d i-  

m ientos diseAados hasta la  fecha t ie n e n  e l in co n ve n len te  de ser la rg o s  o co m p iica - 

dos (45) e in c lu s o  u t i l i z a r  d is o lv e n te s  que pueden a l t e r a r  las  c a ra c te r fs t ic a s  de 

la  p ro te fn a  (4 6 ). El p o lip é p t id o  p u r l f ic a d o ,  en a p a rie n c ia  homogéneo por e le c t r o ­

fo re s is  en ge les  de S D S -p o lia c r ila m ld a  y por su am inoâcido amino te rm in a l,  se in ­

co rporé  en liposomas de f o s f a t i d i I c o l in a  con e l f i n  de e s tu d ia r  sus in te ra c c lo n e s  

con I fp id o s  y su p o s ib le  papel fu n c lo n a l, con una razonab le  seguridad de que e l
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e fe c to  que se obse rve ra  a la  tno lécu la  en c u e s tiô n  y no a con tam inac lones , cosa 

que a veces sue le  suceder en e s te  t ip o  de experIm entos.«

A p a r t i r  de da tos  de d lf ra g c ië n  de rayos X (47) se ha v is t o  que ho

hay d ife re n c ia  e n tre  una b icapa de d im i r l s t o i i f o s f a t id i I c o l in a  y una d e l mismo

I fp id o  con ten lendo  e l p ro te o lfp ld o .  Esta observaclones su g le re n  que la  p ro te fn a ,

a pesar de e s ta r  inniersa en la  b icapa (48-51) no a fe c ta  a e s ta  grandem ente. A s f ,

aunque la  p ro te fn a  in te ra c c io n a  con lo s  I fp id o s  induciendo camblos en sus p ro -  

p iedades f f s ic a s  (47 , 52-55), debe haber a lguna In te ra c t io n  e n tre  m o lécu las de

p ro te fn a  que provoque la  fo rm a tio n  y e s ta b i I iz a c ié n  de las  m u ltic a p a s  de la  m ie ­

l in a .  En suma, q u izâ s  e l p ro te o lfp ld o  pueda e je rc e r  un papel im p o rta n te  en e l 

m anten im iento  de la  e s tru c tu ra  de las  membranas. Los e s tu d io s  de d ifu s ië n  de lones 

a tra v é s  de v e s fc u la s  formadas con I fp id o s  p e rm itle ro n  c o n c lu ir  que la  fu n c lô n  de l 

p ro te o lfp ld o  de la  m ie lin a  p o d rîa  se r la  e s ta b iI Iz a c lô n  de e s ta s  e s t ru c tu ra s .  S |n  

embargo los  p ro te o lfp id o s  procédantes de l ôrgano e lé c t r ic o  de l Torpedo, e l cua l 

es muy r ic o  en re c e p to r de a c e t i I c o l in a ,  eJercTan un e fe c to  c o n t ra r io .  Es d e c ir ,  

m olécu las de pa rec idas  c a ra c te r fs t ic a s  qufm icas posib lem ente te n fa n  en la  mem­

brana una fu n c lô n  d ife re n te .  P reviam ente se ha comprobado por medio de ré a c t iv e s  

f lu o re s c e n te s  que pueden In tro d u c irs e  en la  zon a h id rë fo b a  de la  b icapa  l lp f d ic a  

(5 6 ) , que e l re c e p to r de la  a c e t i I c o l In a  m antiene Im portantes in te ra c c lo n e s  con 

a q u e lla (5 7 ) ,  por lo  que se e s tu d io  e l papel en la  membrana de lo s  p ro te o lfp id o s  

de la  e le c tro p la c a  de Torpedo, sobre  todo en su p o s ib le  re la c lë n  con e l re c e p to r  

de la  a c e t i I c o l in a .

Ya que e l d é s a r ro ilo  de lo s  d iv e rs o s  métodos de p u r i f ic a c lë n  menciona­

dos a n te r lo rm e n te  se lle v ô  a cabo sobre e l p ro te o lfp ld o  de m ie lin a  no s o lo  por su 

p o s ib le  im portanc la  en e s ta  membrana, s in o  también porque a l se r una p ro te fn a  muy 

h id rë fo b a  y tfp ica m e n te  in t r fn s e c a ,  todo  lo  h a lla d o  pod rîa  a p lic a rs e  a o tra s  p ro ­

te fn a s  s im lla re s  de membrana, ta ie s  como enzimas y re c e p to re s , los  p ro te o lfp id o s  

de Torpedo se f ra c c io n a ro n  y p u r i f ic a r o n  con métodos s im lla re s ,  p roced iéndose des- 

pués a a lgunos e s tu d io s  fu n c lo n a le s .
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La te o r îa  qufm ica de la  tra n s m is iô n  s in â p t ic a  im p lIca  que un mecanismo 

e s p e c f f ic o  de n a tu ra le z a  qufm ica a m p li f ic a  cons ide rab lem en te  la  senal e lé c t r ic a  

a l in te rp o n e rs e  e n tre  los  componentes p re -  y p o s ts in â p t ic o s . TaI mecanismo cons- 

ta r fa  de: a) s u s ta n c ia  qufm ica ( tra n s m is o r)  s in te t iz a d a  y almacenada en la s  t e r -  

m lnac lones  n e rv io sa s  y que se l ib e r a  a la  lle g a d a  de l im pulse n e rv io s o , b) recep­

t o r  e s p e c ff ic o  de n a tu ra le z a  p ro te ic a  con e l que in te ra c c io n a  e l tra n sm iso r en la

membrana p o s ts in â p t ic a ,  y c ) e l re c e p to r  traduce  la  un ion  de l tra n s m is o r in d u c ie n ­

do cambios en la  membrana, por e jem p lo  m od ifica n d o  la  pe rm eab iIidad  de esta  a los  

c a t io n e s .  Para poder a n a liz a r  d irec ta m e n te  la  in te ra c c iô n  p r im a r ia  d ro g a -rc c e p to r  

es co n ve n len te  separa r e s te  u lt im o  de lo s  s i t io s  s e n s ib le s  de la  membrana c e lu la r ,  

Pero e s to  es d i f f c i l  de co n se gu ir por v a r ia s  razones: a ) lo s  rece p to res  suponen un 

p o rc e n ta je  extremadamente pequeflo de la  p ro te fn a  t o ta l  de un t e j id o  o in c lu s o  de 

la  membrana c e lu la r  y b) ta ie s  p ro te fn a s  son componentes in tr fs e c o s  de la  membra­

na, y p o r e s ta r  re la c io n a d o s  fntlm am ente con los  I fp id o s  de e s ta  son s o lo  sépara­

b le s  p o r tra ta m ie n to s  d râ s t ic o s  con s o lve n te s  o rg â n ico s  o d e te rg e n te s . Su gran 

h id ro fo b ic id a d  exp i ica  que sean s o lu b le s  en d is o lv e n te s  o rg â n ico s  e in s o lu b le s  

en m edios acuosos, a no se r que e s to s  contengan d e te rg e n te s . En e s te  u lt im o  caso 

lo s  d e te rg e n te s  s u s t i t u i r f a n  la  in te ra c c lë n  I fp id o -p ro te fn a  por un com p le jo  d e te r -  

g e n te -p ro te fn a . A s f la s  m olécu las de re c e p to r  qücdan rodeadas de m o lécu las de de­

te rg e n te ,  e l cua l la s  p ré se rva , en p a r te ,  de l e n to rn o  acuoso. En la  s e p a ra tio n

y p u r i f ic a c lë n  de p ro te fn a s  re c e p to ra s , y mas concre tam entc de l re c e p to r  de la

a c e t i I c o l in a ,  ha hab ido  po r ta n to  dos m etodo log fas de ap ro x im a c ië n , u t i l iz a n d o  

d is o lv e n te s  o rg â n ico s  (15) o d e te rg e n te s  no iô n ic o s  (5 8 ,5 9 ) . Por razones ya ex- 

p ues tas  a n te r lo rm e n te , aqu f se u t i l i z ë  la  p rim era  de la s  m etodo log fas  m enciono- 

das, cuyas ve n ta ja s  e in co nven ien tes  se d is c u t ir â n  mas a d e la n te .

D iversos hecbos hacen que e l t e j id o  mas usado para e l a is la m ie n to  de 

re c e p to re s  c o lin é rg ic o s  sea la  e le c tro p la c a  de d iv e rs o s  peces e lé c t r ic o s ,  ta ie s  

como la  raya m arina Torpedo o e l E le c tro p ho ru s  e le c t r ic u s . Este ôrgano e lé c t r ic o
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d é riv a  d e l m usculo e s q u e lé t ic o  en e l que la  capacidad c o n tra c t  i l  se p e rd iô  (60) 

pero en cambio la  capacidad de genera r p o te n c ia le s  e lé c t r ic o s  se d é s a r ro i lô  con ­

s ide rab lem en te  (6 1 ) . En Torpedo marmorata e l numéro de e le c tro p la c a s  no supera 

la s  400-500 y la  descarga media es de 40-60 V. La b io e ie c tro g é n e s is  t ie n e  lu g a r 

e xc lus ivam en te  m ediante  p o te n c ia le s  s in â p t ic o s  (6 2 ) , lo  que s ig n i f ic a  que la  ca - 

ra inervada no puede a c t iv a rs e  por e s t im u la c iô n  e lé c t r ic a  d ir e c te .  La in e rv a c iô n  

es mas r ic a  en Torpedo que en E le c tro p h o ru s , cosa im p o rta n te  po r su r e la c lë n  con 

la  ca n tid a d  de re c e p to r  a e x tra e rs e  d e l t e j id o .  Ademés, a l t r a b a ja r  con una po - 

b la c ië n  a lta m e n te  dense y homogénea de s in a p s is ,  todas id é n t ic a s ,  con un s o lo  me­

canismo c o l ln é rg ic o ,  se puede o b te n e r un a l t o  re n d im ie n to  de re c e p to r .

La e x tra c c lë n  con m ezclas de c lo ro fo rm o -m e ta n o l hace ya tiem po que se 

u t i l i z ë  para separar lo s  p ro te o lfp id o s  de la  e le c t ro p la c a  de Torpedo (63) y de 

E le c tro p h o ru s  (6 4 ) . La p o s te r io r  sepa rac iën  po r c ro m a to g ra ffa  en columna de Se- 

phadex LH-20 y e lu c ië n  con m ezclas de c lo ro fo rm o -m e ta n o l de p o la r id a d  c re c ie n te  

(36) p ro p o rc io n ë  v a r ia s  fra c c lo n e s  p ro te lc a s ,  una de la s  cu a le s  un fa  drogas c o - 

l in é rg ic a s  ta ie s  como a c e t i I c o l In a ,  d - tu b o c u ra r in a  y o t-b u n g a ro to x in a  (4 3 ) .  S in  

embargo no se h iz o  una c a ra c te r iz a c lë n  m o le c u la r de e l / l o s  p o s ib le (s )  componen- 

te (s )  de e s ta s  f ra c c lo n e s . En e l caso que a qu f se d e s c r ib ir â ,  y como ya se ha In - 

d îcado  a n te r lo rm e n te , la  p u r i f ic a c lë n  de l p o s ib le  p ro te o lfp ld o  re ce p to r de a c e t i I -  

c o lln a  se h iz o  m ediante  c ro m a to g ra ffa  en D EA E -ce lu losa , e luyendo con c lo ro fo rm o - 

m etanol y un g ra d ie n te  de c o n c e n tra c ië n  de l lë n  h id ro fë b ic o  p - t o iu e n s u lfo n a to  en 

lo s  mismos d is o lv e n te s .  Este  lën  es capaz de b loquea r la s  ca rgas  p o s it iv a s  de las 

p ro te fn a s  a l mismo tiem po que, a l d is m in u ir  e l pH, se n e u t r a l izan  la s  cargas ne- 

g a tiv a s  (6 6 ,6 7 ) . De esta  forma Ias in te ra c c lo n e s  p ro te fn a -ca m b ia d o r lë n ic o  d lsm in u - 

yen cons id e ra b le m e n te . Las d iv e rs e s  fra c c lo n e s  que se o b tu v ie ro n  en la  c rom a tog ra - 

f f a  se c a ra c te r iz a ro n  qufm icam ente por su c o n te n id o  en p ro te fn a , fo s fo l fp id o s  y 

azûcares re d u c to re s , a s f como p o r su composic ië n  de am inoac idos . La e le c t r o fo r e s is  

en g e le s  de S D S -p o lla c r ila m ld a  p e rm it lë  d e te c ta r  d iv e rs o s  componentes m o lecu la res
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que p o s te r lo rm e n te  se e s tu d ia ro n  para  t r a t a r  de d i lu c id a r  su fu n c lo n a lid a d .

Eh la  c a ra c te r iz a c lë n  de l re c e p to r de a c e t i I c o l In a  a is la d o  por medio 

de de te rg e n tes  en medio acuoso, se han seguido dos caminos g é n é ra le s , ademâs de los  

conocidos e s tu d io s  e le c t r o f I s io lo g ic o s .  Uno c o n s is te  en lo s  ensayos de un ion  de 

a c e t i Ic o l ina (y  compuestos anâ logos) y de « -n e u ro to x in a s  y o t r o  en e l m arcaje de 

a p in id a d  con llga n d o s  c o l in é rg ic o s  que se unen cova lentem ente  (para re v is lo n e s  ve r 

58, 59, 6 8 ). El re c e p to r p u r l f ic a d o  se encuentra  en forma de dfmero y monëmero en 

e l caso de l Torpedd (pesos m o le cu la re s  re s p e c tiv e s  250 y 500 KD alton) (69) .  Aunque 

hay dos s i t i o s  de un lën  de a c e t i I c o l in a  o o c -n e u ro tox ina  por cada monémero, so- 

lamente uno de esos s i t io s  se ma rca  cova lentem ente  con iodu ro  de 4 -(N -n ia le im id o )-  

b e n c iI tr im e t ila m o n io  (7 0 ) . La e le c t r o fo r e s is  d e l re c e p to r  red u c id o  y t ra ta d o  con 

SDS p e rm ite  obse rve r c u a tro  bandas correspond le n te s  a cadenas de pesos m o lecu la res 

aproxim ados: 39 (** ) ,  48 ( R ) ,  58 ( V ) ,  y 64 ( 6 )  K da lton  (7 1 -7 5 ). Estas cadenas 

son también m a y o r ita r ia s  en la s  membranas c ito p la s m â tic a s  de te j id o  e lé c t r ic o  r i ­

cas en re c e p to r  (7 6 -7 9 ). S o lo  es conocida la  fu n c lô n  de una de la s  cadenas. La 

cadena oc parece con tener to t a l  o p a rc ia lm e n te  e l s i t i o  de un ion  de a c e t i I c o l in a  

ya que es la  û n ica  que es e sp e c ffica m e n te  marcada con ré a c t iv e s  de a f in id a d  en 

Torpedo c a l i f o r n ic a  (71 , 8 0 -8 2 ) , Torpedo marmorata (83) y E le c t ro phorus e le c t r i ­

cus (80 , 84, 85) .

Un p la n  s im i la r  se s ig u ië ,  por ta n to ,  para c a ra c te r iz a r  func iona lm en te  

los p ro te o lfp id o s  e x tra fd o s  de la  e le c tro p la c a  de Torpedo. Por una p a rte  se d e te r ­

mine la  capacidad de un ion  de d iv e rs e s  drogas c o lin é rg ic a s ,  ta n to  n ic o t fn ic a s  

como m u sca rfn ica s , de lo s  p ro te o lfp id o s  p u r if ic a d o s .  A s f mismo se u t i l i z ë  un 

agente a lq u i la n te  de a f in id a d ,  e l c lo ru ro  de 4 - (H -m a le im id o ) fe n ilt r im e t ila m o n io  

(MPTA). Se ha demostrado que e s te  compuesto ma rca e spec fficam en te  la  subunidad 

que co n tie n e  e l s i t i o  de un iën  de a c e t i I c o l in a  en e l re c e p to r a is la d o  por medio 

de d e te rg e n te s  (8 ü ) , a l re a c c io n a r con un grupo s u l f h id r i l o  que se h a lla  en las  

inm ediacîones de l s i t i o  a c t iv o  de un ion  de l n e u ro tra n s m is o r. Aunque se lia v is to
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que o tro s  ré a c t iv e s  ta ie s  cono e l f lu o rb o ra to  de p -( tr im e tila m o n io )b e n c e n o d la z o -  

n io  (8C ,8 7 ), e l f lu o rb o ra to  de 4 -a z id o -2 - n itro b e n c lla m o n io  (88 ,73 ) y e l f lu o rb o r a ­

to  de t r im e t i lo x o n io  (89) pueden m arcar las  subunidades d e l re c e p to r ,  a p a re n te ­

mente le s  f a l t a  e s p e c if ic id a d  po r e t s i t i o  de un iën  de a c e t i lc o l in a .  Pues b ie n , 

después de m arcar lo s  p ro te o lfp id o s  con e l ré a c t iv e  de a f in id a d  mencionado en p r i ­

mer lu q a r y hacer e le c t r o fo r e s is  de lo s  mismos, e l a n â l is is  de la  ra d ia c t iv id a d  

p résen te  en lo s  q e le s  p e rm it lë  d e d u c ir  cuâl era la  cadena que en e s te  caso era  es­

p e c ff  icamente marcada.

El o t ro  camino seguido fu e  e l e s tu d io  de l c o n te n id o  de grupos s u l f h id r l -  

lo  y d is u l fu r o  en r e la c lë n  con la s  d is t in t a s  cadenas p o lip e p tfd ic a s  que componfan 

e l e x tra c to  p r o te o l ip fd ic o .  En e fe c to ,  se ha v is to  rec ien tem en te  que e x is te  h e te - 

rogeneidad en las  formas m o lecu la re s  d e l re c e p to r de a c e t i lc o l In a  p u r l f ic a d o  en 

p re senc ia  de d e te rg e n te s . La forma de a l t o  peso m o le c u la r es un dfm ero de la  f o r ­

ma de b a jo  peso m o le cu la r (9 0 ). Este  dfmero se forma po r medio de un puente d is u l ­

fu ro  in te rm o le c u la r  e n tre  cadenas p ro te ic a s  de 65 KD alton aproximadamente de peso 

m o le c u la r (7 4 , 77, 9 1 ). Ademâs, la  p resenc ia  de un dfm ero de 130 KDalton formado 

por dos cadenas de 65 KDalton ha s ido  inequfvocam ente demostrada (9 2 ) . M ie n tra s  

que e l dfm ero se c o n v ie r te  en monëmero por medio de agentes re d u c to re s , ta ie s  co­

mo e l 2 -m ercap toe tano l o e l d i t i o t r e i t o l  (74 , 7 7 ,7 8 ) , agentes o x id a n te s  c o n v ie r -  

ten  e l monëmero en d fm eros, asociando p re fe ren tem en te  la s  cadenas que estaban u n i-  

das por puentes d is u l fu r o  (9 3 ) . Dada la  im portanc la  fu n c lo n a l que puede te n e r la  

fo rm ac iën  de e s to s  puentes d is u l fu r o  (9 4 ), se d e c id iô  obse rve r cuâ l era la  in -  

f lu e n c ia  de d iv e rs o s  agentes que lo s  m o d ific a n  en e l e x tra c to  p ro te o l ip fd ic o  de 

la  e le c tro p la c a  de Torpedo, sobre todo en lo  que se r e f le r e  a la  fo rm a tio n  de 

d is t in t a s  espec ies  m o le c u la re s . Ademâs se ha suge rid o  rec ien tem en te  que la  m olâ- 

c u la  asociada a l re c e p to r  y que c u m p lir fa  la s  fu n c lo n e s  de " io n ë fo ro "  es r ic a  

en grupos -SH (8 3 ) , por lo  que también se co n s id é ré  de im p orta n c la  la  v a lo ra c lë n  

de e s to s  grupos en la s  d is t in t a s  fra c c lo n e s  o b te n id a s , ya que una de e l la s  po-
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d r ta  con tene r d icha  cadena p o l Ip e p t fd ic a .

En resumen, con e l p ro te o lfp ld o  de m ie lin a  se ha d é s a rro iia d o  un méto­

do de c ro m a to g ra ffa  en d is o lv e n te s  o rgân ico s  que hasta  ahora no habfa s id o  s u f i -  

c ien tem en te  aprovechado, a s f como o tra s  té c n ic a s  que, una vez puestas a punto 

adecuadamente, han p e rm it id o  e l e s tu d io  de l p ro te o lfp ld o  re c e p to r  de a c e t i lc o -  

l in a .  De e s ta  forma se ha comprobado que, s i b ie n  ambos p ro te o lfp id o s  tie n e n  

c ie r ta s  semejanzas qufm icas y  probablem ente f f s ic a s ,  su fu n c lo n a lid a d  es bas tan te  

d is t in t a .  Los re su lta d o s  o b te n id o s , aunque no son d é f in i t iv o s  y n e c e s ita râ n  de 

p o s te r lo re s  in v e s t ig a c io n e s , abren a lgunos caminos por los que se podrâ avanzar 

en e l fu tu ro .
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MATERIALES Y METODOS
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1. MATERIAL BIOLOGICO.

A) M ie lin a  de ce re b ro  de vaca . Los c e re b ro s , con itÜü-bUO fj cle peso iic d io ,  

procedTan de an im ales de anos que acababan de ser s a c r i f  icados. Se adcpii r ierc;n 

en e l m atadero m u n ic ip a l de M adrid  desde donde se tra n s la d a ro n  a I la b o ra to r io  a 

0"C en un re c ip ie n c e  a is la d o  te rm icam ente.

B) Organo e lé c t r ic o  de Torpedo m arm orata. Estos peces e lé c t r ic o s  du aqua 

sa lada  fue ron  cap turados en e l O .A t la n t ic o .  Rapidamente les  fue e x tra îd o  e l orqano 

e lé c t r ic o  ( f ig u r a  1) que se congelé  a -7 ü 'C . A s f se conservé bas ta  su l i o f i l i z a c io n ,  

para lo  que se homogeneizé en tampén fo s fa to  sôd ico  0,01 M, pH 7 ,0  (20 % peso /v o -  

lumen) con f lu o ru r e  de f e n i lm e t i l  s u l f o n i lo  10 ^ M para in h ib i r  la  p r o te o l is is .

FIGURA 1: El ôrgano e lé c t r ic o  d e l Torpedo, a) V is ta  d o rsa l de Torpedo 
marmorata en la  que se destacan  lo s  dos organos e lé c t r ic o s  p r in c ip e  -

le s ,  e l a c c e s o rio  y su in e rv a c iô n . Obsérvese la  s u p e r f ic ie  cu a d ric u  -  
lada de l ôrgano e lé c t r ic o .  b) C orte  sag i ta  I a n iv e l de l ôrgano e lc c  -  
t r i c o  para m o s tra r las  columnas de e le c tro p la c a s .  c) Una columna mues^ 
t r a  la  in e rv a c iô n  d i fe re n c ia l  de la s  dos ca ras  de cada e le c tro p la c a . 
La cara inervada ( v e n t ra l)  c o n tie n e  e l re c e p to r  n ic o t fn ic o  de la  ace­
t i  Ic o l in a .
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2. REACT I VOS.

Todos lo s  ré a c t iv e s  eran de grado a n a l f t ic o  a menos que se ind ique  o t r a  

cosa. Las p ro te fn a s  u t i l iz a d a s  en e l p a tro n  de m oviU dades e le c t r o fo r é t ic a s  ( fo s -  

fo r i la s a  A, seroa lbum lna b o v in a , g lu tS m ico  desh id rogenasa , a lc o h o l deshtdrogenasa 

y m io g lob in a  o hem oglobina, segun lo s  casos) se a d q u ir ie ro n  de Sigma Chemical Co. 

(USA).

La a c r i la m id a  y m e t ile n b is a c r ila m id a  e ran  de F luka AG (S u iza  ) o de S ig ­

ma a s f como H ,U ,N ' ,H '- te t r a m e t i le t i le n d ia m in a  (TEHED), m ie n tra s  que e l p e rs u lfa to  

amdnico e ra  de Serva (A le m an ia ), El la u r i I s u l f a t o  se ob tuvo  de BDH Oemicals L td .  

( I n g la te r ra )  o de Sigma.

La DEAE-celulosa p ro ced fa  de Whatman B iochem ica l L td .  ( In g la te r ra )  en 

Forma DE-32 o DE-52 m ic ro g ra n u la r . El Sephadex LH-20 e ra  de Sigma. Las p laças de 

c e lu lo s a  s in  in d ic a d o r  f lu o re s c e n te  empleadas en lo s  mapas p e p tfd ic o s  a s f  como 

la s  de s i l i c a  ge l F^^^ eran de Merck (A le m a n ia ). Las p laças  de p o lia m id a  para la  

d e te rm in a c io n  d e l g rupo amino te rm in a l e ran  de P ie rc e  Chem. Co. (USA).

Los pa trones  de la  c ro m a to g ra ffa  de I fp id o s  eran de Sigma, a excepcl6n 

de la  e s f in g o m ie lin a  que e ra  de Koch L ig h t Lab. ( I n g la te r r a ) .  La d ip a lm it o i I fo s ­

f a t i d i  Ic o l ina también era de Sigma. La t r ip s in a  con in h ib id o r  TPCK e ra  de W o rth in - 

ton  B iochem ica l Corp. (USA) y la  s u b t i l I s in a ,  t ip o  V I I I ,  de Sigma.

Los llg a n d o  c o lin é rg ic o s  empleados fu e ro n : a c e t i I c o l in a ,  hexametonio, 

d -tu b o c u ra r in a  (S igm a), o xo tre m o rin a  (A ld r ic h  Chem, C orp. USA), a tro p in a  (Mann 

Res. Lab. USA), y < *-b u ng a ro tox ina  (B o e h rin g e r, A lem an ia ).

El m a te r ia l r a d ia c t iv o  fu e  e l s ig u ie n te :

. C lo ru ro  de ( ^ H ) - a c e t i Ic o l in a  (250 mCi/mmol) de Amersham Co. ( In g la te r r a ) .

. A c ido  io d o (2 -^H )a c é tic o  (82 m Ci/mnttl) de Amorsliam Co.

. C lo ru ro  de i|- (H -m a le im id o ( fe n i 1 (^ ll)  t r im e t  i lam on io , s in te t iz a d o  y marcado por 

lo s  Dres. Lun t y H a rris o n  de la  U n iv e rs idad de Bath ( in g la te r r a )  con 280.000 dpm/
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nmo 1.

. (^H )-  0 (-b u n g a ro to x in a  (1 ,7  C i/m mol) fu e  un re g a lo  del P ro f .  L .A .I 'a rt ia rd  

( Im p e r ia l C o lle g e , L o n d re s ).

. ( * V ) - g lu c o s a  (0 .4 )  C i/m m ol) de Amersham.

. (8 6 R b )- l (0 ,0 4 l C i / g . )  de CNEA (A rge n tin a l.

3 . HETOOOS GENERALES.

3 .1 .  DETERMIHACION OE PROTEINAS

Se u t l l l z 6  e l mctodo de Lowry (9 5 ) . Con e l f i n  de d e te rm in e r la  concen- 

t r a c io n  de p ro te în a  en so lu c io n e s  o rg â n ica s  de p ro te o lîp id o s  se usé la  n o d i f ic o -  

c lô n  de Hess y Lev in  (9 6 ) . En e s te  caso la  m uestra se cvapord a sequedad, p roce - 

d iéndose despés normalniente segûn e1 método de Lowry. P o s te r io rm e n te , con eI f i n  

de una c o r re c ta  medic ton e s p e c tro fo to m ë tr ic a ,  se e x t ra je ro n  los  I îp id o s  con un votumen 

de c lo ro fo rm o , quedando la  s o lu c id n  de p ro te în a  s tn  la  t i irb id e z  in ic ia l  d e l;Ida a 

la  e x is te n c la  de lo s  I îp id o s .

3 .2 .  DETERMINACION DE FOSFATO.

La co n ce n tra c iâ n  de fo s fa to  de las  im iestras ap licad .as en Ias d ifn re n te s  

colum nas, a s î  como la  de la s  fra c c io n e s  o b ten id a s  se m id iô  seqiin e l mctodo de 

Ames y Dubin (9 7 ) .  La m uestra se co lo cô  en un tubo  lavado con n e zc lo  c rô m ica , dé­

te rg e n te  y agua v a r ia s  veces, ju n to  con 50 pL de n i t r a t o  rnagnésico a l ‘jO en e ta -  

n o l . Se c a lc in o  a la  I lama hasta  que desa pa re c ie ro n  lo s  gases de c o lo r  p a rd iizco .

P o s te rio rm e n te  se h id r o l iz é  con 0 ,3  mL de MCI 1 N du ra n te  15 min en bano de agua a 

e b u l l lc iô n .  El fo s fa to  se dé te rm iné  h a c ié n do lo  re a cc io n a r con una mczcla de â c id o  

a s co rb ico  y m o lib d a to  amônico (I p a rte  de a s c ô rb ic o  a l 10 Z en agua ma s 6 p a rte s  

de m o lib d a to  a l 0 ,42 Z en â c id o  s u lfû r fc o  1 II) y ca len tando  a 45°C du ra n te  20 m in .

A c u n tin u a c ié n  se m id iô  e s p e c tro fo to n é tr ic a m c n te  a U20 nni.
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3 .3 .  VALORACION DE AZUCARES REDUCTORES.

Se r e a l iz e  segûn e l método de la  an trona  (9 8 ) .  Cîen jiL  de la  muestra a 

v a lo ra r  se h ic  ie ro n  re a c c io n a r con 0 ,5  tnL de re a c t iv o  de an trona  (100 mL de 5 

p a rte s  de â c id o  s u l fû r ic o  mas 2 p a rte s  de agua y 0 ,2  g . de a n tro n a ) .  Se a g ité  

râpidam ente y se c a le n tô  en bano de agua a e b u l l ic té n  du ran te  10 m in . Inmedla- 

tamente después se v o lv iô  a a g i ta r  y se leyô  la  abso rbanc ia  a 660 nm. Como pa trén  

se empleô g a la c to s e  1 mH en d iv e rs e s  ca n tid a d e s .

3 .4 .  AHALISIS DE AMIHOACIDOS.

Una s o lu c iô n  de la  m uestra a a n a liz a r  se évaporé a sequedad. Cuando 

e l res idu e  e ra  muy r ic o  en 1îp id o s  p a rte  de lo s  mismos se e x t ra je ro n  suces lva - 

mente con acetona y m e ta n o l. Después se suspendié en MCI 6 II y se h id r o l iz é  a 

110” C du ran te  24 horas en tubo  c e rra d o  a la  llam a en e l que se habîa hecho e l 

v a c îo . Postcriorm ente se s ig u ie ro n  lo s  métodos convenelo n a le s , determ inândose la  

com poslc ién de am inoâcidos en a n a liz a d o r  JE0L-JLC-5AH o en un Technicon Sequen­

t i a l  M u ltisam p le  A n a ly z e r.

3 .5 .  ELECTROFORESIS EH GELES DE SDS-POLIACRILAMIDA.

I .  A pli bâs ico  se s ig u ié  una m o d if ic a c lé n  d e l p ro ce d im ie n to  de LaenI I 

y Favre (99) m od ifica d o  a su vez por Q uarles e t  a l .  ( lO O ). Las m uestras con s o l-  

ven tes  o rg â n ico s  se conce n tra ro n  en ro ta va p o r y se le s  aRadié 2 ,5  v o l .  de tampén 

tr is -H C I 0,1 H, pH 8 ,8 ,  SOS 10 %, ca len tando  y a g ita n d o  a l mismo tiem po , para 

que e l c lo ro fo rm o  se evaporase. Con e l f i n  de e llm in a r  la  mayor ca n tid a d  p o s ib le  

de SDS se d ia l iz é  f r e n te  a agua d u ra n te  48 horas y p o s te rIo rm e n te  f r e n te  a tam­

pén fo s fa to  sôd ico  0,01 M, pli 7 ,2 ,  urea 1 ,6  H, SDS 0,1 ï ,  2 -m ercap toe tano l 1 %, 

d u ra n te  o tra s  24 ho ras .

En o tro s  casos que ya se in d ic a râ n , la  p ro te în a  se p ré c ip i té  de la  so- 

lu c ié n  o rgâ n ica  por medio de 4 v o l .  de e te r  o e te r -e ta n o l 1: 1, v /v ,  y a s î d e l ip i -
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dada se d is o lv lô  con SDS a l 2 % y se d ia l lz ô  Ig u a l que en e l caso a n te r io r .

La e le c t r o fo r e s is  se r e a l iz é  con a c r i la m id a  a l 13 % p re fe re n te m e n te  y 

pon iendo 2 m A /ge l.

I I .  A pH n e u tro  se r e a l iz o  segûn e l método de Weber y Osborn (1 0 1 ). Se 

h iz o  e l mismo tra ta m ie n to  de la s  m uestras que en e l caso de la  e le c t r o fo r e s is  a pH 

b â s ic o , s iendo  la  co n c e n tré e ié n  de a c r i la m id a  tam bién la  misma, es d e c ir  de l 13 %. 

La c o r r ie n te  e lé c t r ic a  se a ju s té  a 8 m A /g e l.

Para e l c â lc u lo  de pesos m o lecu la re s  se u t i l i z o  un p a tro n  de f o s f o r i la -

sa A, se roa lbûm ina  b o v in a , g lu tâ m ic o  desh id rogenasa , a lcoho l desh idrogenasa y hémo­

g lo b in e  o  m io g lo b in a , a pH y c o n c e n tra c ié n  de SDS ig u a le s  a los  de la s  m ues tras .

Los g e le s  se f i j a r o n  unas 12 horas con m e ta n o l-â c id o  a c é t ic o -  agua (4 :1 :5 )  y e l 

te R id o  se h iz o  con A zu l de Coomassie a l 0 ,25  % en e s ta  misma mezcla d u ra n te  2 ho­

ras  a 37*C. E l d e s te n id o  con la  misma mezcla se h iz o  du ra n te  48 horas a tem pera tu ra  

am b ien te .

Para la  v is u e l iz a c ié n  de g lu c o p ro te în a s  se u t i l i z ô  la  t in c iô n  con fu c h ­

s ine  bâ s ica  (1 0 2 ). Los g e le s  se d e ja ro n  unas 12 horas en un gran volumen (a p ro x i-  

madamente 800 m L/ge l) de m ezcla A: â c id o  a c it ic o -m e ta n o l-a g u a  (1 :4 :5 )  con e l f i n  

de e lim in a r  e l SDS re s id u a l y f i j a r .  Los pasos s ig u ie n te s  se h ic Ie ro n  a tem pera­

tu ra  am biente  y en la  o s c u r id a d . D urante  6 horas lo s  g e les  se t ra ta ro n  con p e r­

io d a te  sé d ico  a l 2 % en me%cla A . Después se la va ro n  con meZcla A du ra n te  2 d îas  

(10 cambios en t o ta l )  y se p u s îe ro n  en s o lu c iô n  de fu ch s in a  b a s ic a , p rcpa rada  se­

gûn e l p ro ce d im ie n to  de S egrest y Jackson (1 0 3 ). En e s te  paso se einpezaron a ve r 

bandas te n id a s .  Su in te n s id a d  se increm entô  sumergiendo lo s  g e le s  en m etanol a l 

50 2 . Después de v a r io s  cambios lo s  g e le s  empezaron a te n e r una c o lo ra c iô n  p u r­

pura u n ifo rm e . El fondo se é l im in é  por d ifu s ié n  d u ra n te  3” 5 d îas  en la  mezcla A. 

Para que lo s  g e le s  a d q u ir ie ra n  todos la  misma lo n g itu d  se d e ja ro n  unas 12 horas

en âc ido  a c é t ic o  a I 3 2 en agua.
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3 .6 . CROIIATOGRAFIA EN CAPA FI HA DE FOSFOLIPIDCS.

Se r e a l iz ô  segûn e l método de S k Ipsk I ( I0 4 )  sobre p la ça s  de s M Ic a  g e l

^254 ' s o lv e n te  para la  c ro m a to g ra fîa  ascendante fue  c lo ro fo rm o -S c Id o  a c é tIc o -

metanol -agua (5 0 :2 5 :8 :4 )  (105 ). El reve lado  de la s  p laças  se I le vé  a cabo con 

vapores de iodo hasta  que la s  manchas de fo s fo lT p id o s  se h ic fe ro n  b ie n  v is ib le s .

En cada pun to  se a p iic a ro n  ca n tidades  de muestra é q u iv a le n te s  a 40 nmoles de fo s -  

f o l î p id o  aproxim adamente. De lo s  fo s fo lT p id o s  u t i l iz a d o s  como p a tro n e s  se a p i Ic a ­

ron  ca n tid a d e s  é q u iv a le n te s  a 10 nmoles de cada uno de e l lo s .

4 . PROTEOLIPIDO DE HIELINA.

4 .1 . AISLAMIENTO DE HIELIHA.

La m ie lin a  se e x t r a jo  a p a r t i r  de su s ta n c ia  b lanca de l c e n tro  sem ioval 

y cuerpo c a llo s o  de l ce re b ro  de vaca , y se d e jô  l ib r e  de t e j id o  c o n e c tiv o  y sus­

ta n c ia  g r is  v is ib le s .  Se empleô una m o d if ic a c lé n  de l p ro ce d im ie n to  de N orton  ( I0 6 ) ,  

Se homogeneizaron 50 g . de su s ta nc ia  b lanca en 10 v o l .  de sacarosa 

0 ,32  M, t r i s  0,1 M, PHSF 10 *'m (e l PHSF se d is o lv ié  en la  minima c a n tid a d  de a l ­

coho l e tT l ic o  y se anadié  a la  d is o lu c iô n  acuosa m ie n tra s  es ta  se a g ita b a  v ig o ro -  

sam ente). Se c e n tr ifu g é  a 5 .900 g y e l p re c ip ita d o  se la vé  dos veces con la  d is o -  

lu c ié n  mencionada an tenbrm ente , c e n tr ifu g a n d o  a la  misma V e loc idad  que a n te s . El 

p re c ip ita d o  ré s u lta n te  se suspendié en la  misma s o lu c iô n  y se a p i ic ô  en tubos que 

contenTan 18 mL de sacarosa 0,85 M, t r i s  0,1 H, PHSF 10 ^M. El g ra d ie n te  d is c o n -

tîn u o  a s î  formado se c e n tr i fu g é  a 23.000 rpm en un r o to r  Beckman SU27 d u ra n te  30

-4m in . Se re c o g ié  la  in te r fa s e  resuspend iéndo la  en 10 v o l .  de agua con PHSF 10 M.

Se c e n t r i fu g é  a 20.000 g du ra n te  20 m in . y e l p re c ip ita d o  se lavé  con agua, reco -

g iéndosc nuevamente por c e n tr ifu g a c ié n  a 17.000 g d u ra n te  10 m in . El p re c ip ita d o

-4
se resuspend ié  ahora en sacarosa 0 ,32 H, t r i s  0,1 M, PHSF 10 H, haciendo un g ra ­

d ie n te  d is c o n tin u e  igua l a l ya mencionado. La c e n tr ifu g a c ié n  de l mismo a 25.000
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rpm 45 min en r o to r  SU 27, p e rm it 16 la  o b ten c iô n  de una in te r fa s e  que se la vô  t rè s  

veces con agua para a l im in a r  la  sacarosa re s id u a l.  La m ie lin a  p u r i f ic a d a  sc l i o f i -  

l i z ô  du ra n te  48 horas y se guardô a -20*C hasta  e l monento de su uso.

4 .2 .  MICROSCOPIA ELECTRONICA DE LA MIELINA.

Una p a rte  de la  m ie lin a  p u r i f ic a d a  se la vô  con sacarosa 0 ,32  M y se f  i -  

j ô  d u ra n te  1 ,5  horas en g lu ta ra ld e h id o  a l 6 2 en tampon c a c o d ila to  sôd ico  0 ,4  M, 

pli 7 ,4 .  El re s id u o  se la vô  con sacarosa a l 10 2 en tampon c a c o d ila to  sôd ico  0,1 M. 

P o s tc r io rm e n te  se f i j ô  con OsO^ a l I % en e l tampon a n te r io r  du ra n te  20 m in . Oes- 

pués se d e s h id ra tô  con e ta n o l a b s o lu to . La f i ja c iô n  se r e a l iz ô  a 0°C. Los b loques 

se p u s ie ro n  en ô x id o  de p ro p ile n o  con dos cambios suces ivos de e s te ,  du ra n te  10 n in  

en t o t a l ,  y d u ra n te  20 m in en una mezcla de ô x id o  de p ro p ile n o  y Cpon 1:1 (1 0 7 ).

La in c lu s iô n  t o ta l  se r e a l iz ô  con Epon a l ICO 2 haciendo la  p o lim c r iz a c iô n  a GO°C 

d u ra n te  48 h o ras . Se c o rta ro n  secc iones con un u ltra m ic ro to m o  y se t ir ie ro n  con 

a c e ta to  de u ra n i lo .

4 .3 . EXTRACCIOH DEL PROTEOLIPIDO DE HIELIHA.

Se ob tuvo  una F racc iô n  r ic a  en p ro te o lîp id o  de m ie lin a  por e l método de 

Hussbaum e t a l .  (1 0 8 ). La m ie lin a  se suspendié en CM 2:1 en la  p ro p o rc lé n  de 1,2 

mL de d is o iv c n te  por mg. de m ie lin a  l i o f i l i z a d a .  Se lioniogeneizô on una S o r v a l l -  

Omnimixer a la  maxima v e lo c id a d  (3x1 m in) y se som etiô a c e n tr ifu g a c ié n  a 12.000 q 

15 m in . El sobrenadante se p r é c ip i té  con 0 ,05  v o l .  de KCI 0,1 H anadido le n ta n e n te , 

de jando a 4'C du ran te  12 h o ra s . Después de v o l ve r a c e n t r i fu g e r  para e lim in a r  e l 

p re c ip ita d o  se lavô  e l sobrenadante con 0 ,2  v o l .  de agua, ro c o n s titu y e n d o  la  fase  

o rgâ n ica  a l volumen in i c ia l  con CM 2:1 y concentrando hasta  1/4 de agueI en r o ta ­

va p o r. Cl e x tra c to  se p r é c ip i té  con 4 v o l.  de e te r  (con e te r -e ta n o l no p re c ip ita h a )  

de jando en rcposo du ra n te  2 horas a -20°C . El p re c ip ita d o  o h tc n id o  se d is o lv ié  en
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CM 2:1 quedando a veces a lg o  tu rb io .

P o s te r io rm e n te , y v is t o  e l b a jo  ren d lm le n to  de l p ro ce d im ie n to  a n te r io r ,  

se o p tô  por s im p l i f i c a r  a l maximo los  pasos p re v lo s , quedando reduc idos  a la  e x -  

t r a c c io n  de la  m ie lin a  con CM 2:1 y a la  c e n tr ifu g a c ié n  s u b s ig u ie n te  a 12.000 g 

15 m in , para o b ten e r un e x tra c to  o rg in ic o .  Este e x tra c to  se a p l ic é  a la  columna o 

se puso d ire c ta m e n te  en c o n ta c te  con e l cambiador ié n ic o  para su a d s o rc ié n .

4 .4 .  CROHATOGRAFIA EN DEAE-CELULOSA DEL EXTRACTO DE MIELINA.

Para una columna de 13 cm de lo n g itu d  y 2 ,5  cm de d iS m etro  se pesaron 

20 g . de D E A E-cclu Iosa, que se suspend ie ron  en 15 v o l .  de MCI 0 ,5  N y se d e ja ro n  en 

l ig e r a  a g ita c ié n  du ra n te  30 m in . Esta suspension se f i l t r é  a tra v é s  de un embudo 

Buchner y bomba de agua, y se la vé  con agua d e s t ila d a  hasta  que e l f i l t r a d o  s a lfa  a 

un p ll aproxim ado de 6 . A c o n tin u a c ié n  se v o lv ié  a suspender e l cambiador en 15 

v o l .  de MaOH 0 ,5  N s ig u ié n d ose  e l mismo p ro ce d im ie n to  que a n te s . P o s te r io rm e n te  

se la vé  con m etanol y CM 1 :1 . En e s te  mismo so lve n te  se suspendié e l cam biador y 

se anad ié  a la  columna después de d e s a ire a r . Para co n se gu ir un empaquetamiento mas 

compacte se a p l ic é  en e l extrem e s u p e r io r  p re s ié n  con gas N^. El lecho se la vé  con 

CM 1:1 y después de poner unos granos de arena lavada para que la  ré s in a  no f lo ta s e ,  

se la vé  con CM 2 :1 ,  quedando la  columna l i s t a  para su uso.

La fra c c ié n  r ic a  en p ro te o lfp id o  de m ie lin a ,  en ca n tid a d  é q u iv a le n te  a 

20 mg. de p ro te în a  en 10 niL de CM 2:1 se a p lic é  a la  columna. Se e lu yé  con CM 2:1 

en p r im e r lu g a r y luego con un g ra d ie n te  de S cido  a c é t ic o  desde 0,1 a 2 N, f i n a l i -  

zando con â c id o  a c é t ic o  5 N. El f l u j o ,  que ré s u lté  se r d i f î c i l  de re g u la r ,  fu e  de 

18 m L/bora aproxim adamente, recog iéndose una f ra c c ié n  cada 10 m in . Para s e g u ir  e l 

c u rs o  de la  e lu c ié n  se m id ié  abso rbanc ia  a 280 nm en todas la s  f ra c c io n e s .



31

4 . 5 .  PURIFICACION POR AOSORClON-DESAOSORCION.

En e s te  caso se suspend ie ron  300 mg. de m ie lin a  l io f i l i z a d a  en CM 2:1 y 

e l re s id u o  in s o lu b le  se séparé por c e n tr ifu g a c ié n  a 12.000 g 20 m in . Cl s o h r e n n -  

dante  se puso d irec ta m e n te  en c o n ta c te  con e l cambiador (preparado ig u a l que en e l  

caso de la  c ro m a to g ra fîa  en columna) y se tuvo  a g ita n d o  lentam onte a 4*C para cpin 

se p ro d u je ra  la  a d s o rc ié n . Después se séparé c l  cambiador por f i l t r a c i o n ,  s in  de- 

ja r  que se secara por com plè te  y se v o lv ié  a suspender en CM 2:1 con e l f i n  de c n -  

menzar la  desa dso rc iô n . Este  mismo p ro ce d im ie n to  se co n tin u é  re p it ie n d o ,  u t i l i z â n -  

dose ig u a le s  ca n tidades  (100 mL) de â c id o  a c é t ic o  I ,  2 y 5 N en CM 2 :1 , y re c o q ié n - 

dose las  d is t in t a s  fra c c io n e s  de e lu c ié n .  En o tro s  expérim entes se v a r ié  e l tiem po 

que e l cambiador estaba en c o n ta c te  con e l e lu y e n te . También se m o J ific é  e l  e l u y e n t e ,  

s iendo  en un caso bu tano l-agua  1 7 : 3  y en o t r o  b id rô x id o  amônico en CM 2:1 en c o n c e n -  

tra c io n e s  de 0 ,1 , 0 ,5  y 1,3 M. Mas a d e la n te  se d is c u t ir â n  los  r c s u l t a d o s  o b t e n i d o s  

a l in t ro d u c ir  e s ta s  v a r ia c io n e s  y cuâ l ré s u lté  se r la  mas e f ic a z .

4 . 6 .  RAPAS PEPTIDICOS DEL PROTEOLIPIDO PURIFICADO.

Las fra c c io n e s  o b te n id a s  con CM 2:1 -  â c id o  a c é t ic o  2 y 5 N, que fu c ro n  

la s  que menos fo s fo lT p id o s  con tenTan, se l i o f i l i z a r o n  anad iéndo les 10 veces su vo ­

lumen de benceno. Este m a te r ia l fue  e l que se empleé en los  s ig u ie n te s  e s tu d io s .

Unos 5 mg. de p ro te o lT p id o  p u r i f ic a d o  l i o f i l i z a d o  se suspend ie ron  en 10 

mL de tampén a c e ta to  aménico 0,1 H, â c id o  d e o x ic é lic o  0 ,5  2 (10 9 ), a ju s ta n d o  e l pM 

a 8 , 4  con h id ré x id o  aménico (e l â c id o  d e o x ic é lic o  se ob tuvo  d is o lv ie n d o  I g . de 

d e o x ic o la to  séd ico  en 25 mL de agua y p re c ip itâ n d o lo  con 25 mL de â c id o  a c é t ic o  

g la c ia l a 0 “ C du ran te  I h o ra . El p re c ip ita d o  o b te n id o  se f i l t r é ,  se lavé  con agua 

v a r ia s  veces y se l i o f i l i z é ) .  A c o n tin u a c ié n  se son icé  du ran te  1 m in y la  suspensién 

se d iv id ié  en dos p a rte s  ig u a le s .  A una se le  anad ie ron  0 ,2  mL de t r ip s in a  ( I  mg/ 

mL) y a la  o t ra  0 ,2  mL de s u b t i l i s in a  ( I  mg/mL) t ra n s c u rr ie n d o  la  incubac ién  a 37” C
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du ra n te  13 h o ra s . P o s te rio rm e n te  se c e n tr ifu g é  a 10.000 g 30 min y lo s  sobrenadan- 

te s  se p re c ip ita ro n  con 2 mL de â c id o  a c é tic o  g la c ia l ,  d u ra n te  1 hora a 4°C . Las 

suspensiones ré s u lta n te s  se f i l t r a r o n  y lo s  f i l t r a d o s  se l i o f i l i z a r o n .  Los p é p tid o s  

l io f i l i z a d o s  se d is o lv ie ro n  en 50 pL de â c id o  a c é t ic o  g la c ia l  a l 30 2 y se a p iIc a ­

ron  20 pL en una p la ça  de c e lu lo s a  (10x10 cm ). En p rim e r lu g a r se re r iiz ô  la  croma­

to g ra f  îa  ascendante en n -b u ta n o l-p ir id in a -â c id o  a c é tic o -a g u a  ( 2 4 ,4 :3 7 ,8 :7 ,6 :3 0 ) .

Se d e jô  evaporar e l s o lv e n te  de la  p laça  y se acabô de secar con un secador an tes  

de r e a l iz a r  la  e le c t r o fo r e s is  a 450 V, 8 mA d u ra n te  40 min (tampôn de e le c t r o fo r e -  

s is :  p i r id in a - â c id o  a c é t ic o  agua 1 :1 0 :8 3 , pH 3 ,5 ) .  la  t in c iô n  se h iz o  con n in h l -  

d r in a  a l 0,1 2 secando después a 70"C.

4 .7 .  DETERMINACION DEL GRUPO AMINO TERMINAL, POR MEDIO DEL CLORURO DE DANSILO (1 1 0 ).

Se suspendieron 4 mg. de p ro te o lîp id o  l i o f i l i z a d o  en 8 mL de b ica rb o n a te  

sôd ico  0,1 M, pH 8 ,5  y en 8 mL de c lo ru ro  de d a n s ilo  d is u e l to  en acetona (4 mg/mL). 

Después de la  incubac iôn  a tem pera tu ra  am biente y en la  o scu rid a d  d u ra n te  90 m in , 

se c e n tr ifu g é  a 3 .000  g 15 m in . El p re c ip ita d o  se la vé  t r è s  veces con ace tona a l 

50 2 , vo lv ié n d o se  a c e n t r i fu g a r  en cada ocas ié n  como a n te r io rm e n te . El p re c ip ita d o  

se sccé en un desecador a v a c îo  con â c id o  s u l fû r ic o  y después se h id r o l iz é  con 2 ,5  

mL de MCI 6 N d u ra n te  4 horas a 1 I0°C , en tubo ce rra d o  a la  lla m a . Se évaporé e l 

MCI y e l re s id u o  se la vé  re p e t Idas veces con agua, para  e lim in a r  lo s  re s to s  de â c i­

do . Se évaporé en un desecador a v a c îo  con NaOH y e l re s id u o  se d is o lv ié  con ace­

ta to  de e t i l o  y se a p l ic é  en una p laça  de p o lia m id a . De lo s  am inoâcidos d a n s ila d o s  

se a p iic a ro n  0,01 mL de una mezcla de todos e l lo s  (0 ,1  mg/mL). Los so lv e n te s  em- 

p leados para las  c ro m a to g ra fîa s  fu e ro n : I .  A c ido  fô rm ic o  a l 1 ,5  2 en agua. I I .B e n -  

ce n o -âc ido  a c é tic o  g la c ia l  9:1 .111 . A c e ta to  de e t i lo -m e ta n o l-â c id o  a c é t ic o  90 ,8 :

4 ,6 :4 ,5 .
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4 .8 .  EXPERIMENTOS DE IMCORPORACION DEL PROTEOLIPIDO PURIFICADO Ell VESICULAS DC 

FOSFATIDILCOLIMA.

En e s to s  experiroen tos se u t i l i z ô  p re fe ren tem en te  la  f ra c c iô n  p r o te o l i p î -  

d ic a  o b te n id a  a l e lu i r  con CM 2:1 -  â c id o  a c é t ic o  IM que se co ncen tré  hasta  ap r o­

ximadamente 1 /3  de su volumen i n i c i a l .  Después de d ia l iz a r  d u ra n te  24 horas c o n tra  

4 X 250 mL de CM 2 :1 , e l co n ten id o  de fo s fa to  habfa bajado a 0 ,03  pmoles /mg de 

p ro te în a  (com parar con la  ta b la  4 ) .  En cada experim ento  de in c o rp o ra c ié n  la c a n t i ­

dad de f o s fo l î p id o  endôgeno fu e  d e l 1 ,28 2 d e l I îp id o  to ta l  de los  l iposomes.

A una s o lu c iô n  con ten iendo  la  f o s f a t I d i I c o l in a  se le  aRadié en cada caso 

la  f r a c c ié n  p ro te o l ip îd ic à  co rrespond  le n te  y la  mezcla se évaporé con tl^y  3 p l icando 

v a c îo .  El re s id u o  se suspendié en 2 mL de t r is -H C I 20 mM, pll 7 ,4  y se a g ité  en un 

S uperm ixer (L a b lin e  In s tru m e n ts ) hasta  que la  suspension presen taba un aspecto  u n i­

form e y no quedaban re s id u e s  en la s  paredes de l tu b o . La suspension se c e n t r ifu g é  

a 100,000 g 60 m in  y se m id ié  p ro te în a  y  fo s fa to  en e l p re c ip ita d o  y en e l sobrena­

d a n te . El p re c ip ita d o  se lavé  dos veces y se v o lv ié  a c e n t r i f u g a r .  El tiem po que 

pasé e n tre  lo s  dos lavados se h iz o  v a r ia r  e n tre  I y 18 h o ra s , con e l f i n  de asegu- 

ra rs e  de la  re a l in c o rp o ra c ié n  de la  p ro te în a  en la s  v e s îc u la s .

4 .9 .  MEDIDA DE LA TEMPERATURA DE TRAHSICION OE FASE DE LA DIPALMITOILFOSFATIDILCOLI- 

tIA EN PRESEMCIA Y EN AUSENCIA DE PROTEOLIPIDO.

Se m id ié  la  abso rbanc ia  a 450 nm de una m uestra de d ip a lm ito i I f o s f a t i d i I -  

c o lin a  (OPL) con o s i n p ro te o lîp id o  en fu n c ié n  de la  te m p e ra tu ra , segûn c l método 

de Hi I I ( I I I ) .  Para e l lo  se évaporé con H^una s o lu c iô n  o rg â n ica  con ten iendo  DCL con 

o s i n p ro te în a  (razén  p ro te în a - l  îp id o  0 ,1 -0 ,3 ,  p e so /p e so ). Se anad ie ron  2 niL de 

t r is -H C I 20 mM, KCI 80 mM pH 7 ,4 , p re ca le n ta d o  a 50“ C y se form aron lo s  liposom as 

como en e l a p a rtado  a n te r io r .  La suspensién se d e jé  en reposo 30-60 min y se cen­

t r i f u g é  a 100,000 g 60 m in . El p re c ip ita d o  se resuspend ié  en I mL de tampôn y se
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m id iô  la  a b so rbanc ia  a 450 nm, sub lendo la  tem peratura  p a u la tina m e n te  desde 4 'h a s -  

ta  50°C. Por e s te  método la  tem pe ra tu ra  de t r a n s lc lô n  de fa se  de la  OPL fue de 

42,1 ±  0 ,5  “ C. Esto  se r e p l t i ô  dos veces y cada vez se h iz o  por t r ip l lc a d o .

4 .1 0 . MEDIDA DE LA SALIDA ESPONTANEA DE ISOTOPOS DE LOS LIPOSOMAS CONTENIENDO PRO­

TEOLIPIDO.

Una s o lu c iô n  o rg â n ic a  s im i la r  a la  de lo s  dos a p a rtados  a n te r lo re s  (razdn 

p ro te o lT p id o -1 îp id o  0 ,1 -0 ,3 )  se évaporé a sequedad. El re s id u o  se resuspend ié  en 4 

mL de t r is -H C I 20 mM, pll 7 ,3 ,  KCI 80 mil o g lucosa  20 mM que co n ten îa n  re s p e c tiv a -  

mente 40 |iC i de ^^Rb o 20 pC i de^ ^C -g l ucosa y lo s  liposom as se fo rm aron  por a g i ta ­

c ié n .  Las m uestras se son ica ro n  b a jo  a tm ésfe ra  de N^ d u ra n te  60 m in a 4'C  en un 

son ica d or K e rry  P u ls a tro n  55 (p o te n c ia  media 50 w fre c u e n c ia  50 kHz) y se d e ja ro n  

e q u l l ib r a r  d u ra n te  12 horas a 4°C. Los liposom as, con ten iendo  lo s  co rrespond le n te s  

is é to p o s , se a is la r o n  por f i l t r a c i é n  en ge l sobre una columna de Sephadex G-50 (2x 

18 cm) p rev iam en te  e q u il ib ra d a  con e l mismo tampén de p re p a ra c iô n  de la s  v e s îc u - 

la s ,  s a lie n d o  en e l volumen de e x c lu s ié n  de la  misma. Se d is t r ib u y e ro n  en bo isas 

de d i â l i s i s  a lîc u o ta s  de 1 mL de lo s  liposom as y una vez ce rra d a s  se d ia l iz a r o n  en 

tubos que co n ten îa n  10 mL de tampén. Se fu e ro n  tomando m uestras d e l l îq u id o  de d iâ ­

l i s i s  a d ife re n te s  in te rv a lo s  de tie m p o , m id iéndose en las  mismas la  ra d ia c t iv id a d  

lib e ra d a .  E stos experim en tos se r e a liz a ro n  a 22 'C , y a l te rm in â t ,  cada bo isa  de 

d iâ l i s i s  se a b r ié  c e n tr ifu g â n d o s e  su co n te n id o  a 100.000 g 1 h o ra . En e l p r e c ip i t a ­

do y en e l sobrenadante  se m id iô  p ro te în a  y fo s fa to ,  ten iéndose  a s î  un c o n tro l a d i-  

c io n a l de la  in c o rp o ra c ié n  de l p ro te o lîp id o  en la s  v e s îc u la s .

El volumen de la  s o lu c iô n  is o té p ic a  y e l p o rc e n ta je  de isé to p o  a trapado  

po r pmol de l î p id o  u t i l i z a d o  se m id ié  segûn (1 1 2 ). Los da tos se rep re se n ta ro n  como 

e l lo g a r itm o  d e l p o rc e n ta je  de cuentas re te n id a s  en lo s  liposomas en fu n c ié n  de l 

tiem po (1 1 3 ).
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5 . PROTEOLIP I DOS DE LA ELECTROPLACA DEL TORPEDO.

5 .1 .  AISLAMIENTO DE MEMBRAHAS RICAS EN RECEPTOR OE ACETILCOLItIA Y EXTRACCIOH DE 

LAS MISHAS CON CL0R0F0RM0-I1ETAN0L 2 :1 .

Se h iz o  una m o d if ic a c lé n  d e l método de Cohen e t a l (1 1 4 ). El ô rgano e lé c -  

t r l c o  de Torpedo m arm orata, que se habîa m antenido conqeiado a -7 0 “ C, se suspendié 

en fo s fa to  sé d ic o  0,01 H, EDTA 0,001 M, PHSF 10 ^M en la  p ro p o r t io n  de 1 q .d e  te ­

j i d o  po r mL. Se horaogeneizé en una S o rv a ll Omnim ixer (2 x  1 m in) a la  maxima v e lo ­

c id a d , y se c e n tr ig u c é  a 7 .000 g 10 m in . El sobrenadante se guardé , y e l p r e c ip i ­

tado  se v o lv ié  a homogèneizar en la s  mismas con d îc ion e s  que a n te s . Nuevamente se 

c e n t r i fu g é ,  reun iéndose  e l sobrenadante con e l a n te r io r  y c e n tr ifu g â n d o lo s  a 20.000 

g 1 h o ra . El p re c ip ita d o  ré s u lta n te  se suspendié  en sacarosa 0 ,32 H y se homoqenei- 

zo prim eram ente con un homogeneizador de te f lé n  y después se son icé  con un liranson 

LS 75 d u ra n te  3 x  15 s .  A c o n t in u a c ié n  se a p l ic é  e s ta  suspensién en tubos de ro ­

to r  Beckman SW 25 que co n ten îa n  un g ra d ie n te  de sacarosa con las  s ig u ie n te s  concen- 

t ra c io n e s :  I , 5 - 1 ,4 - 1 ,3 - 1 ,2 - 1 , l - l , 0 - 0 , 8 m ( 3 ,5  mL de cada d is o lu c iô n ) .  El m a te r ia l de 

la s  fra c c io n e s  re co q id a s  e n tre  1 ,0  y 1 ,4  M es*^que un îa  o t-b u n g a ro to x in a  con mayor 

a c t iv id a d  e s p e c îf ic a ,  y  fu e  e l u t i l i z a d o  para la  e x t ra c t io n  con CM 2 :1 . Para e l lo  

se la vé  en p rim e r lu g a r con agua para e lim in a r  la  sacarosa re s id u a l,  y p o s te r io r ­

mente se resuspend ié  en agua y se l i o f i l i z é .

Las membranas l io f i l i z a d a s  se suspend ie ron  en CM 2:1 en la  p ro p o rc lé n  de 

I mL de CM 2:1 por 40 mg de l i o f i l i z a d o  y se so n ica ro n  du ra n te  2 x 1 m in , quedando 

a s î p a r t îc u la s  de un tamaflo u n ifo rm e . Se d e jé  en a g ita c ié n  unas 16 horas a 4 "C y 

p o s te r io rm e n te  se c e n t r i fu g é  a 80 ,000  g 50 m in . El sobrenadante se co n ce n tré  has­

ta  1 /2  de su volumen I n i c ia l  y se p r é c ip i té  con 4 v o l .  de e te r  a -20"C (con e te r -  

e tano l no se c o n s ig u iü  p r e c ip i t a c ié n ) . A las  2 horas se v o lv ié  a c e n t r i fu g a r  y e l 

p re c ip ita d o  se d is o lv ié  en 0 ,5  mL de SOS 2 ,5  2 , NajCOj 1 2 , ca le n tan d o  a 70°C
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5 min para  fa v o re c e r la  d is o lu c iô n .  Después de d ia l i z a r  d u ra n te  13 h o ra s , ta n to  

e s te  p re c ip ita d o  d is u e lto ,c o m o  membranas r ic a s  en re c e p to r  d is u e lta s  con SDS a l 

2 ,5  % T re n te  a l tampon de d iâ l i s i s  p re v io  a la  e le c t r o fo r e s is ,  se a p iic a ro n  am- 

bas m uestras en g e le s  de S D S -p o lia c r iIa m id a  con e l f i n  de com parartas con lo s  

p ro te o lT p id o s  de la  e le c tro p la c a  t o t a l .

5 .2 .  EXTRACCIOH DE PROTEOLIPIDOS DE LA ELECTROPLACA DE TORPEDO.

El te j id o  l i o f i l i z a d o  p e rte n e c ie n te  a la  e le c tro p la c a  to ta l  de Torpedo 

se e x t r a jo  con CM 2:1 en la  p ro p o rc ié n  de 20 mL de d is o lv e n te  por mg. de m a te r ia l 

l i o f i l i z a d o .  Para e l l o  se homogeneizô d u ra n te  4 x  30 s .  con un P o ly tro n , de jando  

in te rv a lo s  de 30 s . e n tre  cada p é rio d e  de hom ogeneizacl6n. Después se d e jô  a 4*0 

con l ig e r a  a g ita c ié n  d u ra n te  10 lie ra s . El e x t ra c to  se f i l t r é  p o s te r io rm e n te  y se 

co n ce n tré  en ro ta va p o r hasta  aproximadamente 1 /4  d e l volumen i n i c i a l .

En a lgunos experim en tos se u t i l i z a r o n  lo s  p ro te o lT p id o s  p re c ip ita d o s  y 

p a rc ia lm e n te  d e lip id a d o s . En ese caso e l e x t ra c to  o rg â n ic o  concentrado  se d e jé  a 

-20°C y a e s ta  misma tem pera tu ra  se t r a t é  con 4 v o l .  de e te r -e ta n o l 1 :1 . Después de 

unas 2 horas a -2Q“ C e l p re c ip ita d o  r é s u lta n te  se séparé por c e n tr ifu g a c ié n  a 

60.000 g 40 min y se resuspend ié  en la  correspond  le n te  s o lu c iô n  acuosa para p o s tc -  

r io re s  e s tu d io s .  La resuspens ién  y /o  p o s te r io r  d is o lu c iô n  con SDS de lo s  p ro te o -  

IT p idos  p re c ip ita d o s  se hacfa mas d i f f c i l  s i e l p re c ip ita d o  se dejaba se ca r, por 

lo  que una vez decantado e l sobrenadante o rg â n ic o  se aéadTa râp idam ente la  d is o -  

lu c ié n  acuosa.

5 .3 .  CROMATOGRAF!A EN DEAE-CELULOSA.

Para la  p re p a ra c iô n  d e l cam biador, que en e s te  caso era  DEAE-cetulosa 

DE-52, se s ig u ié  una m o d if ic a c ié n  d e l método empleado por Rouser e t  a l (4 3 ) .  La 

ré s in a  se suspendié en 15 v o l .  de MCI 0 ,5  N de jândose  15 min con le n ta  a g ita c ié n .
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Después de f l l t r a r  en un Buchner y la v a r  con agua rep e ttd a m e n te , se resuspend ié  

en 15 v o l .  de NaOH 0 ,5  N de jândose e l mismo tiem po que a n te s . Una vez f i l t r a d a  sc 

lavô  con agua y después con 5 v o l de metanol y 5 v o l .  de â c id o  a c é tic o , dejândose 

en e s te  mismo s o lv e n te  unas 12 h o ras . Con e l cambiador en su forma a c e ta to  se mon­

té  una columna de 20 cm de lo n g itu d  y 1 ,5  cm de d iâ m e tro . Para que e l empa<|ueta- 

m ien to  fu e ra  u n ifo rm e  se a p l ic é  una c o r r ie n te  de 11̂  a p re s ié n  por la  p a rte  s u p e rio r  

y sIm ulténeam cnte se fue  lavando con 6 v o l .  de m e tano l, 5 v o l .  de CM 1:1 y )  v o l .  

de CM 2 :1 .  La columna, con un f l u j o  de 0 ,5  mL/min aproximadamente, qùcdé l i s t a  para 

usa rse .

El e x tra c to  p ro te o l ip îd ic o  concentrado  se a p lic é  a la  columna en c a n t i ­

dad é q u iv a le n te  a 3 ,5  mg de p ro te în a  (1 ,75  mg/mL) y la  e lu c ié n  se r e a l iz é  con 5 

v o l .  de CM 2:1 y 9 v o l .  de CM 2:1 -  p - to lu e n s u lfo n a to  s é d ico , en un g ra d ie n te  de 

co n c e n tra c ié n  de e s te  u lt im o  e n tre  I y 100 mM. Se re co g ie ro n  fra c c io n e s  de 1,8 mL 

en las  que se dé te rm iné  co n ten id o  de p ro te în a  (9 6 ,9 5 ), fo s fa to  I ip î d ic o  ( 9 7 )  y 

azûcares re d u c to re s  (9 8 ) .

5 .4 . UNION DE LIGANDOS COLINERGICOS.

T an to  en e l e x t ra c to  t o t a l  de e le c tro p la c a  de Torpedo como en la s  f r a c -  

c lones o b te n id a s  en la  c ro m a to g ra fîa  de DEAE-celulosa se ensayô la  un ion  e sp e c î­

f ic a  de v a r io s  lig a n d o s  c o l in é rg ic o s .  P rin c ip a lm e n te  se e s tu d ié  la  un ién  de ( ^M) -  

a c e t i I c o l in a  y (^H )-Q f-b u n g a ro to x in a . Para e l lo  la s  fra c c io n e s  se agruparon segûn 

los  mâximos de p ro te în a  o b te n id o s  y se conce n tra ro n  Iias ta  que con ten îan  0 ,2  ng de 

p ro te îna /m L  de so lv e n te  o rg â n ic o . Se tornaton a lîc u o ta s  de 0 ,5  mL y se incubaron 

con ( ^ H ) -a c e t iIc o lIn a  10 ^M du ra n te  20 min a 25°C. Para separar la  r a d ia c t iv id a d  

l ib r e  de la  unida se api ica ro n  a c o n tin u a c ié n  a columnas de Sephadex LH-20 de 

15 cm de lo n g itu d  y 0 ,75  cm de d iâ m e tro . Estas columnas se p repara ron  y e lu ye ro n  

de la  s ig u le n te  form a: se lavé  e l Sephadex LH-20 re p e t Idas veces en un Buchner
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con agua b id e s t i la d a  y  a ce ton a . Después se d e jô  secar a 37°C 12 h o ra s . P o s te r io r ­

mente se é q u i l ib r é  d u ra n te  4 horas con CM 1:1 y en e s te  mismo s o lv e n te  se m onta- 

ron la s  co lum nas, lavandose la s  mismas a c o n tin u a c ié n  con 2 v o l .  de CM 4 :1 ,  CM 15:1 

y c lo ro fo rm o . Después de 2 horas en e s te  d is o lv e n te  la  columna estaba l i s t a  para  

ser usada. Una vez a p lic a d a  la  m uestra se r e a l iz o  su e lu c ié n  con 15 mL de c lo r o ­

fo rm o, y 10 mL de CM 15 :1 , CM 4:1 y CM 2 :1 . En la s  f ra c c io n e s  reco g id a s  (2mL) se 

m id iô  absorbanc ia  a 280 nm y en lo s  mâximos se dé te rm in é  e l c o n te n id o  de p rt t te fn a  

y r a d ia c t iv id a d .  La un ién  no e s p e c îf ic a  se éva lué  p re incubando  m uestras p a ra le la s  

con d - tu b o c u ra r in a  71 ,5  j:M, d u ra n te  20 min a 25*C.

En la  f r a c c ié n  I de la  c ro m a to g ra fîa  de D E A E -ce lu losa , que fu e  la  que 

p ré sen té  la  mâxima u n ion  de ( ^ H ) - a c e t i I c o l in a ,  se ensayé tam bién la  in h ib ic lé n  

p roduc ida  a l p re in c u b a r a 25°C 20 min con lo s  s ig u ie n te s  agentes c o l in é rg ic o s :  

a tro p in a  (10 pM), hexam etonio (500 pM ), o xo tre m o rin a  (20 pM), a c e t i I c o l In a  (400 pM) 

y Q C -bungarotoxina (2 ,3  pM). Este u lt im o  IIg a nd o  se Incubé d u ra n te  1 h o ra .

A s î mismo en e l p rim e r p ic o  se e s tu d ia ro n  d iv e rs e s  c a ra c te r îs t Ic a s  de la  

un ién  de ( ^ l l ) - a c e t i  Ic o l ina a l re c e p to r ,  ta ie s  como la ( s )  c o n s ta n te (s )  de d ls o c la -  

c ié n  y e l numéro mâximo de s i t io s  de u n ié n . Para e l lo  m uestras con ten iendo  100 pg 

de p ro te în a /0 ,5  mL se p re in cu b a ron  con o s in  d - tu b o c u ra r In a  71 ,5  pM a 25°C 20 min 

y después con ( ^ H ) - a c e t i I c o l in a  en co n ce n tré e io n es  com prendidas e n tre  1 nM y 5 pM 

d u ra n te  20 min a 25°C. P o s te fio rm e n te  se u t i l i z a r o n  la s  columnas de Sephade* LH-20 

como en casos a n te r io re s .

La un ién  de ( ^ l l ) - 0 ( - b u n g a ro to x in a  se e s tu d ié  incubando es ta  droga en 

c o n c e n trâ tio n e s  de 1 pM du ra n te  una hora a 25'C con un e x tra c to  o rg â n ico  de la s  

mismas c a ra c te r îs t ic a s  que lo s  a n te r io re s .  La u n ié n  e s p e c îf ic a  se dé te rm iné  re s -  

tando de la  un ién  t o ta l  de (^H )-® f-b ü n g a ro to x in a  lo  que se u n ié  a un e x tra c to  

p re incubado con d -tu b o c u ra r in a  40 pM (un ié n  no e s p e c î f ic a ) .

P a ra le lam en te  a e s to s  e s tu d io s  se a p lic a ro n  en Ias  columnas de Sephadex
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LH-20 m uestras que s 6 lo  co n ten îa n  droga l ib r e ,  ya fu e ra  ( ^ H ) - a c e t i Ic o l in a  o (^H )- 

C t-b u n g a ro to x In a , para c o n t rô le r  la  ra d ia c t iv id a d  no re te n id a  que no ilm  un ida  a 

p ro te în a ,

5 .5 .  HARCAJE CON 4 - (N-MALEIHIDO)FENIL(^H)TRIMETILAHON10. (HPTA).

Se h iz o  esenc ia Im en te  segûn e l método de Karl In y Cowhurn (o 5 ) . Un p re ­

c ip i  tado de p ro te o lîp id o s  o b te n id o s  a p a r t i r  de I g . de ôrgano e lé c t r ic o  l i o f i l i ­

zado se suspendié  en 8 mL de tampén tr is -H C I 10 mM, pll 8 , NaCI 0,1 M, IDTA 10 mU, 

d i t i o t r e i t o l  1 mM (anad ido  e s te  ju s ta m e n te  an tes de usa rse ),S e  incubé a tem pera tu ­

ra  am biente 20 min y la  re a c c iô n  se de tuvo  m ediante la  a d ic ié n  de 8 niL dp tampén 

fo s fa to  sé d ico  0 ,5  M, pH 6 ,7 .  Después de c e n t r i fu g a r  a 60.000 g 40 min se re s iis -  

pend ié  e l p re c ip ita d o  en 12 mL de tampôn fo s fa to  sôd ico  10 riM, pH 7, NaCI 150 mil, 

EDTA 10 mM y se incubé con (^H)-MPTA (42 nmoles é q u iv a le n te s  a 1 ,2  . I 0^ dpm) du­

ra n te  10 m in . La re a c c iô n  se de tuvo  con 10 |iL de 2 -m ercap toe tano l y e l p re c ip ita d o  

se récupéré  por c e n tr ifu g a c ié n  ig u a l que a n te r io rm e n te . Se la vé  dos veces con e l 

mismo tampén empleado en e l m a rca je , c e n tr ifu g â n d o s e  en las mismas co n d ic io n es  an­

te r  io re s .

A d ic io n a Im en te  se lle v a ro n  a cabo dos c o n trô le s .  Para anbos se s iq u ié  eI 

p ro ce d im ie n to  a n te r io r ,  pero en uno de e l lo s  no se re a liz e ' la  reduce ién con OTT, 

m ie n tra s  que en e l o t r o  la  m o d if ic a c ié n  cons 1 s t ié  en una p re in cu b a c ié n  du ran te  1 

hora  con oC -bungarotox ina , an tes de l m arca je  con ( H)-MPTA. Los p ro te o lîp id o s  

marcados se d is o lv ie ro n  conipletam ente en 2 ,5  mL de CM 2:1 -  p - to iu e n s u Ifo n a lo  s é d i­

co 10 mM ( s in  la  p re se n c ia  d e l pTS apcnas habîa d is o lu c iô n )  sonicando du ra n te  5 

m in en un son icador con bano de agua. Esta d is o lu c iô n  sc ap l ic ô  en una coluiiF.a de  

DEAE-celulosa preparado segûn ya se e x p lic ô  con a n te r in r id a d  y a d ic in n a Im e n te  la ­

vada con t rè s  volûmenes de CM 2:1 -  pTS 10 niM. Con e s ta  misma mezcla se e lu yé  

(3 v o l . )  y p o s te r io rm e n te  con 4 v o l .  de CM 2 :l-p T S  50 mM. En las fra c c io n e s  re s u l-
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ta n te s  se m id iô  p ro te în a  y r a d ia c t iv id a d .  Las que p rese n ta ro n  mâximo co n te n id o  de 

p ro te în a  se t r a n s f i r ie r o n  a una s o lu c iô n  acuosa que co n te n îa  SDS a l 10 % (ve r a p a r­

tado 3 .5 .1  de e s ta  secc iôn ) y se som e tie ron  a e le c t r o fo r e s is  por lo s  p roce d Im ie n to s  

ya d e s c r ito s .  Una vez te n id o s  y d e s te n id o s  lo s  c o rre sp o n d ie n te s  g e le s ,  sc c o r ta ­

ron en fragm entos tra n s v e rs a le s  de 5 mm y se co loca ron  lo s  mismos en v ia le s .  Des­

pués de a n a d ir  0 ,7  mL de tl^Og se c a le n ta ro n  a IIO 'C  du ra n te  1 h o ra . Después se a îla - 

d ie ro n  16 mL de m e t iIc e lo s o lv e  a l 20 % en h id r o f lu o r  (1 g . de PPO + 1 L de to lu e n o  

+ 666 mL de m e t iIc e lo s o lv e )  de jândose en reposo unas 12 horas para  que la  a c r i la m i­

da p re c ip ita s e ,  y proced iendo después a su c o n ta je .

5 .6 .  ESTUDIOS SOBRE GRUPOS DISULFURO Y SULFHIDRILO.

Estos experim entos se h ic ie ro n  con lo s  p ro te o lîp id o s  p re c ip ita d o s  de la  

misma forma que en lo s  casos a n te r io re s .

Por una p a rte  se dé term iné  e l numéro de grupos -SS- y -SH en e l e x t ra c ­

to  t o ta l  p re c ip ita d o ,  por medio de â c id o  io d o (^ H )a c é tic o . Para e l l o  se h iz o  lo  s i -

g u ie n te : lo s  p ro te o lîp id o s  p re c ip ita d o s  a p a r t i r  de un e x tra c to  de 0 ,6  g . de 6 r -

gano e lé c t r ic o  l i o f i l i z a d o  se d iv id ie r o n  en t rè s  p a rte s  Igua les  A , B y C. A c o n t i -

nuaciôn se anadié  a cada una I mL de tampôn fo s fa to  séd ico  10 mM, pH 7 , UaCI 50 mil,

EDTA I niM, lla tl^ 3 mM. Ademâs A co n te n îa  U -e t i Im ale im ida  10 mM para b loquear lo s  -SH

l ib r e s .  Se incubaron  a 4'C du ra n te  30 m in . Después de c e n t r i fu g a r  a 80 .000  g 10 min 

los  p re c ip i tados se resuspend ie ron  en 0 ,5  mL de tampén tr is -H C I 10 mil, pH 7 ,4 ,  EDTA 

1 mil, PHSF 0 ,1  mil y se anad ie ron  0 ,5  mL de tampén tr is -H C I 20 mM, pH 8 ,2 ,  ilaC l 150 mM

EDTA I mil, HaNj 3 mil. A las  p a rte s  A y B se aqd ié  también d i t i o t r e i t o l  20 mM y se

incubaron a 30'C d u ra n te  30 m in , con lo  que se rompie ro n  lo s  grupos -S S - .P o s te r io r ­

mente las  t r è s  m uestras se incubaron a tem pe ra tu ra  ambiente du ran te  I hora  con 

120 p ii â c id o  io d o (^ H )a c é tic o , de ta l form a que en A se marcaronmayor i ta r  iamente lo s  

grupos -S S -, en B lo s  grupos -SS- y -SH y en £  ûnicam ente lo s  -SH l ib r e s .  Por
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u lt im o  le s  p re c lp îta d o s  se la va ro n  dos veces con tampon tr ïs -K C I 20 nifl, p ll 8 ,2 ,

NaCI 150 mM, EDTA 1 mM, PHSF 0,1 mM para e l im in a r  la  ra d ia c t iv id a d  re s id u a l no 

u n id a  y se suspend ie ron  en e l mismo tampôn con c l f i n  de d e te rm in a r su co n ten id o  

de p ro te fn a  y r a d ia c t iv id a d .

Se observe que en e l p rim e r paso , a l t r a t a r  los  p re c lp îta d o s  con MaCI 

50 mM a pH 7 , dIsmInuTa la  c a n tid a d  de lo s  m ismos, quedando p ro te fn a  s o lu b iI iz a d o .

Ya que era un hecho l la m a tlv o  e l que p ro te fn a s  s o lu b iI tz a d a s  con CM 2:1 y lucqo 

p re c ip ita d a s  se s o lu b iI iz a ra n  s in  ayuda de d e te rg e n te , se in v e s t igô  la  îd c n tid a d  

m o le c u la r de e s ta (s )  p ro te fn a s . Para e l l o  se s ig u iô  con e s ta  d is o lu c iô n  e l mismo 

p ro c e d im ie n to  que con lo s  p re c lp î ta d o s , c o rr îô d o s e  despucs una e le c t r o fo r e s is  de 

la s  m uestras tra ta d a s  seqûn la s  c o n d îc io n e s  A , B y C mencîonadas a r r îh a .

in te re sa b a  tam bién é v a lu e r e l co n te n id o  de grupos -SH en la s  d is t in t a s  

fra c c io n e s  de la  c ro m a to g ra ffa  de D E A E -ce lu losa , a s î como de cada p ro te fn a  p ré ­

sen ta  en la s  mismas. Para e l lo  se h iz o  lo  s ig u le n te :  un p re c ip ita d o  de p r o t e o l f p i ­

do s to ta le s  p rocédante  de 2 ,3  g . de ô rgano e ic c t r ié o  l i o f i l i z a d o  sc suspendiô en 

6 mL de tampÔn t r ls -H C l 10 mM, pH 8 , NaCI 100 nM, EDTA 1 mM, d i t i o t r e i t o l  b mM, 

Incubandose a tem pera tu ra  am biente 30 m in . A c o n tin u a c ié n  se anad iô  5 c id o (3 ||)a c é - 

t lc o  hasta  una co n c e n tra c ié n  15 pM y se Incubô d u ra n te  unas t rè s  h o ras . Pespues 

e l p re c ip ita d o  se la vô  con e l mismo tampon s in  DTT y se d is o lv lô  en B mL de CM 2 :1 -  

pTS 10 mM. Esta d is o lu c iô n  se a p lic ô  en una columna de DCAE-ccluiosa p roced icndose  

exactam cnte Ig u a l que en e l caso de lo s  p ro te o lîp id o s  marcados con MPTA. Las f r n c c io -  

nes con maximo co n ten id o  de p ro te fn a  y r a d ia c t iv id a d  se t r a n s f i r ie r o n  a una s o lu c iô n  

acuosa con SOS a l 10 Z y se h iz o  e le c t r o fo r e s is  a pM b a s ic o . En cada g e l se con tô  

la  ra d ia c t iv id a d  como yn se ha d e s c ri to .

También se de te rm ine  e s p e c tro fo to m é tric a m e n te  (115) la  co n cp n tra c io n  do 

grupos -SH en la s  fra c c io n e s  de la  columna de D EA E-ce lu losa, Para e l lo  lo s  p r c c ip i -  

tados o b ten id o s  con e te r -e ta n o l se d is o lv ie r o n  con t r is -H C I 100 mM pll 8 , fDTA 5 mM,
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SOS 2 ,5  %, en una co n c e n tra c ié n  de 0 ,3  mg p ro te fn a  /  mL. A 0 ,5  mL de e s ta  d ls o lu -  

c ié n  se anad ie ron  50 pL de â c id o  5 , 5 ' " d it io b is ( 2 - n i t r o h e n z o ic o )  10 mM en t r ls -H C l 

100 niM pM 3. Se m id ié  la  abso rbanc ia  a 412 nm c o n tra  un b lanco  hasta que la  d e n s l-  

dad é p t ic a  no s ig u ié  sub icndo . La co n ce n tra c ié n  de grupos -SH se c a lc u lé  usando 

un c o e f ic ie n te  de e x t in c ié n  de 13.600 M'^cni” '  (1 1 6 ).



^ 3
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I .  rROTEOLIPIDO DE HIELIHA.

1 .1 . AISLAMIENTO Y PURIFICACION DC MIELINA.

El p ro ce d im ie n to  d e s c r i to  para la  p u r l f ic a c io n  de m ie lin a  r in d iô  2 g . de 

m ie lin a  l i o f i l i z a d a  a p a r t i r  de aproximadamente 50 g . de su s ta n c ia  b lanca de c e re ­

bro  de vaca . El grado de pureza de la  membrana se comprobô po r m ic ro sco p fa  e le c -  

t rô n ic a  y por e le c t r o fo r e s is  en g e le s  de S O S -p o lla c rtIa m id a .

En la  m ic ro fo to g ra f îa  de la  f ig u ra  2 puede obse rva rse  que la  m ie lin a  pu­

r i f ic a d a  e s té  l ib r e  de membranas c ito p la s m â tic a s  de c é lu la s  n e rv io s a s . A lgunos f r a g ­

mentos p résen tés proceden de ro tu ra s  de la  m ie lin a  d u ra n te  e l p roceso  de p u r i f I c a -  

c i  ôn.

Cada paso de la  p u r i f ic a c iô n  se s ig u ié  tam bién por a n a l is is  en g e le s  de 

S D S -p o lia c r iIa m id a , observSndose e l aumento de in te n s id a d  de la s  bandas que se ha 

d e s c r ito  en la  l i t e r a t u r a  que componen esta  membrana (11 7 ), lo  que c o n firm é  su pu­

re z a . A e fe c to s  a n a IT t ic o s , e s te  m étodo, por su s e n c i l le z  y f é c i l  r e a l iz a c ié n ,  pa- 

rece mas co n ve n ien te  que e l segu im ien to  de la  p u r i f ic a c ié n  por medio de marcadores 

e n z im â tico s  (1 0 6 ), a lgunos de lo s  cua les  se ha comprobado que no son muy conve- 

n ie n te s  para e s te  f i n . (1 1 8 ), por la s  p o s ib le s  con tam inac lones procédantes de o tra s  

membranas.

1 .2 . EXTRACCIOH DEL PROTEOLIPIDO DE MIELINA.

La e x tra c c ié n  de l p ro te o lT p id o  se basa en la  s o lu b iI Iz a c ié n  de l mismo 

ju n to  con o tra s  p ro te fn a s  en CM 2 :1 .  Luego s iguen una s e r ie  de procesos para  e l i ­

m inar to ta l  o p a rc ia lm e n te  esas o t ra s  p ro te fn a s , en e sp e c ia l la  p ro te fn a  bas ica  

de la  m ie lin a .

A p a r t i r  de 300 mg de m ie lin a  l i o f i l i z a d a ,  homogene i zada en CM 2:1  

(después de d iv e rs e s  pruebas la  p ro p o rc ié n  éptim a de CM 2:1 re sp e c te  a la  c a n t i -
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FIGURA 2: H ic ro g ra f fa  e le c t rô n ic a  de la  m ie l ir a  p u r i f ic a d a .  Sc 
observa que e s ta  l i b r e  de elem entos c ito p la s m â tIc o s .  Los f r a g ­
mentos s u e lto s ,  que p o d rfa  pa rece r que pertenecen a membranas 
c ito p la s m â t ic a s ,  p roceden , a l p a re ce r, de membranes m ie lîn ic a s  
ro ta s  du ra n te  e l p roceso de p u r i f ic a c ié n .

dad de m ie lin a  a s o lu b i I iz a r  fu e  de 1 ,2  mL/mg de m ie lin a  l i o f i l i z a d a )  se o b tu -  

v ie ro n  32 mg de p ro te o lT p id o  p a rc ia lm e n te  p u r i f ic a d o .  En la  p re c ip ita c ié n  con 

KCI y p o s te r io re s  lavados con agua se comprobé que, aunquc se e lim îna b a  la  p ro te î -
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na b â s ica , tam bién se pe rd îa  p ro te o lîp id o  en la  In te r fa s e  a g u a -d is o l vente o rg â n i­

co , quedando ademâs e l e x tra c to  ré s u lta n te  bas tan te  Impur If Ic a d o  aun con p ro te fn a  

bâs ica  ( f ig u r a  5, g e l a ) .  Ante e s to  se o p tô  por la  e llm in a c iô n  de e s to s  pasos, ha- 

b lda  cuenta  ademâs, de que e l cambiador lô n ic o  empleado p o s te r io rm e n te  re te n îa  en 

su to ta lId a d  la  p ro te în a  b â s ica .

A s î pues, para la  c ro m a to g ra fîa  en DEAE-celu losa se p a r t  16 de l e x t ra c to  

de m ie lin a  t o t a l ,  a p lIcândose  una ca n tid a d  de l mismo é q u iv a le n te  a 20 mg de p ro ­

te în a .  La e lu c ié n  de la  columna p ro p o rc io n ô  un p Ico  de a b so rc ié n  a 280 nm que 

con ten îa  en su segunda p a rte  un mâximo de fo s fa to  y azdcares re d u c to re s  ( f ig u r a  3 ) .

a
Ktuicni Ml

!

FIGURA 3 : F racc ionam ien to  c ro m a to g fâ fIc o  en DEAE-celulosa de! p ro ­
te o l îp id o  de m ie lin a .  Se a p lic a ro n  20 mg de p ro te în a  (2 mg/mL) en 
una columna (2 ,5x18 cm) de D EA E-ce lu losa. Se e lu y é  con CH 2:1 y un 
g ra d ie n te  de â c id o  a c é tic o  en e s to s  d is o lv e n te s .  V e loc idad  de f l u ­
jo  18 m L/hora aproxim adamente. Se o b tu v ie ro n  dos mâximos (FI - F i l ,  
F i l l )  de abso rbanc ia  a 280 nm, e l p rim e ro  e luycndo  con CM 2:1 y e l 
segundo con e l g ra d ie n te  de â c ido  a c é t ic o .
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Fue p o r e s to  po r lo  que ae d lv ld l5  e s te  p ic o  en dos fra c c io n e s  FI y FI I ,  s iendo 

e s ta  u lt im a  la  que tenTa e l mâximo de azdcar y de fo s fa to  mencionado. La e lu c ié n  

con e l g ra d ie n te  de â c id o  a c é t ic o  0 ,1 -2  N p ro p o rc io n ô  o t ro  p ic o  con a l to  co n te ­

n id o  tam bién de fo s fa to  y a zû ca re s , que se denominô fra c c iô n  F i l l .  [ I  a n â l is is  

de am inoâcidos de la  m uestra  a p lic a d a  en la  columna y de la s  fra c c io n e s  o b ten id a s  

en la  e lu c lô n  se esquem atiza en la  ta b la  2 . En e l la  se puede o b se rva r que e l c x -

TABLA 1: Com posiclôn de am inoâcidos d e l e x tra c to  r Ic o  en p ro te o lîp id o  de m ie lin a  
a p lIc a d o  en la  columna de D EA E-celu losa y de la s  fra c c io n e s  o b ten id a s  en la  e lu ­
c lô n  de la  misma.®

E x tra c to  r ic o  F ra cc iô n  F racc iô n
en p ro te o lîp id o  F i l  F I I I

L Is In a 6,72 3 ,60 7,46
H Is t id In a 5.22 2,30 6 ,37
A rg In ln a 9,31 2 ,70 9,88
A c id o  a s p â r t ic o 6,21 5,11 7.17
T reo n in a 5,40 7,60 6 ,0  3
Ser i na 11,56 7,63 7,67
A c id o  g lu tâ m ic o 5,89 7,35 7,35
P ro lin a 3,40 2,52 1,50
C lic o c o la 13,18 13,00 14,83
A la n in a 7,64 10,87 12,15
1 /2  C is t in a 1,03 0 ,00 0,00
V a lIn a 1,85 7 ,78 1.10
M e tlo n i na 1,40 1,01 1,20

3,471 so l eue i na 0 ,30 5,61
Leuc1na 5,52 10,50 4,32
T i ros i na 2,33 3 ,69 1,23
F e n lla la n in a 6,78 8 ,70 6 .73

®Valores expresados en m oles/100  m oles. Los rc s u lta d o s  son media de dos e x p é r i­
mentes en lo s  que cada d e te rm in a c iô n  se h iz o  por dupi ica d o . l!o sc obse rva ron  de^ 
v ia c lo n e s  mayores de aproximadamente un 7 %.

t r a c to  de p a r t id a  tc n îa  una gran  p ro p o rc iô n  de p ro te în a  b â s ic a , segûn se deduce 

de la  com paraciôn con la  com posic lôn  de am inoâcidos de a q u e lla  (1 1 0 ). E sto  ta i i-  

b ién  co n firm a  que la  p r e c ip i ta c iô n  con KCI no es muy e fe c t iv a  para e llm in a r  la  

p ro te în a  bâs ica  y en cambio t ie n e  e l in co n ve n ien te  de re d u c ir  la  ca n tid a d  de
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p ro te o lîp id o  o b te n id o . En cuan to  a la s  d is t In ta s  fra c c io n e s  puede a f lrm a rs e  que 

FI no c o n te n îa  p ro te în a , po r lo  que la  a b so rc lô n  a 280 nm q u izâ s  se deba a a l -  

gûn l î p id o  e lu îd o .  La segunda F i l ,  e ra  s im ila r  en su com posic lôn  a l p ro te o lîp id o  

de m ie lin a  p u r i f ic a d o  por a lgunos a u to re s  (4 5 ) , m ie n tra s  que F I I I ,  aunque con 

un a l t o  p o rc e n ta je  de a rg in in a ,  g lIc o c o la  y a la n in a , d i f e r î a  en su com posic lôn 

ta n to  de l p ro te o lîp id o  como de la  p ro te în a  b â s ica  de la  m ie lin a .

La id e n t i f ic a c iô n  de fo s fo l îp id o s  en e l e x t ra c to  a p lic a d o  a la  columna 

y en la s  f ra c c io n e s  o b ten id a s  de la  misma se h iz o  m ediante  c ro m a to g ra fîa  en capa 

f in a .  En la  f ig u ra  4 puede obse rva rse  que e l e x t ra c to  p rocédante  de la  m ie lin a  

con ten îa  e se nc la lm en te  f o s f a t l d i I c o l I n a  (PC), f o s f a t Id 11serIna (P S ), f o s f a t l d l l e -  

tano lam ina  (PE), ce re b rô s id o s  (CD) y a lg o  de e s fIn g o m lâ lin a  (EH). La f ra c c iô n  FI

# f
* i  -P E  

f  #  f  — PS

*  *  I  “  MI  — EM

' Ï S  F -

1 2  S «  S G 7

FIGURA 4 : C rom atog ra fîa  en capa f In a  d e l e x t ra c to  r ic o  en p ro ­
te o l îp id o  de m ie lin a  a p lIc a d o  en la  columna de DEAE-celulosa y 
de la s  fra c c io n e s  ré s u lta n te * .  Puntos 1 y  7: p a trô n  con ten iendo  
po r o rden  descendante CD (mas I îp id o s  n e u tro s , e t c . ) ,  PE, PS,
PC y EM, 10 nmoles de cada uno. Puntos 2 y 6: e x t ra c to  t o ta l  
con ten iendo  CD, PE, PS, PC y a lg o  de EM. Punto 3 : f r a c c iô n  FI 
co n ten ie n d o  CD (mas I îp id o s  n eu tros  e t c . ) .  Punto 4 : f ra c c iô n  
F i l  con CD, PS y PC. Punto 5: F racc iô n  F i l l  con CD. En cada pu£ 
to  se a p l ic ô  e l é q u iv a le n te  de 40-50 nmoles P i.
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s ô lo  con ten îa  CB y /o  a lgûn  o t ro  l î p id o  s in  I d e n t i f ic a r  que se desplazaba con e l 

f r e n te  de l cromato g rama. La p re se n c ia  de fo s fa to  en esta  f ra c c iô n  no se pudo de- 

te c ta r  ( ta b la  2 ) .  La f ra c c iô n  F i l  co n te n îa  p re fe re n te m e n te  PC, PS y a lg o  de CR, 

lo  cu a l c o ïn c id e  con lo s  da tos c u a n t l ta t iv o s  de la  ta b la  2 . Por u lt im o  F i l l  te n ta  

un a l t o  c o n te n id o , a l p a re c e r, de CD.

TABLA 2 : C ontenido  de p ro te în a ,  fo s fa to  y azûcares re d u c to re s  de l e x t ra c to  r ic o  en 
p ro te o lîp id o  de m ie lin a  a p lIc a d o  en la  columna de DEAE-celulosa y de las  f r a c c io ­
nes o b te n id a s  en su e lu c lô n .

E x tra c to  

p ro te o l ip îd ic o
FI FI 1 PI 1 1 ô '.re trn id o  

en colurnnn

P ro te în a (  » f l r ,  )

F os fa tO |(p m o le s ) 
Azûcar
re d u c to r(p m o le s )

20,00(100%)

31,00(100%)

108,00(100%) 5 ,2 8 (4 .8 8 )

0 ,4 5 (  2 .3 )3  

0 ,4 3  ( 1 .4 )

48 ,14  (44 ,4 )

0.52  (2 ,6 ) 

10.7 ( 3 4 ,0

12,40 (11 ,4 )

95,10

64,00

39.50

^E n tre  p a ré n te s ls  se in d ic a n  lo s  p o rc e n ta je s  que rep ré se n ta  cada f ra c c iô n  con re s ­
pecte  a l t o t a l  a p lic a d o  a la  columna.

De la  m uestra de p a r t id a  a p lic a d a  a la  columna y de las  fra c c io n e s  que 

co n ten îan  p ro te în a , es d e c ir  FI I y F M I ,  se h iz o  e le c t r o fo r e s is  en ge les  de SDS- 

po l ia c r  I Iamida a pll b â s ic o . El re s u l tado  puede a p re c ia rs e  en la  F igu ra  5. Coijo ya 

se in d ic é  a l h a b la r de la  com posic lôn  de am inoâc idos, c l e x t ra c to  de p a r t id a  con­

te n îa  mayor I t a r  lamente la  p ro te în a  bâs ica  y s lq u ié n d o le  en in ip o rta n c ia  c l p ro te o -  

1T p ido . Habîa ademâs o tra s  bandas, a lgunas de la s  cu a le s  po d rîa n  dcberse a ag rega - 

dos d e l p ro p lo  p ro te o l îp id o .  En F i l  y F M I s ô lo  se pudo a p re c ia r  la  p re se n c ia  de 

una banda que p o s ib le m e n te , y por com paraciôn con e l gel de la  m uestra ap l icada a 

la  columna, p e rte n e c îa  a l p ro te o l fp id o .  En e l caso de FI I I  p od rîa  ba l'iT  co n ta m i- 

naciôn  con la  p ro te în a  b â s ica , dado que ademâs la  com posic lôn  de am inoâcidos de es­

ta  f ra c c iô n  no se asemeja n i a la  d e l p ro te o lîp id o  n i a la  de la  p ro te în a  b â s ic a , 

aunque su p o rc e n ta je  de am inoâcidos h id rô fo b o s  es a l t o .  Esta con tam inac iôn  es ne -
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nos p robab le  que o c u r r ie r a  en FM ya que aquî s i  que c o in c id e  su composic iôn con 

la  de l  p ro te o lT p id o  de m ie l in a  ha l la d a  por o t ro s  a u to re s  (4g ) .

■ *

%

a b c

FIGURA 5: E le c t r o f o r e s i s  a pH bâ- 
s ic o  del e x t r a c to  r i c o  en p ro te o -  
I f p i d o  de m ie l in a  a p l i c a d o  en la  
columna de DEAE-celu losa y de las  
f ra c c io n e s  r é s u l t a n t e s .  a :muestra  
a p l ic a d a  en la  columna. b ; f r a c c l6 n  
F i l .  C; f  race ion F M I .  Se Ind ica  
la lo c a l I z a c lô n  de la  p ro te în a  bS- 
s ica  b, y del p r o t e o l f p id o  p ( t i n -  
c iô n  d i f u s a ) .  Geles con SOS a lO , l%  
y p o l l a c r i l a m id a  a l  13 %.

1 .3 .  PURIFICACIOH POR ADSORClOH-DESADSORCION EN OEAE-CELULOSA.

El ren d im ie n to  de la  c rom a to g ra f îa  en columna fue francamente ba jo  ( t a ­

bla  2 ) ,  aunque la  separac iôn  del p r o t e o l f p i d o  era bas tan te  buena. Debido a e s to  

se in t e n ts  la  p u r i f i c a c i f î n  por medio de la  adsorc iS n  de l e x t r a c t o  o rgân ico  de m ie­

l i n a  en DEAE-celulosa y desadsorc iôn  p o s t e r i o r  e luyendo con CM 2:1 y d iv e rs e s  con- 

c e n t ra c io n e s  de Scido a c é t i c o .  De esta  forma se c o n s ig u iô  d u p l i c a r  e l  re n d im ie n to .

En p r im e r  lu g a r  se c o n s id é ré  e l  t iempo que e l  camhlador estaba en c o n ta c ­

te  con e l  d is o lv e n te  en cada etapa de la  e lu c iô n .  As f  se h i c ie r o n  d iv e rs e s  pruebas
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en la s  que e l  t iempo de a g i t a c iô n  con cada mezcla e lu ye n te  v a r iaba  desde 4 a 24 

ho ras .  Se observé que a mcdida que e l  t iempo aumentaba también lo  hacTa e l  r e n d i ­

m ie n to  de p ro te fn a  e lu fd a  ( t a b la  5 ) .  Aproximadamente un 76,5  X de la  p ro te în a  que 

se ponfa en c o n ta c te  con e l  cambiador e ra  adsorb ida  por es te  a las 4 horas de ten ­

ta  a g i t a c îé n  a 4*C. A t iempos mayores la  c a n t id ad  de p ro te fn a  se manticne p r a c t i -  

camente i n v a r i a b le .  En cuanto  a la  p ro te fn a  e lu fd a  se a lcanza un tiempo l î n i i t e  de

TABLA 3 : V a r ia c iô n  de l ren d im ie n to  de la  p u r i f i c a c i é n  por a d so rc iôn -desadso rc iôn  
en DEAE-celu losa de l p r o t e o l f p i d o  de m ie l in a  a medida que e l  t iempo de c lu c ié n  se 
m o d if ie s . *

E luyen te 4 horas 8 horas 24 horas

CM 2:1 2,14 2.21 2,98

CM 2 :1 -5 c id o  a c é t i c o  1H 2,58 7,06 16,05

CM 2 : l - â c l d o  a c é t ic o  211 2,96 4,94 13,31

CM 2 ; l - 5 c i d o  a c é t i c o  5N 3,35 7,46 21,03

Rendimiento  t o t a l 11,03 21,67 53,37

^Cada c l f r a  rep résen ta  e l  ren d im ie n to  expresado 
a la  p ro te fn a  a dso rb ida  por la  DEAE-celu losa.

comon de p ro te fn a e lu fd a  respec te

24 horas do e lu c iô n  aproximadamente, mas a l l a  del ciia I no se consigiu^ i s - jo ra r  "  I 

ren d im ie n to .  En e l  cambiador queda re te n id o  un 4 /  % de la  p ro te fn a ,  iiero la p u re z i  

de la  f r a c c iô n  o b ten îda  d ism inuyc .E n  c f e c to ,  s i  con 4 horas de e lu c iô n  se e lu yc  so­

lo  el p ro te o l  i p id o ,  la e lu c iô n  du ran te  il y 24 horas provoca la a p a r ic iô n  de bandas 

de menor peso m o le c u la r .  Se pensé que la  la rga  permanencia de la  p ro te fn a  ju n t o  al 

Scido s e r fa  la  causante de p r o t e o l is  is  y por c o n s iq u ie n te  de la  a p a r ic iô n  de d i chas 

bandas, l’ e ro  es ta  h ip ô t e s i s  se d e sca r té ,  pues ademâs de que todas las operaciones 

se h ic ie r o n  a 4°C, e l conten i do de aminoôcidos bâsicos se o levô  en la p ro te fn a  e l n f -  

da a medida que aumentaba e l  t iempo, lo  que s i ige r fa  que las bandas ap.arec i ilas p e r te -
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riecfan a la  p ro te fn a  bas Ica ,  (jue se consequîa e l u î r  a t lenpos  mayores que e l p ro ­

t e o l f p i d o .  Con e l f i n  de e v i t a r  es ta  contam inacîôn se o p té ,  por t a n to ,  p o r  r e a l i -  

zar la  e lu c iô n  s o lo  du ran te  4 ho ras .  Los re s u l ta d o s ,  en lo  que se r e f i e r e  a la  can­

t id a d  de p ro te fn a  y azûcarcs re d u c to re s ,  a s f  como f o s f a to  l i p f d î c o  en la  e lu c iô n  

du ran te  4 horas se e s p e c i f i c a n  en la  ta b la  4. Todos los  re s u l ta d o s  que se d e s c r ib i r â n  

a p a r t i r  de ahora se r e f e r  I ran  a l  m a te r ia l  o b ten id o  e luyendo du ran te  4 horas.

TABLA 4: Contenido de p ro te fn a ,  f o s f a to  y azôcares reduc to res  de las f ra c c io n e s  ob- 
ten idas en el experimonto  de adso rc iô n -d esa d so rc iô n  en DEAE-celu losa de l p r o t e o l f p i ­
do de m ie l in a .a

ProteTna Fosfa to Azûcar red u c to r
(mg) (pmol/mg p r o t . ) (pmol/mg p r o t . )

Cxtracco de m ie l in a  en CM 2:1 71,46 1,55 5,44

Fracc iôn  no adso rb ida 16,77 1,32 4,66

Fracc iôn  adsorb ida 54,69 1,62 5,68

Fracc iôn  e lu îd a  con CM 2:1 1.17 '*.77 13,37

Idem con a c id o  a c é t ic o  1M 1,41 7,07 16,98

Idem con a c id o  a c é t ic o  2N 1,62 2,15 14,11

Idem con a c id o  a c é t ic o  bN 1,83 1,56 14,43

Fracc iôn  rô te n id a  en la  ré s in a ^ 48,66 1,37 4,56

^El tiempo de e lu c iô n  de cada f r a c c iô n  fue de 4 horas.  Va lores ha l la d o s  por d i f e r e n -  
c ia  e n t re  e l m a te r ia l  a p l ic a d o  a la  columna y e l  e lu fd o  de la  misma. Los resu l tados  
son media de 3 expérimentes con una d e s v ia c iô n  menor en todos los  casos del 9 %.

Dado que e l con ten ido  de f o s f a to  (deb ido  en su mayor p a r te  probablemente 

a la  p resenc ia  de f o s f o l f p i d o s ) , e ra  a l t o ,  sob resa I iendo  la  f r a c c iô n  e lu fd a  con 

CM 2 : l - â c l d o  a c é t i c o  I N, se h izo  c rom a to g ra f fa  en capa f i n a  para i d e n t i f i c a r  los 

I f p id o s  que se e iuyen  j u n t o  con e l  p r o t e o l f p i d o ,  y que mantienen probablemente con 

es te  in te ra c c lo n e s  de t i p o  no c o v a le n te .  En la  f i g u r a  6 puedcn observarse los  re s u l -
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tados o b te n id o s .  En e l  e x t r a c to  de m ie l in a  se encon tre  EU, PC, PS, PE, Cli y o t r o  

I f p i d o  s in  i d e n t i f i c a r  (LD) s i tu a d o  e n t r e  PC y PS. En la  f r a c c iô n  no adsorb ida  por 

e l  cambiador y en la  ob ten ida  e luyendo con CM 2:1 se encon tra ron  todos lo s  f o s fo -  

l l p l d o s  menclonados a n te r lo rm e n te ,  a excepc iôn  de PS, m ien tras  que en las ob ten idas

«t, ' *  *

i

FIGURA 6: C romatogra f fa  en capa f i n a  del e x t r a c to  t o t a l  de 
m ie l in a  a dso rb ido  por la  DEAE-celulosa y de las  f ra c c io n e s  
ré s u l ta n te s  en su e lu c iô n .  Puntos 1 y 8: p a t rô n  l i p f d i c o  
con ten iendo  por orden descendante CB, PC, PS, PC y Eli ( 10 
nmoles de cada u n o ) . Punto 2: e x t r a c t o  t o t a l  cnn CB, I f p i ­
do s in  i d e n t i f i c a r ,  PE, PS, PC y EU. Punto 3: f r a c c iô n  no 
adsorb ida  por e l  cambiador. Punto 4; f r a c c iô n  e lu fd a  CI12: 1 
Puntos 5, 6 y 7: f r a c c iô n  es ob ten idas  eluyendo r e s p e c t i -  
vamente con Scido a c é t ic o  I ,  2 y 5 N en CM 2 :1 .  Contenfan 
mayorI ta r la m e n te  PC. Se a p l l c ô  en cada punto e l  é q u iv a le n ­
te  de 40-50 nmoles de P j .  Revelado con vapores de iodo.

eluyendo con Scido a c é t ic o  se d e te c tô  la  p resenc ia  de PC, Lü y muy poco a p re c ia -  

blemente EH, CB y PE. A medida que la  c o n ce n t ra c iô n  de Scido se in c re n e n tô ,  la  man- 

clia pe rtenec  le n te  a PC se h izo  mas v i s i b l e ,  succd iendo lo  c o n t r a r i o  con LD.

La e le c t r o f o r e s i s  en ge les  de SDS-pol l a c r i  lamida se h iz o  a pli L âs ico  y a
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I ' l l  n e u tre ,  ca lcu lSndosc  p o s te r  I ormente e l  peso m o lecu la r  del p ro te o lT p id o  por medio 

de un p a t rô n  de p ro te în a s  de peso m o lecu la r  conoc ido .

La e le c t r o f o r e s i s  a pli n e u tre  ( f i g u r a  7) p e r m i t i ô  o b se rva r  que e l e x t r a c ­

to  o rgân ico  de m ie l in a  presentaha v a r ia s  bandas prédom inantes,  cuyos pesos m olecu- 

la res  eran 16,000, 17.500, 20.000, 24.000 y 102.000 D a l to n ,  s o b re s a l ie n d o  las de 

20.000 y 24 .000 . Las f ra c c io n e s  ob ten idas  de la  ré s in a  e luyendo con â c id o  a c é t ic o

W
FIGURA 7 :  E le c t r o f o r e s i s  a pH n e u tre  
de la  m ie l in a  s o lu b i l i z a d a  en SOS y 
en CM 2:1 y de la  f r a c c iô n  ob ten ida  
a l e l u i r  con CM 2 :1 - â c id o  a c é t ic o  2N 
a: m ie l in a  s o lu b i l i z a d a  en SOS a l
2 ,5  %, b: m ie l in a  s o lu b i l i z a d a  con 
CM 2 :1 .  c :  f r a c c iô n  ob ten id a  a l  e l u i r  
la  DEAE-celu losa con CM 2 :1 -  âc id o  
a c é t ic o ,  con la  banda mayori t a r i a  de 
p r o t e o l f p i d o  (senalada con una f i e  -  

' c h a ) .  d: p a t rô n  de p ro te în a s  con f o s -
f o r i l a s a  A, seroaIbûmina bov ina ,  g l u -  
tâm icodesh id rogenasa, a 1coho1d e s h i -  
drogenasa y m io g lo b in a .  e: es la  suma 

j de c y d para h a l l a r  e l  peso molecu­
l a r  de la  banda senalada con una f l e -  

I cha. Geles con SDS al 0,1 % y  p o l l a ­
c r i  lamida a l  13 %. T in c iô n  con azu l 

I de Coomassie.

e

I ,  2 y 5 M te n fan  una banda de peso m o lecu la r  20.000 y algunas o t ra s  de mayor peso 

m o le c u la r ,  p resumib lemente p e r te n e c ie n te s  a agregados de la  a n t e r i o r ,  ya que no c s -

taban p résen tés  en e l  e x t r a c t o  i n i c i a l  de m ie l i n a .  S Im l la re s  re s u l ta d o s ,  en cuanto  

a l co n ten id o  de cada f r a c c iô n ,  se o b tu v ie ro n  con la  e l e c t r o f o r e s i s  a pH bâs ico  ( f i ­

gura 8 ) .  El e x t r a c t o  o rg â n ic o  de m ie l in a  con ten fa  p re fe ren tem en te  bandas de ba jo  

peso m o le c u la r ,  sob re sa l ie n d o  la  del p r o t e o l f p i d o .  En las  f r a c c io n e s  de e lu c iô n  de 

la  rés ina  s ô lo  se obtuvo una banda, correspond le n te  a l  p r o t e o l f p i d o ,  y cuyo peso mole­

c u la r  se c a lc u lé  en 23.000 D a l to n .  Por ta n to  habfa una l i g e r a  d is c re p a n c ia  en cuan-

#
#
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FIGURA 8: E le c t r o f o r e s i s  a pli bâs ico  de la  m ie l in a  s o lu b i l i z a d a  con 
SOS y CM 2:1 y de la  f r a c c iô n  ob ten id a  a l  e l u i r  con CH 2 :1 -â c id o  
a c é t ic o  2N la  DEAE-celu losa. a y d: m ie l in a  s o lu b i l i z a d a  con SUS a l
2 ,5  %, b y e: m ie l in a  s o lu b i l i z a d a  con CM 2 :1 .  c y f :  f r a c c iô n  o l i t £  
n ida a l  e l u i r  con CM 2 :1 -â c id o  a c é t ic o  2 tl la  DEAE-celu losa. En gn- 
les  a ,  b y c ( t i n c i ô n  con Azul de Coomassie) se in d ic a  con una f l é ­
cha la  banda correspond le n te  a l  p r o t e o l f p i d o .  En ge les  d, c y f  
( t i n c i ô n  con fuchs ine  bâs ica )  se ind ican  con f lé c h a  negra las  g lu -  
co p ro te fn a s  teA ldas y con f lé c h a  blanca la  zona l lp T d ic a  t c n id a  (i>£ 
s ib lem en te  g l u c o l f p i d o s ) . Geles con SDS 0,1% y p o l i a c r i l a m id a  13 %.

to  a los  v a lo re s  ca lcu lados  para los  pesos m o lecu ia res  a uno u o t r o  p li .  Los ge­

le s  de la  e l e c t r o f o r e s i s  a pli bâs ico  también se t in e ro n  con fuch s in a  ( f i g u r a  8 ) .  

En la  m ie l in a  s o lu b i l i z a d a  to ta lm e n te  con SDS se d e te c tô  la  p resenc ia  de algunas 

g lu c o p ro te fn a s  de a l t o  peso m o le c u la r .  En e l  e x t r a c to  o rg â n ico  de es ta  misma 

menibrana es tas  bandas habîan desaparec ido ,  a excepc iôn de la  de mener m uv i l id a d  

que perii ianecfa. Por f i n ,  en las  f ra c c io n e s  e lu fd a s  con âc id o  a c é t ic o  no se d e tec -
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to  la  p resenc ia  de ninguna g lu c o p ro te în a ,  aunque habfa una zona fue rtem en te  t e f l i -  

da que por su m o v l l id a d  p c r te n e c fa  a los  I f p id o s  e lu fd o s  a I mfSmo t iempo que la  

p r o t e f n a .

El a n a l i s i s  de amlnoScldos de la  p ro te fn a  e lu fd a  de l cambiador,  y que 

como se acaba de d e c i r  so lo  representaba una banda en g e le s  de SDS-po l l a c r I la m id a , 

se p résen ta  en la  ta b la  5. Se pudo a p re c ia r ,  en g e n e ra l ,  una composic iôn s i m i l a r

TABLA 5: A n â l i s i s  de aminoôcidos del e x t r a c to  de m ie l i n a  en CM 2:1 a d so rb id o  por 
la  DEAE-celulosa y de las  f ra c c io n e s  o b ten id a s  a l  e l u i r  e s ta  con CM 2:1 y âc ido  
a c é t ic o  1, 2 y 5 N .*

A" c " D= Ef

L Is In a 5,79 3,75 4,32 4,78 4 ,96
l l l s t i d i n a 3 ,60 2,21 2,59 3,39 3 .75
A rg in in a 4,17 2,32 2,86 3,35 5,29
A c ido  a s p â r t i c o 5,13 5,05 4,63 4,83 5,62
Treon ina 6,70 7,81 7,89 5,26 5,94
Serina 10,18 9,27 5,13 5,38 10,03
Acido g lu tâ m ic o 7,06 7,38 6,08 6,50 6,58
P r o l i  na 4,27 1,21 3,56 3,79 5,01
G1ico co la 12,54 12,09 10,33 13,13 13,53
A lan ina 10,98 10,72 14,04 11,44 12,40
1/2 C is t in a 0,40 - - - -
V a l ina 5,03 7,82 8,86 5,64 4,27
Met lon ina 0,06 0,21 0,90 0,57 0,72
Iso le u c in a 4,05 6,20 5,72 5,22 3 ,96
Leucina 9 ,90 10,35 11,88 14,24 9,26
T i ro s  1na 3,19 3,52 2,47 2,88 2,32
F e n i la la n in a 6,94 9,57 8,81 9,60 6 ,34

^V a lo res  expresados en moles / 100 moles. Los re s u l ta d o s  son media de dos e x p e r t -
mentos y cada de te rm in a c iô n  becho por d u p l ic a d o .  La d e s v ia c iô n  o s c i l ô  e n t re  un 3 
y un 8 % aprox im adamente .bCxtracto  de m ie l in a  en CM 2:1 ,*^Fracciôn e lu fd a  con CM 
2 :1 .  d|dem con CM 2 :1 -â c id o  a c é t ic o  1 II.  ®ldem con CM 2 :1 -3 c id o  a c é t ic o  2 N.^ldem 
con CM 2 :1 -â c id o  a c é t ic o  5 M.

en todas las  f r a c c io n e s ,  s i  b ien  liabfa un I ige ro  aumento en los  aminoâcîdos b â s i ­

cos a medida que aumentaba la  co n ce n t ra c iô n  de a c id o .  Esto  i n d ic a r f a  que s i  la  con- 

c e n t ra c iô n  de â c id o  sube, se conslgue e l u i r  a lgo  de p ro te fn a  bâsica que contamina 

la  f r a c c iô n  p r o t e o l i p î d i c a .



57

A p a rté  de la  v a r ia c iô n  en c l  tiem po tam bién se in tro d u je ro n  modI f i c a c in ­

nés en e l e lu y e n te .

En p rim e r lu g a r se p ro c e d iô  a la  e lu c iô n ,  una vez a d so rb ida  la  p ro te fn a

p o r la  D EA E-ce lu losa, con b u ta n o l-a g u a  17:3 d u ra n te  24 h o ra s , comprobândose que

p râ c tic a m e n te  no se consegufa e l u i r  p ro te fn a .

O tra  m o d ifIca c lÔ n  c o n s is t iô  en la  e lu c iô n  con CM 2 : l - h id rô x id o  amônico

en co n ce n tra c io n e s  suces ivas de e s te  f i l t lm o  de 0 ,1 ,  0 ,5  y 1 ,3  M. Se pudo obse rva r

( ta b la  6) que e l re n d im ie n to  e ra  menor que en e l caso de la  e lu c iô n  con â c id o  acé­

t i c o  . En t o t a l  e ra  d e l 2 ,6  % para  la  e lu c iô n  d u ra n te  24 h o ra s , T ren te  a l 53 % 

consegu ido  con la  e lu c iô n  de â c id o  a c é t ic o  d u ra n te  ese mismo tiem po .

TABLA 6 : C onten ido  de p ro te fn a  y fo s fa to  de las  
mento de a d so rc iô n -d e s a d s o rc iô n  en DEAE-celulosa 
E lu c iô n  con CM 2 : l - h id r ô x ld o  am ônico.

fra c c io n e s  o b te n id a s  en e l e x p e r l-  
d e l e x t ra c to  de m ie lin a  en CM 2 :1 .

P ro te fn a
(mg)

F o s fa to j 
(pmoles/mg p t o t . )

E x tra c to  de m ie lin a  en CM 2:1 
a d so rb id o  po r la  DEAE-celu losa 40,64 1,55

F ra c c iô n  e lu fd a  con CM 2 :1 -  
h id rô x id o  amônico 0 ,1  M 0,18 7 ,78

Idem con h id rô x id o  amônico 0 ,5  M 0,41 1,46

Idem con h id rô x id o  amônico 1 ,3  M 0,22 6,54

I.4.ESTUDI0S ESTRUCTURALES DEL PROTEOLIPIDO PURIFICADO.

Como ya se in d ic ô  a l p r in c ip le ,  se h ic ie ro n  c ie r to s  e s tu d io s  e s t ru c tu ra -  

le s  de l p ro te o lfp id o  p u r i f ic a d o  con D EA E -ce lu losa . El p rim e ro  de e l lo s  fu e  la  ob - 

te n c lô n  de los  mapas p e p tfd ic o s  con t r ip s in a  y s u b t l U s in a  ( f ig u r a  9 ) .  La d i s t r i -  

bùcfôn  de lo s  p é p tid o s  e ra  d i s t i n t a  en cada d ig e r id o ,  como e ra  de e s p e ra r, pero  lo
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mas l ls m a t iv o  fu e  la  p re se n c ia  de manchas de gran tamano Intensam ente  te A ld a s , y 

que ta n to  en e l mapa t r f p t l c o  como en e l ob ten fd o  con s u b t l U s in a  es taban  lo c a l i -  

zadas en la  misma zona. Se t r a ta  de p ë p tid o s  que ta n to  en la  c ro m a to g ra ffa  como en 

la  e le c t r o fo r e s is  demuestran poseer la  menor m o v illd a d . Mas a d e la n te s e  d is c u te n  

la s  p o s ib le s  causas de e s te  com portam ien to .

0 0& 1
sa « o I e »

P "  . # 1
oc» ^  ^

-
a 1 "  *  1 (4

+  -

- — Etactfofomis
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I T m C K m  IN T E N S A  a  T IN C IO N  M E D IA  O T M O O N  0 E 8 IL

FIGURA 9 ; Mapas p e p tfd ic o s  de l p ro te o lfp id o  p u r i f ic a d o .  El d ig e ­
r id o  de t r ip s in a  o s u b t l U s in a  se d is o lv lë  en I c id o  a c ë t ic o  a t 
30 % y se a p l lc â  en una p la ça  (lOxJO cm) de c e lu lo s a .  La croma -  
to g ra f fa  ascendante se r e a l lz ë  en n -b u ta n o l-p ir ld in a -d c id o  acS -  
t ic o -a g u a  (2 4 ,4 :5 7 ,8 :7 ,6 :3 0 )  y la  e le c t r o fo r e s is  a 450 V , 8 mA 
du ra n te  40 min (tamp6n de e le c t r o fo r e s is  p i r ld in a - f c id o  a c l t l c o -  
agua 1 :1 0 :8 9 .

En cuan to  a la  d e te rm in a c iô n  d e l g rupo  am ino te rm in a l d lÔ  como r e s u l-  

tado  a la n in a . Esto  es una prueba de que la  banda o b te n id a  en là  e le c t r o fo r e s is  

se compone de sô lo  una cadena po l Ip e p t fd ic a .  Como se puede a p re c ia r  en la  f ig u ra  

10, se d e te c ta ro n  manchas muy d ô b ile s  co rre sp o n d ie n te s  a m e tlo n in a , fe n I la la n in a ,  

t i r o s i n a ,  ô c id o  g lu tô m ic o , ô c id o  a s p ô r t ic o  y s e r in a .  P odrfan  p rocéde r de I I g e r f -  

slmas con tam inacIones de p ô p tid o s  u o tra s  p ro te fn a s  de b a jo  peso m o le c u la r ,  ape-



59

nas d é te c ta b le s  po r e le c t r o fo r e s is  pe ro  s i  por e s te  mCtodo, cuya g ran  s e n s lb t l id a d  

es b ie n  co n o c id a .

o-TIr

I

O

I

■  FLUORESCENOA NTENSA D  FLUORESCENCIA MUY OEBL
□  MMNOAOOOS OANSLADOSIPoIranas) B  ONS-NH,

!

FICURA 10: D e te rm in a c lë n  d e l amlnoAcIdo N -te rm In a l por e l m £to* 
do d e l c lo ru ro  de d a n s l lo .  En la  c ro m a to g ra ffa  b ld lm e n s io n a l se 
emplearon lo s  d is o lv e n te s  que se In d ic a n : I ,  A c ido  f6 rm lc o  a l
1 ,5  % en agua. I I .  Benceno-Scldo a c é tic o  g la c ia l  ( 9 ; 1 ) , IM .A c é ­
ta te  de e t i lo -m e ta n o l-é c id o  a c é t ic o  ( 9 0 ,8 :4 ,6 :4 ,5 ) .  Se ob tuvo  
una mancha muy v is ib le  correspond  le n te  a a la n in a  y o tra s  apenas 
p e rc e p t ib le s .

1 .5 .  INCORPORACION DEL PROTEOLIPIDO DE MIELINA EN LIPOSOHAS.

La a s o c la c lé n  d e l p r o te o lfp id o  de m ie lin a  y de la  f o s f a t ld l I c o l I n a  se 

e s tu d ié  po r un roétodo de c e n t r I fu g a c lé n  d e s c ri to  en Métodos. En la  ta b la  7 pue­

de obse rva rse  que la  c a n tid a d  de p ro te fn a  que c o p re c ip itd  con la s  v e s fc u la s  fu e  

fu n c lé n  d e l c o c le n te  I n i c la l  p r o te fn a : I fp id o  y p râ c tIca m en te  no d ism inuyô  por 

p o s te r lo re s  lavados con tampén. E stos d a tos  c o n tra s ta n  con lo s  o b te n id o s  con una 

m ezcla de I fp id o s  y albOmlna bov ina  en la s  mlsmas p ro p o rc lo n e s  que la s  de la  t a ­

b la  7 . En e fe c to ,  se e n c o n tré  mas d e l 55 % de la  p ro te fn a  In ic la lm e n te  aAad lda ,en  

e l sobrenadante después d e l p rim e r lavado y c a s i un 95 % después d e l segundo lava d o .



TABLA 7 : tnco rpo rae  I6n d e l p ro te o lfp id o  de m ie l Ina en Hposcmas de f o s f a t l d l  Ic o l In a .

Expérim ente Mezcla I n ic la l  
(H9)

P9
C e n tr lfu g a c ld n  

P re c ip ita d o  Sobrenadante

de p ro te în a  o IT p Id o  después de
P rim e r lavado Segundo lavado 

P re c ip ita d o  Sobrenadante P re c ip ita d o  Sobrenadante

1.PC 2800 2700 200 2700 2400
ProteTna 600 377 - 280 - 200 92

(0 ,2 1 ) " (0 ,1 4 ) (0 ,1 0 ) (0 ,0 8 )

2 .PC 3200 I 800 . n .d f n .d .
ProteTna 1200 1100 - n .d . n .d .

(0 ,3 8 ) (0 ,6 2 )

3 .PC 4930 4500 500 4230 200 4020 -
P ro te îna 1200 1200 • 1100 95 860 210

(0 .2 4 ) (0 ,2 7 ) (0 ,2 6 ) (0 ,2 1 )

4 .PC 480 450 _ n .d . n .d .
P ro te în a 360 150 170 n .d . n .d .

(0 ,7 5 ) (0 ,3 3 )

5.DPL 5000 4300 500 n .d . n .d .
ProteTna 1300 850 375 n .d . n .d .

(0 ,2 6 ) ( 0 , 18)

ce
o

llposom as co n ten fa  en e s te  caso NaCI 1 M para In v e s t lg a r  e l p o s ib le  papel de la s  In te ra c c lo n e s  lô n ic a s .
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Puede obse rva rse  también que e l p ro te o lfp id o  se asoc 16 con la  DPL por de- 

b a jo  de la  tem pera tu re  c r f t i c a  de t r a n s lc l6 n  de fase  ( ta b la  7 , exp. 5)

1 .6 . MEDIDA DE LA ABSORBANCIA A 450 nm DE LOS LIPOSOHAS CON DIPALHITOILFOSFATIDIL- 

COLINA MAS PROTEOLIPIDO EN FUNCION DE LA TEMPERATURA.

De lo s  d a tos  de l apa rtado  a n te r io r  pudo c o n c lu irs e  que un gran p o rce n ta - 

Je d e l p ro te o lfp id o  se Incorporaba  en la s  v e s fc u la s  de PC. Fue de In te ré s ,  por ta n ­

to ,e xam in e r la s  consecuenclas fu n c lo n a le s  de t a l  In c o rp o ra c lé n . Para e l lo  se h ic ie ­

ron  los  experlm entos que se d e sc rib e n  en e s te  ppa rtado  y en e l s ig u le n te .

20
T e m p e ra tu ra  en la  cu b e la  , " c

40

FIGURA 11: E fe c to  de la  tem pera tu ra  sobre la  absorbancla  a 450 nm de una suspen- 
s lô n  de llposomas con o s In  p ro te o lfp id o .  I :  llposomas de DPI. 2 ; llposomas de 
DPL mas p ro te o lfp id o  de m ie lin a  ( la  tem pera tu ra  de t ra n s lc lô n  de fase  de l fo s fo -  
I fp ld o  no se v 16 a fe c ta d a ) . 3 : llposomas de DPL mas p ro te o lfp id o s  de Torpedo ( la  
tem pera tu ra  de t r a n s lc l6 n  de fa se  se desp lazô  a v a lo re s  mas b a jo s ) .
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La abso rbanc la  de una d is p e rs ié n  de I fp id o  pu ro  v a r l6  con la  te m pe ra tu ­

ra  ( f ig u ra  I I ,  I ) ,  observSndose dos descensos marcados a 3 2 'y  a 4 2 'C . E l p rim e ro  

se c ree  que se produce por la  a g regac itfn  de llposom as o po r fenémenos de h id ra ta -  

c l6 n  (1 2 0 ,1 2 1 ). El segundo r e f le ja  la  tem pera tu ra  de t r a n s lc ld n  de fa se  d e l f o s fo -  

I f p ld o ,  como re s u lta d o  de un fn d ic e  de re f r a c c lé n  mas b a jo  a l Increm entarse  e l  v o -  

lumen de la  b icapa  l lp f d ic a  y  deb ido  a l mayor m ovim lento  ro ta c lo n a l de la s  cadenas 

h id roca rbonadas de lo s  é c id o s  g ra so s . Pues b ie n , a l  In c o rp o ra rs e  e l p r o te o lfp id o  de 

m ie lin a  p u r i f ic a d o  ( f ig u r a  I I ,  2) la  p rim e ra  t r a n s ic lë n  fu e  p ré c tica m e n te  e llm ln a -  

da y la  segunda no p a re c lë  s u f r i r  v a r la c lo n e s . E sto  s u g le re  que e l e fe c to  d e l p ro ­

te o lfp id o  sobre  los  I fp id o s  de la s  v e s fc u la s  no es muy m arcado, y en todo  caso no 

es d e te c ta b le  por e s te  m étodo. S In  em bargo ,los  p ro te o lfp id o s  de la  e le c t ro p la c a  de 

Torpedo t ie n e n  un e fe c to  mas marcado sobre la  b icapa  y  desp lazan  la  tem pe ra tu ra  de 

t r a n s lc ld n  de fa se  ap rec lab lem èn te  lo  que In d ic a  que pos ib lem en te  m antienen o t r o  

t lp o  de In te ra c c lo n e s  con lo s  I fp id o s .

1 .7 . CAPTURA DE ISOTOPOS V VELOCIDAD DE SALIOA DE LOS MISMOS A PARTIR DE LIPOSOHAS 

CON EL PROTEOLIPIDO INCORPORADO.

En la  ta b la  8 puede obse rva rse  que e l  volumen de c a p tu ra  de lo s  l lp o s o ­

mas con p ro te o lfp id o  e ra  s ig n if Ic a t iv a m e n te  aies b a jo  que e l de llposomas con  s o lo

TABLA 8 : C aptura de Is fito p o s  po r llposom as de f o s f a t l d l I c o l I n a  con o s in  p r o t e o l f ­
p id o  de m ie lin a  In c o rp o ra d o ."

1s6topo L 1 posoma |iL  so lu c id n /pm o le s  I f p id o

*«Rb PC 1,20
P C + p ro te o lfp Id o 0,12

'^C -g lu c o s a PC 1,02
P C + p ro te o lfp id o 0,55

"v a lo re s  re s u lta d o  de 5 experIm entos con una d e s v ia c lë n  no mayor de l 20 %,
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La Inco rpo rée  15n d e l p ro te o lfp id o  en las  v e s fc u la s  de f o s f a t ld l I c o l I n a  

no tu vo  n ingûn e fe c to  sobre la  v e lo c id a d  de s a lld a  de ( f ig u r a  12) y * \ - g l u -

cosa (no se p resen tan  d a tos  p o r se r s im lla re s  a lo s  d e l Rb) de la s  mlsmas.

O
•H
S
4J
<U
U

8̂
•H

J L 10 20
Tiempo (min) ■ ï / - BO

FIGURA 12: Esquema de la  s a lld a  de 8&Rb de llposom as de f o s fa t ld l I c o l I n a  
con o s in  p ro te o lfp id o .  La ra :6 n  p ro te fn a ; I fp id o  fu e  de 0 ,2 0 , (o ) l lp o s o *  
mas de f o s f a t l d l I c o l I n a  p u ra . (#) llposomas con ten iendo  ademâs p r o te o l f ­
p id o  de m ie lin a .  {à )  llposom as con ten iendo  f o s f a t l d l I c o l I n a ,  p ro te o lfp id o  
de m ie lin a  y p ro te o lfp id o s  de la  e le c tro p la c a  de Torpedo (razën  p ro te fn a : 
I fp id o  0 ,22 ) La f lé c h a  In d ic a  la  a d ic id n  de c lo ro fo rm o  (co n ce n tra c I5 n  f i ­
na l 30 mM) a l I fq u id o  de d i f l l s i s  ( d e ta lle s  expé rim e n ta les  en M ftodos)con  
c o n s ig u le n te  aumento en la  pe rm eab iIIdad  de lo s  llposom as.

Tanto  uno como o t r o  Is6 to po  s a lfa n  a la  misma ve lo c id a d  de llposomas 

con e l p ro te o lfp id o  In co rp o rad o  y de a q u e llo s  formados con s ô lo  PC. S in  embargo 

ambas espec les  eran  s e n s ib le s  a la  a cc lô n  d e l c lo ro fo rm o . Como es s a b id o , e s te  

compuesto o rgS n lco  a fe c ta  a lo s  I fp id o s  de la  b icapa Induclendo una gran  f lu id e z  

en la  misma, lo  que se tra d u c e  en un aumento en la  s a lld a  de Is ô to p o s . De es ta  

forma se t ie n e  un c o n tro l de que lo s  llposomas formados son "n o rm a le s " . Por o t ra  

p a rte  se sabfa que lo s  p ro te o lfp id o s  de la  e le c tro p la c a  de Torpedo Inducfan  un
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aumento en la  f lu id e z  de la  b icapa  (1 2 2 ). Por ta n to  se m ezclaron  e s to s  con e l  p ro ­

te o l fp id o  de la  m ie lin a  y  se observÔ que se increm entaba la  v e lo c id a d  de s a lld a  

de ^^R b, s u g ir Ie n d o  que, apa ren tem ente , lo s  llposom as e ran  s e n s ib le s  a l e fe c to  de 

o t ro s  p ro te o lfp id o s  pero  no a l de la  m ie lin a .

2 . PROTEOLIPlOOS DE LA ELECTROPLACA DEL TORPEDO MAWWRATA.

2 .1 .  EXTRACCION Y FRACCIONANIENTO CON DEAE-CELULOSA.

Para la  e x tra c c lô n  de lo s  p ro te o lfp id o s  con CM 2:1 lo  mas c o rre c te  hu - 

b le ra  s id o  emplear membranas p la sm S tIcas , pero  se o p tô  po r e l uso d e l ôrgano e l4 c -

t r l c o  t o t a l ,  dado que e l re n d im ie n to  e ra  m ayor. Esto  se h iz o  una vez que se com- 

prob6 que la s  p ro te fn a s  que se e x tra fa n  de la  membrane c o ln c ld fa n  (en lo  que a lo s  

p o llp é p t id o s  de In te ré s  se r e f ie r e )  con la s  o b te n id a s  a p a r t i r  de la  e le c tro p la c a  

com p lé ta , como puede obse rva rse  en la  f ig u ra  13. En la  membrane, ademJs de o t ro s  

p o llp ë p t id o s  es tân  p ré sen tes  lo s  de 39 , 50, 58 y  63 KD alton que pertenecen  a l re ­

c e p to r  de a c e t l lc o l in a  p u r i f ic a d o  po r medIo de d e te rg e n te s . En lo s  p ro te o lfp id o s ,  

ta n to  de la  membrane c ito p la s m â t ic a  como d e l 6 rgeno e lë c t r ic o  t o t a l ,  la  banda laa- 

y o r l t a r la  es la  de 39 K D a lto n , aunque tam blôn se encuen tran  o t ra s  p ré se n te s .

A l e x t ra e r  con CM 2:1 I  g . de d rgano e lë c t r ic o  de Torpedo l l o f l l l z a d o ,  

é q u iv a le n te  a I I  g . de t e j id o  f re s c o , se o b tu v ie ro n  5 mg. de p ro te fn a .  El f r a c -  

c lo n a m le n to  de e s te  e x t ra c to  sobre una columna de DEAE-celu losa p e rm it 16 la  o b te n - 

c l6 n  de t r è s  fra c c io n e s  p ro te lc a s  ( f ig u r a  1 4 ). La f r a c c iô n  I ,  que co n te n fa  e l 13% 

de la  p ro te fn a  a p lic a d a  y la  mayor p a rte  de lo s  I fp id o s ,  se ob tuvo  a l e l u i r  con 

CM 2 :1 .  Las fra c c io n e s  I I  y I I I  se e lu y e ro n  con CM 2 :1  y un g ra d ie n ts  de p - to lu e n -  

s u lfo n a to .  La f r a c c iô n  I I  re p re s e n ts  e l  33 % de la  p ro te fn a  a p lic a d a , sIendo ba­

jo  su c o n te n id o  de fo s fa to ,  m ie n tra s  que la  f r a c c iô n  I I I  co n te n fa  e l 4 6 ,8  % de la  

p ro te fn a  y una c a n tid a d  de fo s fa to  aCn I n f e r io r  a la  de la  f ra c c iô n  I I .  E l re n d i-
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'FIGURA 13 ( I z q u le r d a ) :  Coniparaciôn e le c -  
t r o F o ré t i c a  de las p ro te în a s  de las mem­
branas r i c a s  en re c e p to r  y de los  p ro teo  
l l p i d o s  e x t ra ld o s  de estas  y de la  E lcc -  
t r o p la c a  t o t a l  de Torpedo, a, p ro te fn a s  
t o t a le s  de membranas r i c a s  en re c e p to r  
de a c e t l l c o l i n a .  b ,  p ro te o l f p id o s  e x t r a ^  
dos de las a n te r lo r e s  membranas. c ,  p ro ­
te o l  fp id o s  de la  e le c t r o p la c a  t o t a l .  Se 
In d ic a  e l  peso m o lecu la r  en KDalton.  Ge­
les  a pH bSsIco con SDS a l  0,1 % y p o l w  
cr f lamlda a l  13 %.

FIGURA 14 (a b a jo ) ;  C romatogra f îa  en OEAC- 
c e lu lo s a  de los  p ro te o l f p id o s  de ta e le c ­
t r o p la c a  de Torpedo. La e lu c iô n  se I n i c l ô

8g"p£VoîùinïuîfoSS?ê'g%9lE8"eHer9r8?
100 mM. El pH del e lu y e n te  v a r l ô  a p r o x i ­
madamente e n t r e  6 ,6  y 2 ,5 .  Se a p l l c ô  a la  
columna e l  é q u iv a le n te  de 5,1 mg de p ro ­
te fn a .  En cada tubo (1 ,8  mL) se de term inô  
con ten ido  de p ro te fn a ,  f o s f a to  y azôcares 
red u c to res .  Se Ind ican  e n t re  f lé c h a s  los 
volûmenes de e lu c iô n  de las f ra c c io n e s  I ,  
I l  y I I I .

a

à » ' ’ :

l i

100 200

V O L U M E N  (mL)



66

m ien to  t o t a l  de p ro te fn a  fu e  c a s i d e l 100 En la s  t r e s  fra c c io n e s  habfa azfica res 

re d u c to re s  en b a ja  p ro p o rc lÔ n , aunque la  f r a c c iô n  I e ra  mas abondante en lo s  m ls -  

mos, probablem ente porque Iban un ldos a I fp id o s ,  form ando g lu c o l fp id o s .  La ta b la  9 

p ré s e n ta , en v a lo re s  a b s o lû te s , e l  co n te n id o  de p ro te fn a ,  fo s fa to  y  azôcares re ­

d u c to re s  d e l e x t ra c to  o rg â n ic o  a p lic a d o  a la  columna y de la s  fra c c io n e s  o b te n id a s  

de la  misma.

TABLA 9: C on ten ido  de p ro te fn a , fo s fa to  y  azfica res re d u c to re s  d e l e x t ra c to  o rg â n i­
co de e le c t ro p la c a  de Torpedo y de la s  f ra c c io n e s  de la  c ro m a to g ra ffa  de OEAE-celu- 
lo s a .

P ro te fn a
(mg)

F o s fa to  
(pm oles )

Azficares re d . 
(nm oles)

E x tra c to  I n i c l a l * 5 ,10 33,1 542

F ra cc iô n  1 0 ,65 23 ,8 238

F ra cc iô n  I I 1.65 4 ,5 146

F ra c c iô n  I I I 2 ,43 3 ,9 I I I

Los v a lo re s  corresponden a l e x t ra c to  de 1 g . de t e j id o  l l o f l l l z a d o ,  que fu e  e l ma­
t e r i a l  a p lic a d o  a la  co lum na. A s f mIsmo, lo s  v a lo re s  de la s  f ra c c io n e s  1, I l  y I I I  
proceden d e l fra c c lo n a m le n to  de esa misma c a n tid a d  de m a te r ia l .

Con e l f i n  de I d e n t i f i c a r  lo s  fo s fo l fp id o s  p ré se n ta s  en la s  f ra c c io n e s , 

sc h iz o  una c ro m a to g ra ffa  en capa f in e  ( f ig u r a  1 5 ). Se pueden a p re c ia r  ta n to  d l f e -  

re n c la s  c u a l l t a t lv a s  como c u a n tI ta t Iv a s  en la  d ls t r lb u c l6 n  de lo s  fo s fo l fp id o s  en 

la s  t r e s  f ra c c io n e s .  En la  f ra c c iô n  I hay p r ln c lp a lm e n te  1 1 s o fo s fa t Id l I c o lIn a ,  EH 

y PC, m ie n tra s  que en la s  f ra c c io n e s  I I  y I I I  la s  p r in c ip a le s  manchas corresponden 

a PE y PS+PI. Por e s te  método no se pueden sep a ra r PS y P I .  Las d iv e rs a s  fra c c io n e s  

p ro te o lIp fd lc a s  aparentem ente carecen de I fp id o s  n e u tro s , c e re b rô s id o s  e tc .  que m l-  

g ran  en e l f r e n te  d e l crom atogram a.

El a n â l ls is  de am inoâcîdos de la s  fra c c io n e s  ( ta b la  10) tam blân puso de
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r FIGURA 15: C rom a tog ra ffa  en capa f in a  
de lo s  I fp id o s  p résen tés  en la s  f r a c ­
c io n e s  separadas por DEAE-celulosa,Se 
a p llc a ro n  40 nmoles de P| en lo s  pun­
to s  seAalados 1 ( f ra c c iô n  l ) ,  2 ( f r a c -  
c lô n  I I )  y 3 ( f ra c c iô n  I I I ) . En e l pur^ 
to  4 se a p llc ô  un p a trô n  l ip f d ic o  coc^ 
te n le nd o  I I s o le c I t in a ,  e s fIn g o m ie lin a , 
f o s f a t l d l I c o l I n a ,  fo s fa t ld l le ta n o la m £  
na y c e re b rô s id o s . Revelado con vapo­
res  de Iodo .

m a n if le s to  d ife re n c la s  e n tre  la s  m lsmas. Antes d e l a n â l ls is  se p r e c ip i t ô  la  p ro ­

te fn a  ca s I en su to ta lId a d  con e te r - e ta n o l , con lo  que se c o n s ig u iô  e l lm ln a r  una 

g ran  c a n tid a d  de I fp id o s .  E ste  peso r é s u lté  e s e n c la l para e llm ln a r  muchas I n te r -  

fe re n c la s  deb ldas a lo s  I f p id o s .  La f ra c c iô n  I co n te n fa  e l mayor p o rc e n ta je  de 

am inoâcîdos h id rô fo b o s , m ie n tra s  que en la s  o tra s  dos e s te  p o rc e n ta je  d ism in u fa  

se n s ib le m e n te . Por e l c o n t ra r io  lo s  am inoâcîdos con ca rg a , so b re  todo lo s  b â s ico s , 

aumentaron en la s  dos U ltim a s  f ra c c io n e s . Estos re s u lta d o s  sugerfan  que la ( s )  

p ro te fn a (s )  de la  f ra c c iô n  I e ran  mas h id rô fo b a s  y por ta n to  no in te ra cc lo n a b a n  

apenas con e l cambiador lô n ic o .  Por e l c o n t r a r io ,  la s  p ro te fn a s  de la s  fra c c io n e s  

I l  y I I I ,  a l  poseer un mayor numéro de am inoâcîdos cargados se u n ir fa n  fue rte m en te
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a la  D EA E -ce lu losa , s iendo  re te n ld a s  per e s ta .

TABLA 10: Com posiciôn de am inoâcîdos de la s  d iv e rs a s  fra c c io n e s  separadas po r me­
d io  de c rom atog ra fTa  en DEAE-celu losa a p a r t i r  d e l e x t ra c to  o rgâO ico  de la  e le c ­
t ro p la c a  de T o rp e d o ."

F ra cc iô n  1 F ra c c iô n  I I F ra cc iô n  I I I

A c id o  a s p â r t ic o 6 ,10 7 ,9 8 7 ,82
T reon ina 4,91 3 ,98 4 ,66
S erina 7,23 7 ,0 0 8 ,10
A c id o  g lu tâ m ic o 7 .72 11,42 9,61
P ro lIn a 5,44 5 ,54 4 ,29
G lIc o c o la 9,79 9 ,88 9,55
A la n in a 12,57 10,37 8 ,87
V a lIn a 5 ,60 5 ,99 4.87
M e tlo n in a 0 ,39 0 ,67 -
Is o le u c in a 6 ,69 6 ,2 0 6 ,02
Leucina 11,02 10,55 10,63
T iro s in a 4 ,69 3 ,6 2 2,90
F e n ila la n in a 7 ,50 5 ,39 5,54
H Is t ld In a 1,37 0 ,97 2 ,90
L Is In a 4 ,79 5,43 11,16
A rg in in a 4,21 5 ,00 3 ,06

Am inoâcîdos â c id o s 13.82 19,40 17,43
Am inoâcîdos bâs icos 10,37 11,40 17,12
Am inoâcîdos p o ta re s  s in cargab 27,76 27,07 26,60
Am inoâcîdos h id rô fo b o s 48,01 42,12 38,83

*V a lo re s  expresados en moles de cada am inoâcldo p o r 100 m oles d e l t o t a l ,  procédan­
te s  de dos experim en tos en lo s  que no se observé  una d e s v ia c lé n  mayor de un 6 %.

^Am inoâcîdos p o la re s  s in  carga se co n s id e ra n : t r e o n in a ,  s e r in a ,  p ro lIn a ,  g lIc o c o ­
la  y  m e tlo n in a . C Is t In a  y t r ip té fa n o  no se d e te rm ln a ro n .

La e le c t r o fo r e s is  en g e le s  de SD S -polla c r I lam ida a pH bâs ico  d e l e x t ra c ­

to  a p lic a d o  a la  columna m ostrô  la  p re senc ia  de dos bandas de peso m o le cu la r 39 y 

42 KD alton y  dos d o b le te s  de 62 y 69 ( f ig u r a  1 6 ). A veces se observé  ademâs, una 

banda de b a jo  peso m o le c u la r .  En la  f ra c c iô n  I se obse rvé  la  p re se n c ia  de una so la  

banda de 39 KD alton  y en la  f r a c c iô n  I I  es taba  m ayorIta r la m e n te  la  de 42 aunque se 

podfan d is t in g u i r  p o llp é p t id o s  de mayor peso m o le c u la r ,  como o c u r r fa  en e l e x t ra c -



69

to  I n i c l a l .  En la  f r a c c iô n  I I I  e l  p a trô n  e le c tn fo r é t ic o  fu e  e l mismo que en la  

f r a c c iô n  I I ,  pe ro  con mayor p ro p o rc lô n  de lo s  p o llp é p tid o s  de mayor peso m ole­

c u la r .  La t in c iô n  con fu c h s in a  p e rm it Iô  la  v is u a l Iz a c lô n  de a lgunas bandas en la s

-6 9
-6 2

t  .

S '

FIGURA 16: E le c t r o fo re s is  de lo s  
p ro te o lfp id o s  de la  e le c tro p la c a  
de Torpedo, a , e x t ra c to  o rg â n ic o  
t o t a l  de la  e le c t ro p la c a ,  b y c , 
fra c c io n e s  I y I I  respectIvam en- 
te  de la  c rom atogra fTa  en DEAE- 
c e lu lo s a .  En cada caso la  p ro te £  
na se d e l lp id ô  por p re c ip l ta c lô n  
con e te r - e ta n o l .  Se In d ica n  la s  
bandas en comûn con sus pesos mo 
le c u la re s  en K D a lton . Geles a 
pH b â s ico  con SDS a l 0,1 % y po- 
I la c r i la ro ld a  a l 13 %.

t r e s  f ra c c io n e s , lo  que s u g e rla  la  p re se n c ia  de g lu c o p ro te fn a s . No o b s ta n te , e l 

co n te n id o  de azfica res e ra  b a jo , ya que hubo que a p l lc a r  unos 300 pg de p ro te fn a  

para  poder o b s e rv a r la s , y  afin a s f  lo s  re s u lta d o s  no fu e ro n  muy s a t ls f a c to r lo s .

Hay que In d ic a r  que ta n to  en e l e x t ra c to  I n i c la l  como en la s  f ra c c io n e s , 

la  m o v illd a d  de la s  p ro te fn a s  se m o d ifica b a  s i se d e llp id a b a n  p re c ip itâ n d o la s  con 

e te r - e ta n o l .  El peso m o le c u la r  c a lc u la d o  con e s ta  nueva m o v illd a d  d is m in u fa  en un
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10 % aproxim adamente. A l mismo tiem po la  n i t ld e z  y d e f in ic lô n  de cada banda eumen* 

tô  a l e l lm ln a r  lo s  I fp id o s ,  po r lo  que en ge n era l se empleô e s te  mÔtodo de d e l l p l -  

da r la s  p ro te fn a s  a n tes  de su e le c t r o fo r e s is .

2 .2 .  UNION DE LIGANDOS COLINERGICOS.

La u n iô n  de ( ^ H ) -a c e t l Ic o lIn a  se e s tu d ié  ta n to  en e l e x t ra c to  a p lic a d o  a 

la  columna de DEAE-celulosa cap» en la s  t r e s  fra c c io n e s  o b te n id a s  de la  m is a * . An­

te s  de e s to  la s  fra c c io n e s  I I  y  I I I  se d la l lz a r o n  f r e n te  a CM 2:1 d u ra n te  18 horas 

para e l lm ln a r  e l p - to lu e n s u lfo n a to ,  aunque se comprobô que e s te  compuesto no In -  

t e r f e r f a  en la  u n iô n  de ( ^ H ) - a c e t l lc o lIn a .

Como ya se In d lc f i ,  una vez re a llz a d a  la  IncubaclÔ n con e l llg a n d o  ra d la c -  

t l v o ,  se separô e l un ido  d e l l i b r e  por m edio de pequeAas columnas de Sephadex LH-20. 

En experim entos c o n tro l en ausencla  de p ro te fn a , se obse rvé  que un 25 % de la  r a -  

d la c t lv ld a d  s a lfa  p r ln c lp a lm e n te  a l f in a l  de la  e lu c lé n  con CM 2:1 m ie n tra s  que e l 

re s to  quedaba re te n id o  en la  columna. En p re senc ia  de p ro te fn a  en todos lo s  casos 

se o b tu v ie ro n  dos p ic o s ,  e l p rim e ro  de e l lo s  a l e l u i r  con c lo ro fo rm o  y  e l segun­

do a l e l u i r  con CM 4 :1 .  S in  embargo, m ie n tra s  que en e l  caso d e l e x t ra c to  t o t a l  y 

de la  f r a c c iô n  I e l p rim e r p ic o  no m ostrô  In h ib ic lô n  de la  u n iô n  de ( ^ H ) - a c e t l l -  

c o l ln a ,  y e l segundo s i ,  en la s  fra c c io n e s  I I  y I I I  o c u r r fa  lo  c o n t ra r io ,  y era  

e l segundo p Ic o  e l que no se In h ib fa .  Este  d e s ig u a l com portam iento  sÔ lo p o d rfa  

e x p llc a rs e  por e l d is t in t o  co n ten id o  p ro te lc o  de la s  f ra c c io n e s .

En la  ta b la  I I  puede obse rva rse  la  c a n tid a d  de ( ^ H ) -a c e t I Ic o lIn a  que se 

un fa  espec ffIca m e n te  a cada f r a c c iô n ,  a s f  conx> la  In h ib ic lô n  p ro duc ida  en d ich a  

u n iôn  por la  p re in c u b a c lô n  con a c e t l lc o l in a  f r l a .  Esta  In h ib ic lô n  fu e  s im i la r  para 

la s  t r e s  fra c c io n e s  e s tu d ia d a s , pero  d i f e r la  b a s ta n te  en e l caso d e l e x t ra c to  I n i ­

c l a l .  De lo s  re s u lta d o s  o b ten id o s  puede d e d u c irs e  que la  f r a c c iô n  I c o n tle n e  mayo- 

r l ta r la m e n te  la  p ro te fn a  re c e p to rs  de a c e t l lc o l in a ,  y  se produce una p u r i f ic a c lô n
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de ca s t c u a tro  veces con re s p e c te  a l e x t ra c to  i n i c i a l .  Las fra c c io n e s  I I  y I I I  es­

taban ambas po r deba jo  d e l v a lo r  o b te n id o  para e l e x tra c to  I n i c la l .

TABLA I I :  Uniôn e s p e c ff fc a  de ( ^ H ) - a c e t l lc o lIn a  a 
p la ç a  de Torpedo separados por D E A E -ce lu losa ."

lo s  p ro te o lfp id o s  de la  e le c t r o -

F ra cc iô n (3 H )a c e t lIc o lIn a  
(nmoles/mq p ro te fn a )

% In h ib ic lô n

E x tra c to  t o ta l 1,96 48,0

1 , 7 ,10 83,7

I I 1,62 72,5

I I I 1,23 84,3

*E s to s  re s u lta d o s  son 
SOS fu e  menor d e l 5 %.

la  media de dos experIm entos y la  v a r ia c iô n  en todos lo s  ca -

Una vez que se comprobÔ que la  f ra c c iô n  I e ra  ta  que co n ten fa  e l recep ­

to r  en Su es tado  mas p u r i f ic a d o ,  se h ic ie ro n  d iv e rs e s  e s tu d io s  con e l l a .  En p rim e r 

lu g a r  se e s tu d iô  la  In h ib ic lô n  p ro d u c id a  po r d iv e rs e s  agentes c o lln é rg ic o s  , ta n to  

fflu s c a rfn ic o s  como n ic o t fn ic o s ,  en la  u n iôn  de ( ^ H ) - a c e t l I c o lIn a .  En la  ta b la  12 

puede obse rva rse  e l re s u lta d o  de e s te  expe rim e n to . La mjxima In h ib ic lô n  fu e  p rodu­

c id a  por «% -bungarotoxlna, segu lda  a poca d is ta n c la  por la  a c e t l lc o l in a .  Los 11- 

gandos m usca rfn lco s  a tro p in a  y o xo tre m o rin a  s o lo  b loquearon  e l 30 y e l 24 % de la  

unIÔn resp e c tIva m e n te , lo  que s u g le re  que e l re c e p to r  p u r i f ic a d o  es de n a tu ra le z a  

n ic o t f n ic a .

Hay que In d ic a r  dos hechos Ila m a tiv o s  con resp e c to  a l esquema de e lu c iô n  

de la s  columnas de Sephadex LH -20. Como ya se In d ic ô ,  e l p rim e r p ic o  o b te n id o  con 

e s ta s  columnas no presentÔ  unIÔn e s p e c ff Ic a  de ( ^ H ) - a c e t l I c o lIn a .  Pero ademâs o cu - 

r r l ô  que la  c a n tid a d  de ra d ia c t iv id a d  p rése n te  e ra  mayor en p re se n c ia  d e l llg a n d o  

u t i l l z a d o  como b loqueante  (c u a lq u le ra  que fu e ra  e s te )  que en su ause nc la . Has ade- 

la n te  se d is c u t ir â n  la s  p o s ib le s  causas de e s te  hecho. Por o t ra  p a r te ,  a l poner
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TABLA 12: B loquée de la  un iôn  de ( ^ H ) -a c e t l Ic o l in a  po r p a r te  de v a r lo s  agentes co - 
l in ë rg lc o s  a l re c e p to r  p u r i f ic a d o . "

L lgando C oncen trac iôn
(pM)

% In h ib ic lô n

e< -b u n g a ro to x in a 2,3 8 5 ,2

a c e t l lc o l in a 400,0 8 3 ,7

d -tu b o c u ra r In a 71,5 6 4 ,6

hexametonio 500,0 5 1 ,0

a tro p in a 10,0 3 0 ,8

oxo tre m o rin a 20,0 2 4 ,4

*La c o n c e n tra c iô n  de ( ^ H ) -a c e t lIc o lIn a  en todos lo s  casos fu e  de I pH.

« (-b u n g a ro to x ln a  como In h ib ld o r ,  la s  c a ra c te r fs t ic a s  de la  e lu c iô n  tam bién se mo­

d i f Ic a ro n ,  re s u lta n d o  se r e l  p rim e r p ic o  y no e l segundo e l  que raostraba unlÔn es­

p e c ff  Ica  de ( ^ H ) -a c d t I Ic o lIn a .  Esto  tam bién se r e p i t l ô  a l e s tu d ia r  la  u n iô n  de 

(^ H )-o t-b u n g a ro to x ln a . En e s te  caso ré s u lté  que se unTan 5 ,2  nmoles de tox ina /m g  

de p ro te fn a  ( ta b la  13) pero  cons ide rando  e l  p r im e r p ic o ,  en  e l  que hab fa  un 81,82 

de un lôn  e s p e c ff Ic a ,  ya que en e l segundo se un fan  1 ,5  nmoles pero  de forma no 

e s p e c ff Ic a ,  pues no e ra  b loqueab le  por d - tu b o c u ra r in a ,  Tan to  en b l e x t ra c to  I n l -  

c la l  como en la s  fra c c io n e s  I I  y I I I  la  u n lô n  de (^H )-o C -b u n g a ro to x ln a  fu e  c o n s l-  

derab lem ente  menor que en la  f ra c c iô n  I .  Hay que In d ic a r  que de una columna c o r r i ­

da con s ô lo  (^ H )-o t-b u n g a ro to x ln a  no se eluyÔ  p ra c tIca m en te  r a d ia c t iv id a d ,  Sô lo  

a l f in a l  de la  e lu c iô n ,  donde no s a lfa  la  p ro te fn a ,  su b lô  a lg o  la  r a d ia c t iv id a d ,

pero  puede d e c irs e  que la  c a s i to ta lId a d  quedô re te n id a  en la  colum na.

La u n lôn  de ( ^ H ) -a c e t I Ic o lIn a  a l re c e p to r  p u r i f ic a d o  de la  f r a c c iô n  I 

se m id lô  en un rango de concen trac Iones  e n tre  I nH y  5 pM. Se puede o b se rva r en la  

re p re s e n ta c lô n  de Scatchard ( f ig u r a  17) la  p re se n c ia  de dos d is t in t a s  a f in id a d e s
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TABLA 13: Uniân de (^H)-cC->bungarotoxlna a to s  p ro te o lfp id o s  de la  e le c tro p la c a  de 
Torpedo separados po r D E A E -ce lu losa ."

F ra cc ld n

E x tra c to  to ta l  

F ra c c iô n  I 

F ra c c l6 n  I I  

F ra cc iB n  I I I

(^H )-  Ci -b u n g a ro to x lr  
(nno les/m g p ro t )

1,62 t  0 ,12  

5 ,20  ± 0 ,33  

1.47 ± 0,13 

1,15 î  0 ,10

*E I % de e s p e c if ic id a d  en la  u n l6 n  de (3 H )-o f-b w n g a ro to x ln a  fu e  en todos lo s  casos 
de aproximadamente un 80 %. Los re s u lta d o s  son la  media de dos expé rim e n tes .
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FIGURA 17: R epresen tac l6n  de S catchard  de la  un l6n  de (^H )-a ce - 
t l I c o l I n a  a l p ro te o lfp id o  de la  f r a c c lë n  I .  Se re p re se n ta n  lo s  
s i t lo s  de a l t a  ( K j -  3 ,2  nH) y ba ja  (K y - 1,1 ^H) a f in id a d e s .  En 
abc tsas  ( b ) se In d ic a  la  co n c e n tra c iô n  de llg a n d o  un Ido  en pmo­
les/m g de p ro te fn a .  L es la  c o n c e n tra c iô n  pm olar de (3H )-acetlJ[_ 
c o lIn a  p résen te  en la  IncubaclÔ n.

que pos ib lem en te  rep re se n te n  dos d is t in t o s  s i t l o s .  El a n S lls Is  de e s to s  r e s u l ta ­

dos d lô  un componente de a l t a  a f in id a d  con c o n s ta n te  de d is o c la c lô n  (Kd) de 3 nH 

y una c o n c e n tra c iô n  m jxima ( B ^ ^ )  de 0 ,142 nmoles de (3 H )-a c e tl Ic o l Ina/mg de p ro ­

te fn a ,  y  un componente de b a ja  a f in id a d  con K j 1,1 pH y Bma* 7 ,5  nmoles/mg p ro te f -
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na. Sumados ambos componentes, e l n&mero mSxImo de s i t l o s  de un lôn  r e s u l tô  se r de 

7 ,642 nmoles/mg de p ro te fn a .

2 .3 .  HARCAJE COM (^Hj-MPTA.

El m arca je  de a f in id a d  con (3 h)-HPTA se l le v ô  a cabo en una suspenslôn 

acuosa de p ro te o lfp id o s  p re c ip ita d o s  con e te r -e ta n o l d e l e x tra c to  o rg ô n lc o  t o t a l .

En p rim e r lu g a r hay que In d ic a r  que s i la  re d u cc iô n  p re v ia  con d l t l o -  

t r e l t o l  se suprim e , e l m arca je  se reduce en un 60 %. Y s i  an tes  de mare a r  con e l 

llg a n d o  de a f in id a d  se bloquea e l s i t i o  de unIÔn Incubando co n e c -b u n g a ro to x in a , e l 

m arca je  e s p e c ff Ic o  se reduce en un 72 %. El b loqueo , que de b erfa  se r t o t a l ,  s ô lo  

es p a r c la l ,  deb ido  q u lzô s  a un cambio de con fo rm aclôn  s u f r id o  po r e l  p ro te o lfp id o  

a l se r p re c ip ita d o ,  a lte rô n d o s e  p a rc la lm e n te  é l s I t I o  de u n lô n .

Una vez re a llz a d o  e l m arca je  se r e d is o lv ie ro n  lo s  p ro te o lfp id o s  y se 

a p llc a ro n  en la  columna de DEA E-ce lu losa. Hubo que re d is o lv e r  e l p re c ip ita d o  de 

p ro te o lfp id o s  con la  ayuda de l p - to lu e n s u lfo n a to  s ô d ic o , pues con s ô lo  CM 2:1 no 

se d is o lv fa .  TamblÔn por e s to , en lu g a r de u sa r en la  segunda p a rte  de la  e lu c iô n  

un g ra d ie n te  de pTS, s ô lo  se u t i l l z ô  pTS 50 mM. Se puede o b se rva r que en la  f r a c -  

c lô n  I ( f ig u r a  l8 ) ,  c o in c id le n d o  con e l m jximo de p ro te fn a  hay un m iximo de ra ­

d ia c t iv id a d .  En la s  o tra s  dos fra c c io n e s  la  r a d ia c t iv id a d  fu e  mucho menor ( t a b la l4 ) .

En una columna con s ô lo  (^H)-MPTA, la  r a d ia c t iv id a d  e lu y ô  a l p r in c ip le ,  

lo  que h iz o  pensar s i  esa mjxima a c t iv id a d  d e te c ta d a  en la  f ra c c iô n  I no se debe­

r fa  a llg a n d o  l ib r e ,  no u n id o . Ya que e l p re c ip ita d o  se lavô  re p e tld a s  veces an tes 

de d is o lv e rs e  en CM 2:1 -  pTS 10 mM para e l lm ln a r  la  ra d ia c t iv id a d  no u n id a , es ta  

p o s ib l l ld a d  s o lo  s e rfa  c le r ta  en e l caso de que e l (^H)-MPTA que estaba  u n id o  se 

d is o c la ra  de la  p ro te fn a . Esto  s e r fa  d i f f c l l  que s u c e d ie ra , dado que en e s te  caso 

la  un lôn  IIg a n d o -re c e p to r  es c o v a le n te . P o s te r lo rm e n te  e s to  se co rrobo rÔ  a l t ra n s -  

f e r l r  cada fra c c iô n  a una s o lu c iô n  acuosa con d e te rg e n te  para su p o s te r io r  e le c t r o -
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F igura I 8 :  C rom a tog ra ffa  en DEAE-celulosa de lo s  p ro te o lT p ld o s  de 
la  e le c tro p la c a  da Torpedo marcados con (3h)-HPTA. El e x t ra c to  o r  
gSnlco de I  g . de t e j ld o  l l o f l l l z a d g  se p re c tp t tS  con e te r-e ta n o T  
y se marc6 con un t o t a l  de 1 ,2  x  10”  dpm de (JH)-MPTA. Despues 
d e l m arca je  e l p ro te o lT p ld o  se r e d ls o lv id  en CM 2:1 -  10 mM pTS y 
la  s o lu c ld n ,  co n ten le n d o  956.000 dpm se a p llc d  a la  columna.La 
e lu c ld n  se M zo  con la  m ezcia a n te r io r  segulda de CM 2 :1 -5 0  mMpTS 
Se o b tu v le ro n  t r e s  fra c c io n e s  que se In d tcan  e n tre  f lé c h a s .

TABLA 16; M arca je  de a f ln ld a d  con (^H)-HPTA de lo s  p ro te o lfp id o s  p re c ip ita d o s  y 
d e lip id a d o s  despuës de su fra c c io n a m ie n to  con D EA E-ce lu losa.

F ra cc l6 n (3h)-MPTA 
(nmoles/mg p ro te fn a )

I

I I

I I I

2 ,83  t  0,21 

0,63 ± 0,)2  

0,77  ± 0,16

Los re s u lta d o s  son la  media de dos e xp e rim e n tos .

fo r e s ts .  Antes de r e a l lz a r  e s ta  cada m uestra  se d ia l lz ë  extens ivam en te  y no o b s tan ­

te  e l 97 % de la  r a d ia c t iv id a d  adn estaba p ré s e n te .

Une vez hecha la  e le c t r o fo r e s is  se pudo a n a t iz a r  que banda e rs  marcada
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e sp e c ffIca m e n te  po r e l (^H)-HPTA. En la  f ig u re  19 se puede v e r  la  abso rb a n c ia  a

550 nm de lo s  g e le s  co rrespond le n te s  a ! e x t ra c to  I n f c la l  (A ) , y a la s  fra c c io n e s

I (B) y I t  (C ). La sepa rac ldn  e n tre  la s  bandas de 39 y  ^2 KDaltbM es a p re c la b le

en A , es tando  tam blën  d ife re n c la d a s  la s  p ro teTnas de mayor peso m o le c u la r .  En la
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FIGURA 19: A bsorbanc ia  a 550 nm de lo s  g e le s  de p ro te o lfp id o s  de la  
e le c t ro p la c a  de Torpedo marcados con (3 h)-HPTA. A , e x t ra c to  o rg & n l-  
co t o t a l .  B, f r a c c ld n  I .  C, f ra c c ld n  I I ,  E l g e l se c o r td  en p o rc lo -  
nes de 5 mm y se m id lâ  la  ra d ia c t iv id a d  como se In d ic a  en H étodos. 
Se pudo o b se rve r que en B la  ra d ia c t iv id a d  m&xima c o ln c ld fa  con la  
banda de 39 K D a lton , m lé n tra s  que en C no habfa un m arca je  d e s ta ca - 
b le  de la  banda de 42 KD alton n i de la s  de mayor peso m o le c u la r . 
T .D . m ig ra c lë n  d e l a zu l de b ro roo feno l.
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f r a c c l6 n  I hay un mSximo de a b so rbanc ia  que corresponde a la  banda de 39.000 D a l­

to n .  En e s ta  mslma banda se da e l m ixltno e o n te n ld o  de r a d ia c t iv id a d .  En la  f r a c -  

c l6 n  I I  e l  m&ximo p Ic o  de abso rb a n c ia  co rresponde a la  banda de 42.000 D a lto n  aun- 

que hay o t ro s  con mayor peso m o le c u la r .  La ra d ia c t iv id a d  en e s te  caso es s im i la r  a 

lo  la rg o  de todo  e l g e l ,  s in  Increm en ta rse  en la  zona de la s  bandas. La f ra c c lo n  

I I I  no se p rése n ta  ya que r e s u ltd  se r muy s im i la r  a la  a n te r io r .

La e s p e c if Ic ld a d  d e l m arca je  con (^H)-HPTA de la  banda de 39.000 D a lto n  

se puso de m a n lf le s to  a l  p re ln c u b a r con o f-b u n g a ro to x ln a . Despuës se s ig u lô  un 

p ro c e d im le n to  Id ë n t ic o  a l caso en que no se p re IncubS . AsT e l m arca je  de la  banda 

de 39 .000  d ism inuyë  en un 80 % aproximadamente y s 6 lo  se observé una IIg e ra  s u b l-  

da en la  ra d ia c t iv id a d  a l  f i n a l  d e l g e l .  En la s  fra c c io n e s  I I  y I I I  se mantuvo la  

t6 n lc a  a n te r io r  y la s  p r in c ip a le s  bandas s o lo  se m arcaron de form a no s i g n i f i c a t i ­

v e .

2 .4 .  ESTUDIO DE LOS GRUPOS SULFHIDRILO Y DISULFURO EN LOS PROTEOLIPIDOS DE LA ELEC­

TROPLACA DE TORPEDO.

En lo s  p ro te o lfp id o s  p re c ip ita d o s  d e l e x t ra c to  o rg â n lc o  t o ta l  pudo c a l -  

c u la rs e  e l co n te n id o  de grupos -SS- y  -SH a p a r t i r  d e l S c ido  lo d o (^ H )a c £ tlc o  un ido  

cova len tem ente  a lo s  m ismos. A l t r a t a r  con d i t l o t r e l t o l  se re d u je ro n  la s  un iones 

-S S - y se v a lo rë  e l c o n te n id o  t o t a l  de grupos -SH ( ta b la  1 5 ). SI a l tra ta m ie n to  con 

d i t l o t r e l t o l  le  p re ce d fa  e l t ra ta m ie n to  con N -e tI Im a le lm id a , se bloqueaban lo s  -SH 

l ib r e s  y s o lo  e ran  marcados lo s  grupos -SS- despuës de su red u ce I6 n . De e s ta  form a

TABLA 15: C on ten ido  de g rupos -SH y -SS- de lo s  p ro te o lfp id o s  to ta le s  de la  e le c t r o ­
p laca  d e l Torpedo. V a lo ra c lâ n  con d c id o  lo d o (^ H )a c £ t lc o .*

T ra ta m ie n to  V a lo ra c lA n  de nmoles -SH/mg p ro te fn a

D i t l o t r e l t o l  -SH + -SS- 3 0 ,3  + 1,1
N -e tI Im a le lm Id a + D It lo t .  -SS- 20 ,6  t  0 ,3
_________Hada_______________________ 25b_______________________________ 10,9  t  0 ,2

R esu ltados son la  media de dos expe rim e n tos .  ______
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se comprob6 que e l 68 % d e l t o t a l  de grupos -SH estaba  formando puentes -S S -, Por 

e l c o n t r a r io ,  s in  t r a t a r  con N -e tIIm a le lm id a  n i con d i t l o t r e l t o l  s ë lo  se marcaban 

lo s  -SH l ib r e s .  Como puede obse rva rse  la  suma de lo s  dos â lt lm o s  v a lo re s  c o ïn c id e  

p rS ctIcam en te  con e l v a lo r  de grupos -SH en t o t a l  ( ta b la  15 ).

Ya se d i j o  que, a l  resuspender lo s  p ro te o lfp id o s  p re c ip ita d o s  en e l tam­

pon empleado en e l tra ta m ie n to  con N -e tI Im a le lm id a , se obse rvé  c&no p a rte  de lo s  

mismos se s o lu b iI Iz a b a n  ( Independientem ente de que c o n tu v ie ra  o no N -é t iIm a le lm id a ) .  

Con e l f i n  de I d e n t i f i c a r  q u f cadenas p o lIp e p t fd ic a s  se s o lu b iI Iz a b a n , se h ic le ro n  

g e le s  de S D S -p o lla c r I la m id a . Estas m uestras se t r a ta ro n  ta m h ifn  con N -e tIIm a le lm id a  

y d i t l o t r e l t o l  tra ta n d o  de obse rve r la  p o s ib le  In f lu e n c la  d e  los  g rupos -SH en su 

e s t ru c tu ra .  En la  f ig u ra  20 puede o b se rva rse  la  abso rb a n c ia  a 550 nm de cada g e l ,  

a s f como la s  c o n d ic lo n e s  de t ra ta m ie n to  de cada m uestra a p llc a d a  a lo s  m ismos. El 

t ra ta m ie n to  con N -e tIIm a le lm id a  y d i t l o t r e l t o l  (ge l A ) ,  con e l que se b loquearon 

lo s  grupos -SH l ib r e s  y  se re d u je ro n  lo s  -S S -, resp e c tiva m e n te , d ig  como re s u lta d o  

que se d e te c ta ra n  la s  bandas a (15 .000 D a lto n ) ,  c (58 .000 ) y d (6 4 .0 0 0 ), s iendo  ma­

yor I ta r  la  la  p r im e ra . El esquema e le c t r o fo r ë t ic o  fu e  b a s ta n te  s im ila r  s i  se p re s -  

c ln d fa  de l t ra ta m ie n to  con N -e tIIm a le lm id a  (g e l B) y ,  aunque la s  bandas de mayor 

peso m o le cu la r se h ic le ro n  a lg o  mas v is ib le s ,  cabe penser que no habfa  ag regac ign  

In e s p e c ff ic a  de m o lécu les a l o x id a rs e  grupos -SH para  da r -S S -. Cuando no hubo 

tra ta m ie n to  con  d i t l o t r e l t o l  (g e le s  C y  D ), m anteniéndose In ta c te s  lo s  grupos -S S -, 

o c u r r ie ro n  dos hechos s im u ltén e o s : d e sapa rec le ron  la s  bandas c y d y a p a re c lg  la  

banda b (30 .000 D a lto n ) m ie n tra s  que la  a se h iz o  menos v is ib le  que en lo s  casos 

a n te r lo re s .  Hay que In d ic a r  que tam blén a p a re c lg  una banda (ge l 0) de menor Im por- 

ta n c la  y  cuyo peso m o le cu la r e ra  de 45.000 D a lto n .

En suma, parece que es c la ra  la  In f lu e n c la  de lo s  grupos -SS- y -SH en e l 

m anten lm ien to  de de term inadas In te ra c c lo n e s  In te rm o le c u la re s  e n tre  lo s  p ro te o lfp id o s  

p re c ip ita d o s  y p o s te r lo rm e n te  s o lu b iI Iz a d o s  en m edio acuoso. Mas a d e la n te  se d ls c u -  

t l r a n  la s  p o s ib le s  re la c lo n e s  e n tre  la s  d iv e rs e s  m olécu les  d e tec ta d a s .
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FIGURA 20: In f lu e n c la  de ré a c t iv é s  re d u c to re s  y a l -  
q u ila n te s  de grupos -SH sobre  lo s  p ro te o lfp id o s  de 
la  e le c tro p la c a  de Torpedo. Los p ro te o lfp id o s  precj^ 
p lta d o s  se d is o lv ie r o n  en p a rte  con NaCI 150 mM. E£ 
ta  d is o lu c id n  se t r a t ë  con N -e tlIm a le lm Id a  y /o  d i ­
t l o t r e l t o l  segûn se In d ic a  en la  p a r te  s u p e r io r .Las 
bandas d e te c ta d a s  y su Im portances r e la t iv a  se lndj_ 
can m ediante  cuadrados. La absorbanc ia  a 550 nm In ­
d ic a  la  com posic lân  segün e l t ra ta m ie n to .  Todos lo s  
g e le s  c o n te n fa n  la  misma c a n tld a d  de p ro te fn a .
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La d is t r i b u c l j n  de lo s  grupos -SH en la s  d is t in t a s  fra c c io n e s  p r o te o l I -  

p fd ic a s  de la  columns de DEAE-celulosa se e s tu d id  m ediante  e i m arca je  con f c id o  

lo d o (^ H )a c £ tlc o  y  tam bi^n  e s p e c tro fo to m ft r icam ente.

En la  f ig u r a  21 se p re s e n ts  e l  esquema c ro m a to g rd fic o  o b te n id o  despuës de 

la  u n id n  de ( c id o  lo d o (^ H )a c 6 tic o  a l e x t ra c to  p ro te o l ip fd ic o  t o t a l ,  segûn se d e s c r i­

be en H étodos. La p ro te fn a  se e tu yû  en t r e s  fra c c io n e s  de manera s im i la r  a l caso  

d e l e x t ra c to  no tra ta d o  ( f ig u r a  1b) o a l d e l marcado con (^H)-MPTA ( f ig u ra  1 8 ), C o in *

-WI"
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FIGURA 21: C rom a tog ra ffa  en DEAE-celulosa de lo s  p ro te o lfp id o s  dé 
la  e le c tro p la c a  de Torpedo marcados con é c id o  io d o (^ H )a c é tic o .D e ^  
pués de p r é c ip i t e r  lo s  p ro te o lfp id o s  y  hacer e l m arca je  segûn se 
in d ic a  en m étodos, e l p re c ip ita d o  se r e d is o lv iû  en CM 2 :1 -  pis 10 
mM, y  se a p l ic é  en la  columns de DEAE-celulosa para  su f ra c c io n a ­
m ie n to . La e lu c iÛ n  se h Iz o  con la  mezcia a n te r io r  segu ida de CM 
2:1 -  pis 50 mM. Se o b tu v le ro n  t r e s  fra c c io n e s  que se In d lc a n  en­
t r e  f lé c h a s .

c id ie n d o  con lo s  t r e s  p ic o s  de p ro te fn a  habfa tam bién e l correspond  le n te  in c re -  

mento de r a d ia c t iv id a d ,  IIge ram en te  mas a l t o  en la  f ra c c iû n  I I .  En e fe c to ,  en la  

ta b la  15 puede o b se rva rse  que e s ta  fra c c lÛ n  t ie n e  una a c t iv id a d  e s p e c ff  Ica  laas 

a l ta  que la s  o tra s  dos.
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TABLA 16: M arca je  con é c id o  io d o (^ H )a c é tic o  y c o n te n id o  de grupos -SH en lo s  p ro ­
te o lfp id o s  de la  e le c tro p la c a  de Torpedo fra c c io n a d o s  por D EA E-ce lu losa.

F ra cc ié n A c . lo d o (^ H )a c é tic o *  
(dpm/mg p ro te fn a )

nmoles -SH/mg p ro te fn a ^

1 10.771 23,7

i l 16.994 36,7

I I I 9 .489 16,0

V a lo re s  o b ten id o s  de la  fra c c iÛ n  de cada méximo de los  in d ica d o s  en la  f ig u ra  19, 
que daba la  mayor ra d ia c t iv id a d  e s p e c ff ic a .b  D e te rm inac iën  e s p e c tro fo to m é tr ic a  be- 
c iw  por t r ip l ic a d o  con una v a r ia c ié n  menor de l 12 %.

De forma s im i la r  a l  caso d e l m arca je  con (^H)-MPTA, pudo ve rse  a q u f cué l 

e ra  la  banda que se marcaba mas, y  que presum ibleroente c o n te n d rfa  e l mayor numéro 

de grupos -SH* En la  f ig u r a  22 se puede o b se rve r que e l mâximo m arca je  eStaba lo c a -  

l lz a d o  en la  banda de 42 .000 D a lto n  de la  f ra c c lû n  I I .  No o b s ta n te , como es 16g I- 

co , e l re s to  de la s  bandas también se m arcé, pero  no de forma tan  o s te n s ib le .

Los re s u lta d o s  menclonados a n te r lo rm e n te , que dem ostraron un co n ten id o  

de grupos -SH l ib r e s  mas a l t o  en la  f r a c c ié n  i l ,  se co n firm a ro n  con lo s  o b ten id o s  

e sp e c tro fo to m é trIca m e n te  p o r e l método de Habeeb. En la  ta b la  16 puede o b se rva rse  

que en la s  fra c c io n e s  i y i l l  e l co n te n id o  de grupos -SH es menor, sobre todo la  

f ra c c ié n  I I I .  Dado que e s ta  s 6 lo  se d ife re n c ia  e le c tro fo ré t Ic a m e n te  de la  f ra c c iâ n  

I l  en una menor p ro p o rc I6 n  de la  banda de 42 .000 D a lto n , cabe pensar que e s ta  ban­

da la  que p rovocfi e s ta  d ife re n c ia  en e l c o n te n id o  de grupos -SH.
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FIGURA 22; A bsorbancia  a SSO nm de lo s  g e le s  de p ro te o lfp id o s  de la  
e le c t ro p la c a  de Torpedo, mardados con â c id o  lo d o ( 'H )a c C t lc o .  A , ex­
t r a c to  o rg in lc o  t o t a l .  B, f r a c c l6 n  I .  C, f ra c c id n  I I .  E l ge l se cor_ 
t6  en p o rc io n e s  de 5 mm y se m id ld  r a d ia c t iv id a d  como se In d ic a  en 
m fto d o s . En C la  r a d ia c t iv id a d  maxima c o ln c ld fa  con la  banda de 42 
K D a lton , y e l re s to  de la s  bandas, ta n to  en C como en B, se marca -  
ban, pero  no tan  a p re c la b le m e n te . T .D . m lg ra c lô n  d e l azu l de bromo- 
fe n o l .
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Una adecuada com prensi6n da los  fen&nenos qua o c u rre n  an la s  membranes 

b lo lf ig lc a s  e x ig e  e l com p le to  co n o c lm le n to  y c a ra c te r l2a c l6n de la s  m olS cu las Im- 

p lic a d a s  en d ich o s  p rocesos . En lo  qua se r e f le r e  a la s  p ro teTnas In t r fn s e c a s (1 2 3 ), 

la  s o lu b i I iz a c lô n  y p u r l f i c a c l6n re s u lta n  p a rt ic u la rm e n te  d I fT c l le s  deb ldo  a su 

acusada h ld ro fo b lc ld a d .  E sto  p rovoca la  fo rm ac lfin  de com p le jos  I Ip o p ro te ic o s  y ha* 

ce muy p ro b le m S tica  la  a p l lc a c l6n de la  qu fm ica  de p ro te T n a s , normaImente d e s a rro -  

l la d a  en medios acuosos.

T ra tando  de e n c o n tra r  d iv e rs e s  p ro ce d lm le n tos  de p u r t f i c a c l6n , p r i n c i ­

pe Imente de t lp o  c ro m a to g r jf Ic o ,  para  e l p ro te o lT p ld o  de la  m ie lln a  d e l SI sterna 

N e rv ioso  C e n tra l,  se ha lle g a d o  a la  p u r i f Ic a c lD n  d e l mismo m ed ian te  la  u t l l lz a c lD n  

de d is o lv e n te s  o rg a n lco s  con un cam blador l 6n lc o :  la  D EA E -ce lu losa . E s to  no s o lo  

se ha lle v a d o  a cabo po r la  p ro p la  im p o rta n c ia  de e s ta  p ro teT na  en la  siembrana m le - 

IT n lc a ,  s in o  tam bién porque a l t r a ta r s e  de una tT p Ic a  p ro teT na  In trT n s e c a  de mem­

brane (1 0 ,1 2 4 ), todos  lo s  p ro ce d lm le n to s  d é s a r ro ilados en e s te  caso podrTan a p l l -  

ca rse  a o t ra s  p ro teTnas s im ila re s ,  cuya d i f l c u l t a d  de e s tu d le  es p o r todos b ie n  

co noc lda .

1 . PURIFICACION DEL PROTEOLIPlOO DE HIELINA POR CROHATOGRAFIA EN DEAE-CELULOSA.

En la  e x tra c c lo n  d e l p ro te o lT p ld o  a p a r t i r  de la  m ie lln a  se s ig u le ro n  mé­

todos convene Io n a Ie s . O lchos métodos no perm ltTan  la  t o t a l  e l lm ln a c lé n  de la  p ro te f_  

ne bSsIca de la  m ie lln a  y ad le  IonaIm ente reducTan cons ide rab lem en te  e l re n d im le n to  

de p ro te o lT p ld o  a lo  la rg o  d e l p roceso de p u r i f I c a c lé n .  A n te  e s to  se o p té  po r su- 

p r lm lr  lo s  pasos In te rm e d ios  y a p l lc a r  d irec ta m e n te  en la  columna de DEAE-celulosa 

e l e x t ra c to  de m ie lin a  en CM 2 :1 .

La c ro m a to g ra ffa  de e s te  e x t ra c to  r tn d ié ,  como ya se ha In d ic a d o , t r e s  

fra c c io n e s  b ien  d ife re n c la d a s . Pero lo  l la m a tiv o  de e s to  fu e  la  o b te n c lé n  de re s u l­

tados to ta lm e n te  d is t in t o s  de lo s  d e l fra c c io n a m ie n to  d e l p ro te o lT p ld o  de su s ta n c la
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b lança  de c e re b ro  de vaca (1 2 5 ), En a q u e lta  o ca s ié n  se o b tu v le ro n  t re s  fra c c io n e s  

cuyo  esquema e le c t r o fo r é t ic o  e ra  b a s ta n te  s im i la r :  dos bandas de pesos m olecu l a - 

re s  54 y  S8 KDalton que no estaban  en e l  e x t ra c to  I n i c l a l ,  y que presurolb lem ente 

s e rfa n  agregados de cadenas p o lIp e p t fd ic a s  de menor peso m o le c u la r .  En e l p ro te o -  

I f p ld o  de m ie lln a ,  s in  embargo, la  p rim e ra  f ra c c lé n  no co n te n ta  p ro te fn a  y la s  o tra s  

dos p re se n ta ro n  m o v illd a d e s  a lta s  en g e le s  de S D S -p o lla c r ila m id a  ( f ig u r a  5 ) .  DIchas 

fra c c io n e s  te n fa n  ademSs una composIc lé n  de am lnoécldos c u a lI ta t iv a m e n te  s im ila r  

a la  d e l p ro te o lT p ld o  p u r i f ic a d o  po r o t ro s  (4 5 ) ,  s i  b ie n  h a b fa , en lo  que se re ­

f l e r e  sobre todo  a la  f r a c c lé n  I I I ,  a lgunas  d is c re p a n c ta s  c u a n t i ta t iv a s .  O tra  de 

la s  d ife re n c la s  I la m a tiv a s  con re s p e c to  a l fra c c io n a m ie n to  d e l p ro te o lT p ld o  de 

s u s ta n c la  b lanca  se r e f le r e  a l re n d im ie n to , 80 % aproximadamente de la  p ro te fn a  

de p a r t id a  ,  s ie n d o , s in  embargo, en e l p ro te o lT p ld o  de m ie lln a  muy b a jo , apenas 

un 5 % . Una p o s ib le  e x p lIc a c l6 n  de e s to s  re s u lta d o s  d is c o rd a n te s  podrTa ser la  

p ro p o rc I6 n  de IT p Idos  de la s  m uestras a p llc a d a s . Aunque mas a d e la n te  se d ls c u t l -  

r i  e l p o s ib le  mécanisa*) de In te ra c c lë n  e n tre  la s  d is t in t a s  m o lécu les y e l cam­

b la d o r lé n ic o  en medios o rg é n ic o s , c a b r fa  pensar que, a l mènes en p a r te ,  e l f r a c ­

c io n a m ie n to  se r e a l iz e  en o rden a lo s  iT p Idos  que asoc lados a l p ro te o lT p ld o  f o r -  

man con e s te  d iv e rs e s  co m p le jo s . AsT, en e l caso d e l p ro te o lT p ld o  de s u s ta n c la  b la n ­

c a , a l p ro d u c irs e  una c o n tfn u a  d e l lp id a c lé n  se van formando agregados de forma 

p ro g re s iv a , pudiéndose e l u i r  e s to s  con lo s  s o lv e n te s  empleados. E s to  e s té  de a c u e r-  

do con lo s  da tes que se conocen a ce rca  de que la  e llm in a c lé n  de fo s fo l fp id o s  a c f -  

d lc o s  ( f o s f a t Id 11serIna y fo s fo ln o s I t ld o s )  y ce re b rô s id o s  provoca la  ag regac lôn  

d e l p ro te o lT p ld o  (1 2 6 ). S in  embargo, la  d e llp id a c lé n  d e l p ro te o lT p ld o  de m ie lln a  

fu e ,  p o r razones que se desconocen, mas ré p id a , como se comprobé a l ob tene rse  a l 

p r in c ip le  una fra c c lé n  excIus Ivam en te  compuesta de IT p Id o s . la  ag re g a c lô n  s lm u l-  

ténea de la  p ro te fn a  no se p ro d u jo  y en tonces quedô re te n id a  en la  colum na, con 

lo  que e l ren d im le n to  se re d u jo  co n s id e ra b le m e n te . De c u a lq u le r  forma la  c o n c lu -
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s ié n  mas im p o rta n te  es que se a p i ic 6  en la  columna un e x t ra c to  con b a s ta n te  p ro -  

porc iÔ n de p ro te fn a  b ô s lc a , y la s  fra c c io n e s  o b ten id a s  m ostra ron  una c la ra  corn- 

p o s ic lô n  p ro te o lIp fd lc a  ( ta b la  I ) .  En suma, la  p ro t te fn a  b é s tca , d i f i c l l  de sepa- 

r a r  d e l p ro te o lT p ld o  po r lo s  métodos convenelo n a le s , quedaba por com p le to  re te n id a  

en la  co lum na. E l Onico problem s a s o lu c io n a r  fu e , po r ta n to ,  aumentar e l re n *  

d im le n to  de p ro te o lT p ld o  o b te n id o . Con e s te  f i n  se abord#ron  lo s  expé rim en tes  de 

a d s o rc lé n -d e sa d so rc lé n  en D EA E-ce lu losa.

2 . PURIFICACION DEL PROTEOLiPIDO DE MIELINA POR AOSORClON-OESADSORCION EN DEAE- 

CELULOSA.

E stos expe rim en tos  p e rm it le ro n , en e fe c to ,  aumentar a p re c la b le m en te  e l 

re n d im le n to . A l e s ta r  e l  e lu y e n te  mueho mas tiem po en c o n ta c te  con e l cam b lador.

Ta e lu c lô n  fu e  mucho mas e f ic a z .  Ahora b ie n , deb ldo  p rec isam ente  a e s to ,  a p a r t i r  

de un c le r t o  tiem po (mas de 4 h o ra s ) , se e luTa e l p ro te o lT p ld o  con a lguna c o n ta m l-  

n a c lé n , probablem ent# p ro teT na  b é s ic a . Ya se In d ic é  en lo s  re s u lta d o s  que e s ta  

con tam inac lén  no se deb fa  seguramente a p ro te o l I s is  d e l p ro te o lT p ld o , dadas la s  

c o n d ic lo n e s  en que se r e a l iz é  la  e lu c lé n  y habléndose comprobado por a n é l ls is  de 

am inoécidos que se d eb fa  a la  p re s e n c la  de la  p ro teTna b é s ic a . Hubo, po r ta n to ,  

que e n c o n tra r  e l tiem po ép tim o  de e lu c lé n ,  en e l tra n s c u rs o  d e l c u a l se obtenTa 

e l méximo re n d im le n to  de p ro te o lT p ld o  s in  con tam inac lén  a lg u n a . E ste  r é s u lté  se r 

de 4 h o ra s . Para tiem pos mayores se empezaron a d e te c ta r  l lg e ra s  con tam in a c lo n e s . 

ASf pues, se e lu y é  con CM 2:1 y co ncen trée lones  c ra c la n te s  de é c id o  a c é t ic o  du ran ­

te  pe rlo d o s  de 4 h o ra s . La c a n tld a d  de p ro teTna o b te n id a  en 4as e lu c lo n e s  fu e  

c re c le n d o  a l aumentar la  co n c e n tra c lé n  de é c id o ,  lle g a n d o  a ob ten e rse  la  méxlma 

c a n tld a d  con é c id o  a c é t ic o  5 N. S in  embargo no ocu rrT a  lo  mIsmo con la  p ro p o rc lé n  

de fo s fa to  de las  fra c c io n e s , ya que la  méxlma se d ié  en la  f ra c c lé n  o b te n id a  e lu -  

yendo con é c id o  a c é t ic o  IN , para descender a c o n ttn u a c lé n  hasta  la  mfnlma p ro p o r-
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c lé n ,  que se d Ié  en la  f ra c c iâ n  e lu fd a  con é c id o  a c é tic o  5 N. Segûn lo s  c a lc u le s  

( ta b la  4 ) ,  la  p ro te fn a  re te n id a  en la  columna quedô aûn con menos p ro p o rc lô n  de 

f o s fa to .  Esto  co n firm a  la  h ip ô te s is  de que a l p r in c ip le  d e l fra cc io n a m ie n to  del 

p ro te o lT p ld o  de m ie lln a ,  ya sea en columna o por a d s o rc lô n -d e sa d so rc lô n , hay una 

ré p id a  d e l Ip ld a c lé n ,  lo  que provoca una a s o c la c lô n  mas fu e r te  e n tre  la  proteTna 

y  e l  cam blador. Por e s to  es n e ce sa rla  una mayor c o n ce n tra c lé n  de é c id o  para po- 

d e r e l u i r  la  p ro te T na , ob ten léndose  mas d e llp id a d a  que en la s  p rim eras fra c c io n e s  

y  p réc tIca m en te  s in  fo rm er agregados.

Hasta ahora ha s id o  d I f T c l l  é v a lu e r la  homogeneldad de la s  p re p a ra c lo -  

nes de p ro te o lT p ld o  deb ldo p r in c ip e Imente a la s  In te ra c c lo n e s  IT p Ido -p ro teT na  y 

a la  tendenc la  a fo rm er agregados. AsT se observan v a r ia s  bandas en la s  p repa ra - 

c lo n e s  de p ro te o lT p ld o  de s u s ta n c la  b lanca  (127) lo  que ha s Ido  In te rp re ta d o  por 

a lgunos como he te rogê ldad  (1 2 8 ,1 2 9 ). Estas bandas m u lt ip le s  se observan ya sea e l 

p ro te o lT p ld o  procédante  de su s ta n c la  b lanca  o de la  m ie lln a .  Una banda m a y o r ita ­

r ie  con un peso m o le cu la r o s c lla n d o  e n tre  23 y 30 KDalton ha s id o  observada f r e -  

cuentemente acompaAada de o tra s  de mayor y menor peso m o le c u la r , sobre todo de la  

denominada DM-20, que t ie n e  un peso m o lecu la r de 20.000 y una com poslc lôn de amlnoâ- 

c ld o s  s im ila r  a la  de l p ro te o lT p ld o  de m ie lln a .  En e s te  caso, aunque e l con ten id o  

de fo s fa to  y también e l de azûcar seen d is t in to s  en las  fra c c io n e s  o b te n id a s , la  

pro teTna parece ser la  mIsma, pues po r e le c t r o fo r e s is  s ô lo  se a p re c la  la  mIsma 

banda en todas e l le s .  La com poslc lôn  de am inoâcldos ( ta b la  5) sa lvo  l lg e ra s  d i f e ­

re n c la s  también lo  c o n firm a . El peso m o lecu la r c a lc u la d o  para e s ta  banda ré s u lté  

se r de 20.000 D a lto n  aproximadamente y de 23.000 a pH n e u tro  y bés ico  re s p e c t iv a -  

mente, lo  que in d u jo  a pensar en s i  r e a Imente la  p ro teTna p u r if ic a d a  e ra  e l p ro ­

te o lT p ld o  o la  ya menclonada DH-20 (1 2 9 ). S in  embargo hay que In d ic a r  que en a lg u ­

nas proteTnas de membrane s im lla re s  a l p ro te o lT p ld o , e l peso m o lecu la r h a lla d o  por 

e le c t ro fo r e s is  o por f l l t r a c l é n  en g e le s  dextranos d is c re p a  d e l h a lla d o  por o tro s
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sls tem as ta le s  como c e n tr ifu g a c lé n  a n a l f t lc a  o com poslc lôn  de am inoécidos en lo *  

que no in f lu y e  la  con form aclôn  que la  p ro te fn a  adopte (1 3 0 ). Habtda cu e n ta , a de - 

més, de la  te n de n c la  de la s  p ro te fn a s  de membrane a fo rm e r com p le jos  anorm ales 

con e l SDS, lo  que puede I n f l u i r  en la  d e te rm in a c lô n  d e l peso m o le c u la r  (I3 l% pe 

puede c o n c lu ir  que e s te  re s u lta d o  de 20.000 D a lto n  no es s u f ic le n te  pa ra  Juzgar 

s i  se t r a ta  o no de la  DM-20. E s to  se p o d r i abo rd e r, q u iz é s , en p o s te r  lo re s  e s -  

tu d io s  e s t r u c tu r a le s .  Por o t r a  p a r te  se co n firm a ro n  e s tu d io s  de o t ro s  a u to rc s  de 

que d is t in t o s  s ls tem as e le c t r o fo r é t ic o s  pueden c o n d u c ir  a d is t in t o s  re s u lta d o s  en 

lo  que a l c é lc u lo  de pesos m o lecu la re s  se r e f le r e  (1 3 2 ). En e fe c to ,  e l  peso m ole­

c u la r  c a lc u la d o  a pH bés ico  e ra  aproximadamente un 15 % mas a l t o  que e l h a lla d o  a 

pH n e u tro , es tando  mas ce rca  d e l c a lc u la d o  para e l p ro te o lT p ld o  de m ie lln a  p o r o t ro s  

a u to re s  (4 5 ) .  Por ta n to  no es f é c l l  d e c id ir  con c e r te z a , como se acaba de in d ic a r ,  

s i  e i p ro te o lT p id o  p u r i f ic a d o  c o in c id e  o no con la  p ro tbTna DH-20. A d idbna lm ente  

hay que in d ic a r  que no se ha observado reacclÔ n cruzada Inm unolôg ica e n tra  e l  p ro ­

te o lT p ld o  y la  DH-20 (1 3 3 ). E sto  puede In te rp re ta rs e  como la  e v id e n c la  de que te  

t r a ta  de dos p ro teTnas d ife re n te s  o de la  misma que ha p e rd id o  un segmente a n t lg é -  

n lc o .  No o b s ta n te  no puede c o n c lo irs e  nada con c e rte z a  ya que la  In c lu s io n  de de - 

te rg e n te  en e s to s  s ls tem as podrTa da r lu g a r a d ife re n c la s  e s t ru c tu ra le s  e n tre  am- 

bas p ro te T na s . QuIzÔs la  d ife re n c ia  podrTa c o n s is t i r  tam bién en la  c a n tld a d  de I c l -  

dos grasos u n id o s  cova len tem ente  lo  que a lte ra rT a  la  h id ro fo b id id a d  y po r ta n to  la  

ca n tld a d  de SDS u n Id o , o r ig in a n d o  las  d is t In ta s  m o v illd a d e s  en lo s  g e le s  de SDS- 

p o l ia c r i la m id a .

La t in c lô n  de lo s  g e le s  con fu ch s in e  m ostrô  la  no e x is te n c ia  de g lu c o -  

p ro teTnas en la  zona en que se t id e  e l p ro te o lT p ld o  ( f ig u r a  8 ) .  E s to  co n firm a  lo s  

re s u lta d o s  de P odusio  e t  a l (134) de que e l p ro te o lT p ld o  es d is t in g u lb le  de la s  

g lu cop ro teT nas  p ré sen tas  en la  m ie lin a .

La c rom atogra fTa  en DEAE-celulosa de c ie r ta s  pro teTnas In trT n se ca s  de
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membrana m ed ian te  la  e lu c lé n  con CH 2:1  y un g ra d ie n ts  de a c e ta to  amônico se ha 

m ostrado  francam ente  e f ic a z  (1 3 5 ,1 )6 ) .  En e i caso d e i p ro te o lT p id o  de m ie lin a  se 

in te n té  e l experim en to  de a d s o rc ié n -d e s a d s o rc ié n  e luyendo con CM 2:1 y c o n c e n tra - 

c lo n e s  c re c ie n te s  de h id ré x id o  am énico, El re n d im ie n to  fu e  mucho mas b a jo  ( t a ­

b la  6) que e l o b te n id o  e luyendo  con é c id o  a c é t ic o ,  deb ldo  probablem ente a que la  

p ro teT na  e s té  ta n  fu e rte m e n te  un ida  a l camblador que para s e p a ra r la  de e s te  hacen 

f a l t a  m edios muy e n é rg ic o s . Por la  misma razén , m ezclas de b u tano l-agua  en la  

e lu c lé n ,  que en o t ro s  casos r e s u lta ro n  u t i l e s  (3 8 ,4 4 ) ,  no d ie ro n  buenos re s u lta d o s  

a p llc a d a s  en e l fra c c io n a m ie n to  d e l p ro te o lT p ld o  de m ie lin a .

3 . DETERHINACIONES ESTRUCTURALES DEL PRDTEDLIPIDO PURIFICADO.

El p ro te o lT p ld o  de m ie lln a  p u r i f ic a d o  po r DEAE-celulosa d ié ,  como ya se 

ha in d ic a d o , una s o la  banda en e le c t r o fo r e s is  en g e le s  de S D S -p o lia c r I la m id a . La 

p o s ib le  homogeneldad de e s ta  banda se comprobô po r m edio de la  d e te rm in a c lô n  de i 

grupo am ino te rm in a l.  En e fe c to ,  s o lo  se observé  una ma neha m a y o r ita r ia  c o rre s p o n - 

d le n te  a l  a m in o lc id o  d a n s lla d o  a la n in a .  Se d e te c ta ro n  manchas muy d é b ile s  que p ro -  

cederTan de llg e rT s Im a s  co n tam in a c lo n e s , y que s i en la  e le c t r o fo r e s is  no se pu- 

s ie ro n  de m a n if ie s to ,  aquT s i se a p re c ia n  g ra c ia s  a la  g ra n  s e n s ib i i id a d  d e i méto­

do empleado.

Como am inoécido  am ino te rm in a l d e l p ro te o lT p id o  se ha c ita d o  a la  g l ic o -  

c o la  (108, 137, 1 )8 ) ,  lo  c u a l no c o in c id e  con e l re s u lta d o  p resen tado  aquT. S in  

embargo hay que in d ic a r  que la  g i ic o c o la  sue le  da rse  frecuen tem en te  en e s tas  de- 

te rm in a c io n e s  como un a r te fa c to  p rocédan te  de o t ra s  fu e n te s  que no son la  p ro te T ­

na a in v e s t ig a r .  No o b s ta n te , e l que se haya o b te n id o  por d iv e rs e s  métodos a p o rta  

b a s tan te  c e rte z a  a l r e s u lta d o .  Segûn e s to  podrTa o c u r r i r  que la  h ip ô te s is  de que 

la  pro teTna p u r if ic a d a  es la  DM-20 y no e l p ro te o lT p id o  fu e ra  c ie r t a ,  aunque has­

ta  e l momento e i am inoécido  amino te rm in a l de la  DM-20 no e s té  de te rm inado . Sin
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embargo e s ta  d ts c u s iô n  quedarTa a la  espera de la  c o n fIrm a c lô n  o  no de re s u lta d o s  

que proponen una Id e n tld a d , a l menos p a r c la l ,  d e l p ro te o lT p ld o  de m ie lln a  con la  

pro teTna DM-20, como ya se ha comentado.

En cuan to  a lo s  mapas p e p tT d ico s , lo  mas lla m a tiv o  fue  la  e x is te n c ia  de 

p é p tid o s  de a p re c la b le  tamaAo que poseTan poca m o v i lld a d , ta n to  en la  e le c t r o fo r e ­

s is  como en la  c ro m a to g ra ffa . El destacado tamaAo de la s  manchas podrTa debarse , o 

b ien  a una he terogene idad  de cadenas p o lIp e p t fd ic a s  en e l d ig e r id o ,  o a que la  p ro ­

teTna de p a r t id a  es d ig e r id a  sS Io  p a rc la lm e n te  por lo s  enztmas, deb ldo

probablem ente a ImpedImentos e s të r ic o s .  la  p rim e ra  p o s ib i l id d d  se puede e llm in a r  

f é c i Im ente , ya que no s o lo  aparecTa una s o la  banda en lo s  g e le s  de S D S -p o lla c r I la ­

mida como ya se in d ic ô  a n te r lo rm e n te , s Ino  que tam bién r é s u lté  un s o lo  grupo amino 

te rm in a l,  y po r ta n to  la  c a s i com pléta segurldad  de que se t r a ta  de una so la  cadena 

p o lIp e p tT d Ic a . S in  embargo la  segunda o p c ié n  es mucho mas p ro b a b le . En p rim e r lu ­

ga r porque e l m a te r ia l u t i l l z a d o  contenTa IT p Idos  que podrTan fo rm er com ple jos con 

e i p ro te o lT p id o . De e s ta  forma c ie r to s  grupos s u s c e p tib le s  de te r  a fe c tad o s  por 

la  a cc ié n  e n z im a fica  podrTan quedar p ro te g id o s  de la  misma. En segundo lu g a r p o r­

que a l no poder u t i l l z a r  agentes d e s n a tu ra lIz a n te s , ta ie s  como u re a , 2 -m ercap toe- 

ta n o l ,  SDS (109) e t c . ,  deb ldo  a que lo s  enzlmas encargados de r e a l lz a r  la  d ig e s ­

t io n  quedarfan  In h ib id o s ,  e l  com p le jo  IT p Id o -p ro te T n a  es poco a c c e s ib le , a l menos 

en p a r te ,  a esos enzlm as. CabrTa p regun ta rse  qué p a rte  de la  m olécu la  es la  que 

p re fe ren tem en te  r é s is té  e l a taque e n z im é tic o . P os ib lem ente  pueda t r a ta r s e  de la  

zona que , en c o n ta c to  con la  p a r te  h ld rô fo b a  de la  b icapa  l lp T d Ic a ,  m antlene In ­

te ra c c lo n e s  con lo s  ITp Idos o con o tra s  cadenas p o lip e p tfd ic a s  d e l medio c lr c u n -  

da n te , deb ido  tam bién a su h ld ro fo b lc ld a d  (1 3 9 ). E sta  h ip ô te s is  e s té  soportada en 

p a rte  porque lo s  p é p tid o s  mas v is ib le s , y  que son tam bién lo s  menos m ô v lle s  ta n to  

en la  e le c t r o fo r e s is  como en la  crom atogra fTa ,deben  se r lo s  menos p o la re s . Por 

o t ra  p a r te  lo s  p é p tid o s  de menor tamaho deben p e rte n e ce r a la s  zonas h id r é f l la s  de
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la  p ro te fn a , que a l no e s ta r  p ro te g id a s  por lo s  I fp id o s ,  son d ig e r ld a s  s in  mayores 

d i f ic u l t a d e s .  R eclentem ente se han o b te n id o  re s u lta d o s  s im ila re s  que In d lca n  la  

p o s ib l l ld a d  in c lu s o  de que p a r te  de e s to s  p é p tid o s  h id rS fo bo s  s o lo  p a rc la lm e n te  d i -  

g e r ld o s  no sean n i t iq u ie r a  s o lu b l l Iz a d o s ,  y  por ta n to  queden s in  d e te c ta r  ( I4 0 ) ,  

con lo  que se hace cada vez mas é v id e n te  la  necesidad de d é s a r r o i la r  nuevas té c -  

n lc a s  (1 4 1 ).

4 . INTERACCIBNES ENTRE EL PROTEOLIPIDO DE MIELINA PURIFICADO Y LIPOSOMAS DE FOSFATI- 

DILCOLINA.

Para e l e s tu d io  de la s  In te ra c c lo n e s  e n tre  lo s  p ro te o lfp id o s  y lo s  l lp id o s  

de la  membrana, y de la  p o s ib le  fu n c lô n  de e s ta s  I Ip o p ro te fn a s , es conven ien te  u t i ­

l i z e r  un sis tem a modelo no muy com piIcado y  convenlentem ente  b ie n  c a ra c te r iz a d o . Es­

te  modelo puede se r e l IIposoma (142) ya que en e l mIsmo es p o s ib le  In c o rp o re r la  

m o lécu la  cuya fu n c lô n  p re tende  d i lu c id a r s e ,  s i e s ta  cumpie una s e r ie  de p ro p ie d a - 

des f Is lc o -q u fm lc a s .  E ste  fu e  e l caso d e l p ro te o lT p ld o  de la  m ie lln a .  Dada su n a tu -  

ra le z a  a lte rnan te  h ld rô fo b a  pudo In c o rp o ra rs e  en un buen p o rc e n ta je  en la s  b icapas 

de fo s fo lT p id o  ( ta b la  7 ) .  La a s o c la c lô n  e n tre  e l p ro te o lT p ld o  y lo s  ITp Idos no se 

d e s tru y ô  con lo s  lavados con tampôn, lo  que c o n tra s ta  con lo s  re s u lta d o s  o b te n id o s  

para la  mezcia de IT p Idos  mas a lbum ine b o v in e . E sto  parece In d ic a r  que la  a s o c ia -  

c lô n  en ambos casos es muy d i s t i n t a ,  como c a b rfa  esp e ra r de la s  c a ra c te rT s t ic a s  de 

cada p ro teT na .

Si b ie n  la  tem pe ra tu re  de t r a n s ic iô n  de fa se  de g e l a IT qu ido  c r is t a l I n o  

de la  d ip a lm i t o i I f o s f a t id i I c o l in a  no s u f r iô  una v a r la c lô n  d e te c ta b le  po r e s te  méto­

do , es Im po rtan te  seA a la r que la  p re t r a n s ic iô n  té rm ica  se am ortiguô  a p re c la b le m en te . 

Esta  p re t ra n s ic iô n ,  que ademÔs de o t ra s  causas ya comentadas (1 2 0 ,1 2 1 ), se c re e  que 

se debe a l paso desde e s t ru c tu ra  la m e la r r fg ld a  a e s t ru c tu ra  la m e la r f l e x ib le ,  se 

ha v is t o  que se é lim in a  a l a A a d ir a p o p ro te fn a  de l p ro te o lT p ld o  de m ie lln a  a b ic a *
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pas de d im t r i s t o i I f o s f a t ld i I c o l I n a  (4 7 ) .  E sto  s u g le re  que e l e fe c to  d e l p ro te o l f -  

p ido  en la s  b icapas de d lp a lm l to i I f o s f a t I d l I c o l I n a  es s im i la r .  Induclendo c 'e r t a  

deso rga n Iza c lô n  en e l empaquetamlento de la s  cabezas p o la re s  de lo s  I fp id o s .  Un 

e fe c to  s im i la r  se ha v Is to  que t ie n e  e l c o le s te ro l (1 4 4 ).

En c ie r to s  casos se ha v is t o  que la  In c o rp o ra c lô n  de p ro te o lT p ld o s  en 

liposom es Induce un aumento de la  f lu ld e z  de la  b icapa  (1 2 2 ). Se ha dem ostrado tam­

b ién  que p ro te fn a s  que pene tran  en la  b icapa  o que deform an e l empaquetamiento de 

la s  cadenas de ic id o s  g rasos en la  missia pueden in d u c ir  un increm ento  en la  permea- 

b l l ld a d  de e s ta s  e s tru c tu ra s  l lp f d ic a s  ( l4 $ ) .  S in  embargo no fu e  e s te  e l caso d e l 

p ro te o lT p id o  p u r i f ic a d o  de m ie l ln a .  La In c o rp o ra c lô n  d e l mIsmo no in d u jo  n in g fin  In ­

crem ento en la  v e lo c id a d  de s a lld a  de isô to p os  a trapados  en e l I n t e r io r  de lo s  l i ­

posomes ( f ig u r a  1 2 ). No o b s ta n te  e s to s  llposom as s i  e ra n  s e n s ib le s  a la  a c c lô n  

f lu ld i f I c a n t e  d e l c lo ro fo rm o  ( f ig u ra  12, f lé c h a )  e In c lu s o  se h ic le ro n  mas perméa­

b le s  cuando le s  fu e ro n  Inco rpo rados lo s  p ro te o lfp id o s  de la  e le c tro p la c a  de Torpe­

do . Todo e s to  in d ic é  que e l p ro te o lT p ld o  de m ie l ln a ,  a d i fe re n c ia  de o t ra s  s u s ta n - 

c ia s ,n o  pe rtu rb ab a  la  b icapa llp T d ic a  hasta  e l  grado de aumentar su pe rm eab iIIdad  

sens ib lem en te .

Aunque s e rfa n  ne ce sa rlo s  o t ro s  e s tu d io s ,  fu e ra  de la s  p o s ib lI td a d e s  de 

e s te  t r a b a jo ,  lo s  re s u lta d o s  o b te n id o s  s u g le re n  un papel e s ta b i I Iz a d o r ,  o  a l  menos 

no d e s e s ta b iI Iz a n te  para  e l p ro te o lT p id o  de la  m ie l ln a .  Esto  no d e sca rta  la  p o s ib l­

lld a d  de o tra s  fu n c lo n e s  mas lo c a liz a d a s  que no p u d ie ro n  d e te c ta rs e  por lo s  méto­

dos aquT empleados. En c u a lq u le r  caso ré s u lta  a tra y e n te  la  h ip ô te s is  de que en e l 

m an ten lm ien to  de la  e s tru c tu ra  de la  m ie lln a  un papel p r im o rd ia l es Jugado po r e s ta  

p ro te T n a , que ta n  d i s t i n t o  com portam iento  t ie n e  con re s p e c to  a o tro s  p ro te o lfp id o s .

5 . CROMATOGRAFIA DE INTERCAHBIO lONICO EN DISOLVENTES ORGANICOS.

Es co n v e n ie n te , an tes  de s e g u ir  d is c u t le n d o  lo s  re s u lta d o s  de la , p u r i f l -
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c a c lô n  p o r c ro m a to g ra ffa  de los  p ro te o lfp id o s  de la  e le c tro p la c a  de Torpedo, ha- 

b la r  d e l p o s ib le  mécanisme po r e l que actCa e l camblador iô n ic o  en p re senc la  de 

d is o lv e n te s  o rg é n ic o s .

El agua, de b id o  a su a l t a  co n s ta n te  d ie ié c t r ic a ,  es un e x c e ie n te  d i -  

s o lv e n te  pa ra  la  m ayorfa  de lo s  é c id o s , bases y s a le s  o rg é n ic a s  e in o rg â n ic a s . y 

po r d e f in ic iô n ,  e le c t r o l l t o s  fu e r te s  son a q u e ilo s  que se d is o c ia n  t o ta l  o casI 

to ta lm e n te  a l  d is o lv e r lo s  en agua. Por e s to  a l d é s a r r o i lo  de la s  ré s in a s  de in t e r -  

cam bio lô n ic o  se ha lle v a d o  a cabo comunmente en s ls tem as acuosos, donde su e s ta ­

b i I idad y v e lo c id a d  de In te rca m b io  son e le va d a s . En d is o lv e n te s  o rg é n ico s  lo s  e le c ­

t r o !  i t o s  se d is o c la n  en menor p ro p o rc lô n  que en agua, deb ido  a que la  co ns tan te  

d ie ié c t r ic a  es mas b a ja . Como consecuencia  de e s to  e i in te rc a m b io  iô n ic o  es acom- 

paAado de una p ronunclada  adso rc iÔ n  e le c tn d f t ic a .

Uno de lo s  fa c to re s  a te n e r  en cuenta  es e l e q u il ib ra d o  de l cam blador.

En d is o lv e n te s  p o la re s  no acuosos es completam ente s im i la r  a l de medios acuosos .

En e s te  paso hay que te n e r  en cuen ta  la  tende n c la  de lo s  lones a la  s o lv a ta c iô n ,  

la s  d ife re n c la s  de p res lÔ n  osm ôtica  o r ig in a d a s  y la  re p u ls io n  e le c t r o s té t ic a  en­

t r e  ca rgas  f i j a s .  Y a s f ,  cuan to  menos p o la r  es e l d is o lv e n te ,  menor es la  s o lv a -  

ta c lô n  de lo s  lo n e s . También o c u rre  que a l se r la  co n s tan te  d ie ié c t r ic a  menor, las  

In te ra c c lo n e s  e le c t r o s té t ic a s  e n tre  lones de carga  opuesta  son mas fu e r te s ,  con 

lo  que e s ta n  fa v o re c id a s  la  fo rm a c lô n  y a s o c la c lô n  de pares de lones de carga  opues­

ta  ( l4 6 ) .  Es lÔ g Ic o , po r ta n to ,  que en e l caso d e s c r i to  aqu f la  ré s in a  se h inchara  

menos, pues ademés de que e l m etanol t ie n e  una co n s ta n te  d ie ié c t r ic a  (E -3 2 )  menor 

que la  d e l agua (é  -8 1 )  (1 4 7 ) , la  p re se n c la  de c lo ro fo rm o  aûn p ro d u c ir fa  menor 

h inchado . Es sab ido  que en d is o lv e n te s  no p o la re s , ta ie s  como benceno y queroseno, 

la  m ayorfa de la s  ré s in a s  p ra c tIca m en te  no se h in c h a n ( l4 8 ) .

Hay que te n e r  en cuenta  a q u f que se empleô una m ezcia de d is o lv e n te s  

(c lo ro fo rm o -m e ta n o l) .  En e s te  caso la  ré s in a  absorbe e l componente po r e l que t i e -
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ne mayor a f ln ld a d .  Esta  a f ln ld a d  se debe a In te ra c c lo n e s  e le c t r o s té t ic a s  e n tre  lo s  

lones o  g rupo  p o la r  de la  ré s in a  y la s  m o lécu las  de d is o lv e n te  p o la r .  También In ­

te rv ie n n e  ln te ra < c lo n e s  de London que genera lm ente  son mucho mas d é b ile s  (1 4 9 ).

Por e s to  la  ré s in a  p re f le r e  e l componente mas p o la r ,  que en e s te  caso s e rfa  e l  me­

ta n o l (IS O ). En re a lId a d  la  ré s in a  a c tu a r fa  como un tra n s p o r ta d o r  de la  fa s e  m e ta - 

n ô lIc a  m ie n tra s  que e l s o lu to ,  I fp id o s  y p ro te o lfp id o s  en e s te  caso , se d ls t r l b u -  

ye e n tre  e s ta  fa se  y la  fa se  l iq u id a  e x te rn a  que p re fe re n te m e n te  s e r fa  c lo r o f é r -  

m lca . De a qu f que la  p ro te fn a  re te n id a  en e l cam blador fu e ra  la  que mas grupos 

cargados p re s e n ta ra , pues te n d e r fa ,  una vez a lcanzado e l e q u l l lb r lo  de a d s o rc lé n , 

a ocupar la  fa s e  mas p o la r ,  es d e c ir  la  m e ta n é lIc a , m ie n tra s  que la s  m o lécu las  mas 

h id ré fo b a s , p r in c ip a lm e n te  I fp id o s  y  de term lnados com p le jos  I Ip o p ro te ic o s  quedan 

en la  fa se  menos p o la r ,  y po r e o n s ig u le n te  son lo s  p rim e ro s  en se r e lu fd o s .  Y e fe c -  

t lv a m e n te , lo s  re s u lta d o s  o b te n id o s  parecen c o n firm e r todo lo  d ic h o : en genera l 

la  p rim e ra  f r a c c lé n  es exc Ius Ivam ente  I I p fd lc a  (caso d e l p ro te o lfp id o  de m ie lln a )  

o c o n tle n e  p ro te fn a  con g ran  p ro p o rc lô n  de I fp id o s  (caso de lo s  p ro te o lfp id o s  d e l 

T o rp e d o ). Por e l c o n t ra r io ,  la s  p ro te fn a s  e lu fd a s  p o s te r lo rm e n te  t ie n e n  mas a m ln o l-  

c ld o s  p o la re s  y con c a rg a , e In te ra c c io n a n  con I fp id o s  a c fd ic o s  y p o la re s  (PS, P I,  

PE).

H abrfa  que c o n s id é re r p ree lsam ente  ahora  cômo se r e a l iz e  la  e lu c lô n .  En 

e s ta  In te rv e n d rfa n  dos meeanismos re la c lo n a d o s  con e l uso d e l lôn  h id ro fô b ic o  p - to -  

lu e n s u lfo n a to .  Cabe pensar que en un p rim e r paso I n ic la l  e l lô n  desp laza  a lo s  g ru ­

pos cargados de la  p ro te fn a  en su In te ra c c lô n  con la  ré s in a .  A quf la  forma lô n ic a  

de e s ta  t ie n e  poco e fe c to ,  ya que la  a f ln ld a d  de grupos ta ie s  como e l de la  DEAE- 

c e lu lo s a  por lo s  d is o lv e n te s  o rg é n ic o s  es re la t iv a m e n te  fu e r t e .  Ademés, e l t o t a l  de 

lo s  s u s t itu y e n te s  g a ra n tIz a  una d is ta n c la  mfnlma c o n s id e ra b le  e n tre  e l c e n tro  de la  

carga  f i j a  y e l lôn  que se In te rc a m b ia , con lo  que se fa vo re ce  la  d is o c la c lô n ,  In ­

c lu s o  en d is o lv e n te s  de re la t iv a m e n te  baJa c o n s ta n te  d ie ié c t r ic a .  Esta d is o c la c lô n
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tam bién es fa v o re c id a  po r la s  In te ra c c lo n e s  de London de lo s  c o n s tI tu y e n te s  o rg é ­

n ic o s  de la  m a tr iz  d e l camblador con e l p - to lu e n s u lfo n a to .  El segundo paso, que 

en re a l Idad es s lim ilté n e o  a l  p rim e ro , es la  In te ra c c lô n  de lones p - to lu e n s u l fo n a ­

to  con lo s  g rupos cargado de la  p ro te fn a . En e fe c to ,  e s te  lé n  se ha demostrado 

que puede I n te r a c t lo n a r con p ro te fn a s  s o lu b le s  en medios acuosos, y mas c o n c re ta -  

mente con lo s  grupos cargados p e s it iv a m e n te . Su c a ré c te r  de é c id o  moderadamente 

fu e r te  hace que a l mIsmo tiem po queden n e u t r a lIzados lo s  grupos c a rb o x ilo  de la s  

p ro te fn a s , a l  d is m in u ir  e l  pH po r deba jo  de sus puntos I s o e lé c t r ic o s .  El r e s u l ta ­

do es una m o lécu la  s in  ca rga  y con una s u p e r f ic ie  mas h ld rô fo b a , que es capaz de 

d ls t r l b u l r s e  p re fe re n te m e n te  en la  fa se  o rg é n ica  de unsis tem a b ifé s ic o  a g u a -d is o l-  

ve n te  o rg é n ic o  (66) a pasar de su c a ré c te r  h id r ô f l lo  I n i c l a l .  En e l caso co n c re te  

que a q u f se d is c u te ,  e s ta s  m oleÔulas h id ro fô b ic a s  no te n d r fa n  Inconven len te  en 

abandonar la  fa s e  m e ta n ô lIca  en que se encuen tran  y pasar a la  c lo ro fô rm lc a ,  me­

nos p o la r ,  para  se r e lu fd a s .

En resumen, aunque en p re senc la  de d is o lv e n te s  o rg é n ico s  la  capacidad 

o p e ra t iv a  d e l camblador puede ser mas ba ja  que la  te ô r ic a ,  a l  haber zonas no a c - 

c e s lb le s  a lo s  lones en s o lu c lô n  dado que no hay un h inchado t o t a l ,  la  capacidad 

de a d s e rc lô n  es mucho mas a l t a  que en s ls tem as acuosos (151) y la  ré s in a  puede se- 

p a ra r adecuadamente d is t in t o s  componentes.

6 . EXTRACCION Y PURIFICACION DE PROTEOLIPIDOS DE LA ELECTROPLACA DE TORPEDO.

En p r in c ip le  se r e a l lz ô  la  e x tra c c lô n  de p ro te o lfp id o s  a p a r t i r  de mem­

branes r ic a s  en re c e p to r  de a c e t i I c o l in a ,  pero  e l ren d im ie n to  fu e  muy b a jo . Como 

q u ie ra  que la  e x tra c c lô n  con CM 2:1 de la  e le c tro p la c a  to ta l  ren d fa  m a y o r ita r la ­

mente la  banda de 39.000 D a lto n  de peso m o le c u la r , a l Ig u a l que o c u r r fa  con la  ex­

t ra c c lô n  de la  membrana p u r if ic a d a  ( f ig u r a  1 3 ), se d e c id lé  a p a r t i r  de entonces 

t ra b a ja r  d ire c ta m e n te  con la  e le c tro p la c a  t o t a l ,  s in  p o s te r lo re s  fra c c lo n a m te n to s .
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De es ta  forma e l ren d im ie n to  se aumentô cons ide rab lem en te .

Como ya se ha d Ic h o , e l  e x t ra c to  o rg é n ic o  d e l ôrgano e lé c t r ic o  de Torpe­

do se a p llc ô  en una columna de DEAE-celulosa para su fra c c io n a m ie n to . La f r a c c lé n  

I ,  que no es re te n id a  por e l  cam blador, es la  que te n fa  mayor p ro p o rc lô n  de aminoé­

c id o  s h id rô fo b o s  ( ta b la  10) y de fo s fo l Ip ld o s .  Por e l c o n t ra r io ,  la s  fra c c io n e s  I I  

y I I I  que fu e ro n  re te n id a s  por la  columna, re s u lta ro n  mas abondantes en am inoécidos 

cargados, y su c o n te n id o  I I p fd ic o  fu e  b a s tan te  mas b a jo . En es tas  fra c c io n e s  hubo 

también un p redom in io  de PE y fo s fo lfp id o s  a c fd ic o s  ( f ig u r a  150k E stas d ife re n c la s  

en h ld ro fo b lc ld a d ,  am inoécidos cargados y com poslc lôn  I Ip fd lc a  e x p lIc a r fa n  e l d l f e -  

re n te  com portam iento c rc m a to g ré fIc o  de la s  p ro te fn a s  que ccmponen e l e x t ra c to ,  co­

mo ya se d is c w t lô  en e l apa rtado  a n te r io r .  También en e s te  se e x p llc Ô  e l  p o s ib le  

mecanismo de e lu c lô n  basado en un g ra d ie n te  de p - to lu e n s u lfo n a to .  Hasta ahora lo t  

métodos u t i l I z a d o s  para la  c ro m a to g ra ffa  de In te rca m b io  lô n ic o  en s o lv e n te s  o rg é ­

n ico s  se basaban en la  e lu c lô n  con un g ra d ie n te  de a c e ta to  amônico (3 5 , 38, 135, 

136) o  con n -b u ta n o l-é c id o  fÔ rm ico (1 5 2 ). El método a qu f u t i l lz a d o  se d ife re n c ia  

de lo s  menclonados porque combina la  p re se n c la  de un lôn  que s w s titu y e  en la  r é s i ­

na a lo s  grupos cargados de la  p ro te fn a  a l mismo tiem po que in te ra c t io n s  con e s ta , 

fa c l l l t a n d o  la  e lu c lô n .

El uso de la  e le c t r o fo r e s is  en g e le s  de S D S -p o lla c rIla m id a  p e rm it lô  

I d e n t i f ic a r  e l c o n te n id o  de la s  fra c c io n e s  o b te n id a s , en lo  que se r e f le r e  a su 

com poslc lôn p o l ip e p t fd ic a .  La banda m ejor c a ra c te r iz a d a  fu e  la  de 39 K D a lto n , p ra c -  

tIcam ente  la  ô n ica  que compone la  f ra c c iô n  I ( f ig u r a  1 6 ). O tro  p o lIp é p t id o  que es 

tam bién m a y o r ita r lo  en e t e x t ra c to  i n i c l a l ,  y  cuyo peso m o lecu la r es de 42 K D a lton , 

se encuen tra  lo c a liz a d o  p re fe ren tem en te  en la s  fra c c io n e s  I I  y I I I  .Las  bandas de 

peso m o lecu la r mas a l t o  también se encuentran  en e s ta s  f ra c c io n e s , sobre  todo  en 

la  f ra c c iô n  I I I .  Estas p ro te fn a s  s e rfa n  las  menos h id rô fo b a s , ya que son la s  que 

mas se re t ie n e n  en la  columna. Este hecho se co n firm ô  mas ta rd e  a l comprobar su
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s o lu b t l ld a d  en s o lv e n te s  acuosos después de haber s id o  p re c lp lta d a s  con e te r - e ta -  

no l d e l e x t ra c to  o rg a n ic o  t o t a l .

Es d ig n o  de menclôn e l que constatem ente se e n co n tra ra  un Increm ento en 

la  m o v illd a d  de la s  p ro te fn a s  después de d e l lp id a r  por p re c ip lta c lô n  con e te r - e ta -  

n o l.  Por o t ra  p a r te ,  s i  no se e llm in a b a n  lo s  Ifp id o s  la  re s o lu c lô n  e ra  n o ta b le -  

mente p e o r, aunque se de tectaban  la s  mismas bandas que en lo s  p ro te o lfp id o s  d e l l -  

p ld a d os . A l p ro d u c irs e  la  p re c lp ita c lô n  debe haber un cambio de con form aclôn  que 

provoque e s ta  d ife re n c ia .  También p o d rfa  se r deb ido  a l d l fe re n te  c o n te n id o  I I p f ­

d ic o  y /o  a una d lfe re n te  unIÔn de SDS (131, 153 -155). Una com binéelôn de la s  cau­

sas c ita d a s  q u izé s  p ro v o c a rfa  e s te  com portam iento anômalo.

7 . UNION DE LIGANOO COLINERGICOS.

T ra tando  de id e n t i f ic a r  como p o s ib le s  re ce p to re s  de la  a c e t l lc o l in a  lo s  

p ro te o lfp id o s  a ls la d o s  y p u r if Ic a d o s  de la  e le c tro p la c a  de Torpedo, se h ic le ro n  

d iv e rs e s  e s tu d io s  sobre la  un iôn  de v a r lo s  agentes c o lIn é rg ic o s .

S in  embargo, an tes  de e n t re r  a d is c u t i r  lo s  re s u lta d o s  o b te n id o s , ha­

b r fa  que hacer de term inadas c o n s id e ra c io n e s . En p rim e r lu g a r es n e ce sa rio  e s ta b le -  

c e r la  v a lid e z  de lo s  e s tu d io s  de u n iô n  de llg a n d o s  en un medio o rg é n ic o .

Los re ce p to re s  de membrana, como p ro te fn a s  In tr fn s e c a s  que son, m a n tle - 

nen dos dom in los de in te ra c c lô n  mas o menos b ien  d ife re n c la d o s . Se da una in te ra c c lô n  

po r fu e rza s  h id rô fo b a s , produc Ida meramente po r la  e x c lu s iô n  de toda m olécu la  po­

la r ,  y una In te ra c c lô n  con e l medio acuoso e x te r io r  e I n t e r io r  de la  c é lu la ,  y en 

que lôg icam ente  deben p rédom iner la s  in te ra c c lo n e s  de t lp o  lô n ic o .  lE n  cué l de d i ­

chos dom in los se produce la  form aclÔ n d e l com p le jo  llg a n d o -re c e p to r?  Es lô g ic o  e 

inm ed ia to  que la  in te ra c c lô n  I n ic la l  o c u rra  en la  zona que podrfamos lla m a r h t -  

d r ô f i t a ,  puesto  que e l n e u ro tra n s m is o r p ro v ie n e  d e l e x te r io r  c e lu la r .  Pero s i  e s to  

o cu rre  en un p rim e r paso, no s ig n i f ie s  que p o s te r lo rm e n te  no e n tre n  en Juego o t r o
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t lp o  de fu e rz a s , ya que e l s i t i o  a c t iv e  (ope rac lona Im en te  d e f ln id o  como la  v e rd a -  

dera  zona de In te ra c c lô n  que provoca un de te rm inado  e fe c to ,  tra d u c ld o  en una t r a n s -  

locaclÔ n de tones a travÔ s de la  membrana) p o d rfa  s t tu a rs e  a un n iv e l mas " p r o -  

fundo " de la  m o lé c u la , donde la s  In te ra c c lo n e s  h id rô fo b a s  podrTan te n e r  un Im por­

ta n te  p a p e l. De a qu f que, aunque sean la s  In te ra c c lo n e s  de t lp o  p o la r  la s  p r in ­

c ip a le s  a te n e r en cu e n ta , p o d rfa  o c u r r i r  que no fu e ra n  la s  dn lcas  para e l man-

te n lm le n to  ( a un n iv e l o p e ra c lo n a l)  de l com p le jo  llg a n d o -re c e p to r .  O esgrac iada - 

m ente, a l p ro d u c irs e  e s to s  procesos a enormes v e lo c id a d e s , no se han pod Ido d l s -  

c iin tn a r  con s u f lc ie n te  e x a c t l tu d ;  no o b s ta n te  son grandes lo s  e s fu e rzo s  que se rc a -  

l iz a n  en t a l  s e n t ld o  (1 5 6 ). AI menos, s i  no hay pruebas d ir e c ta s  de lo  que se aca­

ba de d e c lr ,  s i  hay pruebas in d ir e c ta s  de que la s  in te ra c c lo n e s  d e l re c e p to r  con  

c ie r to s  I fp id o s  (157 , 190, 191) y  mas concre tam ente  con una c ie r ta  zona o h a lo  ssiy

cercano  a l re c e p to r  pueden se r Im po rta n te s  (158 ,159) en su fu n c io n a lid a d .  S i como

en e s te  caso c o n c re to , la  p ro te fn a  e s ta  en un m edio o rg é n ic o , mucho menos p o la r  

que e l acuoso, es lô g ic o  que a lgunas de e s ta s  in te ra c c lo n e s  tengan aûn mas im por­

ta n c ia  pa ra  e l m an ten lm ien to  de l com p le jo  l lg a n d o - re c e p to r .  Adesrfs, la s  in te ra c -  

c lo n e s  p ro te fn a - l fp id o  e s ta n  b a s ta n te  mas prese rvadas que cuando la  p ro te fn a  e s té  

d is u e lta  en un m edio acuoso con d e te rg e n t# . Y de hecho son c la ra s  la s  d ife re n c la s  

de com portam iento  d e l re c e p to r  en su am blen te  p r o p i*  de la  membrana y  fu e ra  d e l 

mismo, cuando e l d e te rg e n t#  s u s t itu y e  a lo s  I fp id o s  en la  e s ta b i l iz a c lô n  d# la  mo­

lé c u la  p ro te ic a  en un m edio que no es e l suyo p ro p io  (1 6 0 ).

Ta l y  como ya se d is c u t iô  a l h a b la r  de la  c ro m a to g ra ffa  de in te rc a m b io  

lô n ic o  en medios o rg é n ic o s , la  In te ra c c lô n  iô n - lô n  y o t ra s  in te ra c c lo n e s  e n tre  e s -  

pe c ie s  p o la re s  poseen mas ene rg fa  cuan to  menor es la  p o la r ld a d  d e l m ed io . En e fe c to ,  

en un medio acuoso una p ro te fn a  g lo b u la r  t ie n e  un g ran  nûmero de cargas n e g a tiva s  

y p o s it iv a s  s itu a d a s  en la  In te r fa s e  que c o n ta c ta  con la  adyacente  capa de agua. Es­

ta  capa de h id ra ta c lô n  re p re se n ts  agua e s tru c tu ra d a  e in m o v iliz a d a  po r puentes de



99

h id rôgeno  a lo s  grupos p o la re s  de la  p ro te fn a .  l a  p re se n c la  de un d is o lv e n te  no 

p o la r ,  por e jem p lo  un h id ro c a rb u ro , produce un e fe c to  de o rdenam len to , Increm en- 

téndose la s  fu e rz a s  po r puentes de h id rô g e n o . En e s te  caso la s  dos s u p e r f ic ie s  

h id n fô b ic a s  e v ita n  la  capa de agua, creéndose fre a s  h id ro fô b ic a s  que fo r ta le c e n  

la s  ya de por s i  poderosas In te ra c c lo n e s  p o la re s .  Esta com binaciôn de é reas po­

la re s  y  a p o la re s  p ro p o rc lo n a r fa  una fu e rz a  de conducclÔn c o n s id e ra b le  para  la  

u n iô n  d e l llg a n d o  (1 6 1 ).

Hay que In d ic a r  que, s i  b ie n  la s  fu e rz a s  h id rô fo b a s  son fundaments Inten­

te  im portan tes  en la  a s o c la c lô n  de m o lécu las  a l i f é t i c a s  o a rom é ticas  con p r o te f ­

nas , re s u lta n d o  e s e n c ia le s  en la s  in te ra c c lo n e s  llg a n d o -re c e p to r ,  también pueden 

d a r lu g a r a un aumento de la s  in te ra c c lo n e s  in e s p e c ff ic a s .  Por e l lo  son de enorme 

im p o rta n c ia  la s  pruebas de c o n tro l que g a ra n tIc e n  la  e s p e c if Ic id a d  de la  u n iô n  que 

se e s t *  e s tu d ia n d o .

En resumen, lo s  e s tu d io s  re a liz a d o s  en medios o rg é n ico s  por s i  so lo s  no 

d a rfa n  una com plé ta  idea  sobre  e l  p roceso de u n iô n  e s p e c ff ic a  d e l llg a n d o  a l re ­

c e p to r ,  lo  mismo que o c u rre  con lo s  e s tu d io s  re a lIz a d o s  en medios acuosos. Son 

aspec tos  p a rc ia le s  de un mismo proceso  y  cuya complementaciÔn parece é v id e n te .

O tra  de la s  c o n s id e ra c io n e s  que h a b rfa  que hacer es s i  rea lm en te  e s ta s  

p ro te fn a s  a ls la d a s  po r m edio de d is o lv e n te s  o rg é n ic o s  son re ce p to re s  c o l I n é r g i ­

cos fa rm a c o lô g ic o s . A pesar de que se han consegu ido  e x tra e r  en forma a c t iv a  de 

muchos y v a rla d o s  te j ld o s  ta ie s  como te j ld o  c e re b ra l (1 6 2 ), t e j ld o  e lé c t r ic o  de 

E le c tro p h o ru s  y Torpedo ( 63,  163), m usculo de d ia fragm a  (1 6 4 ,1 6 3 ), m ûsculo In te s ­

t in a l  bov ino  (1 6 6 ) , In se c tos  (167 , 168) y m uscu lo  sô le o  y gastrocnem lo  de ra ta  

( 169) ,  se ha puesto  en duda que e l re c e p to r  a ls la d o  en so lu c lo n e s  acuosas con d e te r -  

gen te  c o ïn c id e  con e l p ro te o lfp id o  re c e p to r (1 7 0 ) . Las d ife re n c la s  observadas se 

basaban sobre  to d o , en la  f a l t a  de reacc lÔ n  inm uno lôg ica  e n tre  lo s  re ce p to re s  a ls ­

lados po r ambos m étodos. S in  embargo, como ha s id o  seha lado po r T a y lo r  (1 4 ) , e l
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m£todo usado po r e s to s  a u to re s , y  que In c lu y e  la  p re c lp ita c l6 n  d e l p ro te o lfp ld o  

con e te r ,  no es e l mas co n ve n len te , porque e s te  pod rta  no se r e lu fd o  de la s  c o -  

lumnas de Sephadex LH-20 usadas para  su fra c c lo n a m le n to . De e s ta  forma e l mate­

r i a l  e lu fd o  no re a c c lo n a r fa  con suero  a n t i- r e c e p to r  ya que no c o n te n d rfa  réa lisan ­

te  e l p ro te o lfp ld o  re c e p to r . A lguna co n s ld e ra c ld n  a d lc lo n a l se harS despufs da 

comentar I os re s u lta d o s  de un l6n  de tigandos  c o lIn H rg lc o s .

La u n ld n  de ( ^ H ) -a c e t l Ic o lIn a  se examiné en un e x t ra c to  t o t a l  de 6 r -  

gano e lë c t r ic o  y  en la s  fra c c lo n e s  o b te n id a s  en la  c ro m a to g ra ffa  de D E A E-ce lu losa.

La mixima u n ië n  se p ro d u jo  en la  f ra c c l6 n  I , m ie n tra s  que la s  fra c c lo n e s  I I  y  I I I  

p re se n ta ro n  manor a c t iv id a d  e s p e c ff ic a  que In c lu s e  e l e x t ra c to  I n i c l a l .  S ln  «m- ' 

bargo .hay que te n e r en cuenta  que en e s te  e x t ra c to  I n ic la l  la  In h ib ic lë n  p ro d u c l-  

da po r a c e t l lc o l in a  f r f a  fu e  b a s ta n te  I n fe r io r  a la  o b te n id a  an la s  f ra c c lo n e s . 

Conslderando lo s  v a lo re s  o b ten ld o s  h a b rfa  una p u r i f ic a c lô n  d e l re c e p to r de unas 

c u a tro  veces en la  f r a c c l6 n  I re sp e c to  a l e x t ra c to  I n i c l a l .  Se ban re p o rta d o  va ­

lo re s  muy s im ila re s  para  e l re c e p to r  p u r if Ic a d o  po r c ro m a to g ra ffa  de a f in id a d  (1 7 1 ); 

m ie n tra s  que bay d ife re n c la s  en r e la c l6 n  con e l p ro te o lfp ld o  a ls la d o  de m û s c u lo ( l4 ) .

O tra  de la s  d ife re n c la s  observadas e n tre  la s  d ife re n te s  fra c c lo n e s  fu e  

su e lu c lô n  en la s  columnas de Sepbadex LH-20, con la s  que se separA e l llg a n d o  

u n id o  d e l l i b r e .  SI en e l caso de la  f ra c c id n  I y  d e l e x t ra c to  I n ic la l  e ra  e l s e - 

gundo p ic o  e l que co n te n fa  la  mfxima a c t iv id a d  e s p e c ff ic a ,  en la s  fra c c lo n e s  e s to  

sucedfa  s 6 lo  con e l p r im e r p Ic o .  Estas d ife re n c la s  pod rfa n  e x p llc a rs e  po r e l d l -  

fe re n te  co n te n id o  p ro te lc o  y  l lp f d ic o .  Las fra c c lo n e s  I I  y I I I  astaban mucho mas 

d e llp id a d a s  que la  f ra c c lë n  I ,  y  es sab ido  que lo s  I fp id o s  Juegan un papel Im por­

ta n te  en e l fra c c lo n a m le n to  con Sepbadex LH-20, ya que ademds de la  mera f i l t r a -  

c ld n  en g e l bay que te n e r en cuen ta  fendmenos ta ie s  como la  a d s o rc id n .

E l re c e p to r  p u r I f Ic a d o  de la  f ra c c id n  I p a re c e rfa  te n e r n a tu re le z a  n l -  

c o t fn lc a ,  ya que la  mSxIma In h ib ic id n  de la  u n id n  de ( ^ H ) -a c e t l Ic o lIn a  fu e  conse-
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g u id a  con lig a n d o s  como la  m -b u n g a ro to x in a , a c e t l lc o l in a  y d - tu b o c u ra r in a . Por e l 

c o n t r a r io ,  la  In h ib ic id n  p ro d ic id a  po r lig a n d o s  de n a tu ra le z a  m usca rfn ica , ta ie s  

como a tro p in e  y o xo tre m o rin a  fu e  mucho mas b a ja . Hay que In d ic a r  que en p resenc la  

de un llg a n d o , ya fu e ra  n ic o t fn ic o  o  m u sca rfn ico , o c u r r id  que se o b te n fa  una 

g ra n  c a n tld a d  de r a d ia c t iv id a d  en e l p rim e r p ic o .  Esta  ra d ia c t iv id a d  es c la ro  que 

no Iba un lda  e sp e c ffIca m e n te  a l re c e p to r , puesto  que en ausencta  de l llg a n d o  era 

mucho menor. Una p o s ib l l ld a d  es que se t r a ta r a  de ( ^ H ) -a c e t l Ic o lIn a  l ib r e  que en 

e s te  caso no quedaba re te n id a  en la  columna. Entonces e l llg a n d o , en mucha mayor 

c a n tld a d  que la  droga r a d ia c t iv a ,  d e s p la z a rfa  a e s ta  d e l g e l d e x tra n o , provocan- 

do su e lu c id n  a l p r in c ip le  de la  c ro m a to g ra ffa . O tra  p o s ib l l ld a d  es que la  p re ­

se n c la  de llg a n d o  en la s  co n c e n tré e tones u t i l lz a d a s  p rovocara  la  a g regac lôn  d e l 

p ro te o lfp ld o  re c e p to r  h a c itn d o le  e l u i r  en e l p rim e r p id o . Se In d ic ô  hace tiempo

( 172) que despufs  de la  a d ic id n  de s u l fa te  de a tro p in e  a l re c e p to r  c o l ln ë rg ic o  de 

c o rte z a  c e re b ra l,  se p rod u c fa  un g ra n  increm ento  en la  d ls p e rs l6 n  de R a y le ig h . Es­

te  e fe c to ,  que no e ra  e s p e c ff Ic o ,  pues podfa  ser p ro d u c id o  tam blën por e s e r in a , 

a n fe ta m ln a , d ib e n z lla m in a  y  e s t r ic n in a  (tod a s  e l le s  amines b iv a le n te s )  s e e tp i lc â  

como un Increm ento en e l tamaRo de la s  p a r t ic u le s ,  a l u n irs e  s im u ltin ea m e n te  dos 

m o lécu les de p ro te fn a  (1 7 3 ) . Un e fe c to  s im i la r  se observé  cuando la  In te ra c c lé n  

p ro te fn a - lig a n d o  se e s tu d ié  po r p o la r iz a c lé n  de f lu o re s c e n c ta  (1 7 4 ), po r lo  que 

en e s te  caso p o d rfa  o c u r r i r  a lg o  s im i la r .  S ln  embargo, aunque o c u r r ié  con s u lfa to  

de a t ro p in e ,  tambICn se p ro d u jo  en menor p ro p o rc lé n  con e l r e s to  de lo s  liga n d o s  

exam inados, a excepc ién  de la  * -b u n g a ro to x ln a .  P recisam ente con e s ta  n e u ro to x l-  

na se observé  la  méxima In h ib ic lé n  de la  u n ié n  de ( ^ H ) - a c e t i I c o lIn a ,  pero  e l p i ­

co  que te n fa  la  droga un lda  espec ffIca m e n te  e ra  e l  p rim e ro  y no e l segundo. Esto  

se co n firm é  mas ta rd e  a l  e s tu d ia r  la  un Ién  de (^ H )-  o( -b o n g a ro to x in a . En e s te  ca ­

so e l llg a n d o  r a d ia c t iv o  se e lu yé  un Ido  espe c ffIca m e n te  a l p rim e r p ic o , y la  to ­

x in e  no un lda  quedé re te n id a  en su to ta lId a d  en la  colum na. Es o b v io  que la  un ién
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de una m o lécu le  d e l tamaRo de la  # -b u n g a ro to x ln a  (peso m o le cu la r aproxim ado 8 ,0 00  

D a lto n ) a la  m o lécu la  re c e p to ra  m o d if ie d  la s  In te ra c c lo n e s  de e s ta  con e l ge l de x ­

tra n o , por lo  que e l esquema de e lu c lâ n  quedé a s f mismo m o d ifIc a d o , En c u a lq u te r  

caso se observé  la  u n ién  e s p e c ff ic a  de 5 ,2  nmoles de to x in a  por mg. de p ro te fn a ,  

que se In h ib fa  en un 81 ,3  % a l  p re in c u b a r con d - tu b o c u ra r In a .

De todo lo  d ic h o  hasta  ahora se puede c o n c lu ir  que la  f r a c c lé n  I a ls la d a

por c ro m a to g ra ffa  en DEAE-celulosa de un e x tra c to  p ro te o l Ip fd ic o  de la  e le c t r o p la -  

ca de Torpedo t ie n a  la s  c a ra c te r fs t lc a s  de un re c e p to r  c o l ln é rg ic o  de n a tu ra le z a  

n ic o t fn lc a .  Este  te n d r fa  pos ib lem en te  dos s i t l o s  de u n ié n  ( f ig u r a  1 7 ), uno de a l t a  

y o t r o  de b a ja  a f in id a d .  El p r im e r componente s e r fa  de muy a l t a  a f in id a d  (Ky 3 nM, 

^max 0 ' l4 2  nmoles /  mg p ro te fn a )  s i se compara con o t ro s  v a lo re s  o b ten ld o s  ta n to  

en e l re c e p to r  a ls la d o  p o r medio de d e te rg e n te s  (171 , 175, 176) como en s o lv a n ta s  

o rg é n ico s  (6 4 ) ,  pe ro  en e s to s  casos e l p roceso  de p u r i f I c a c lé n  fu e  muy d is t in t o  

d e l que a qu f se ha u t i l l z a d o .  Ademés en e l  caso d e l p r o te o lfp ld o  no se hab fan  e n - 

sayado hasta  ahora  co n ce n tr a c lones ta n  b a ja s  de ( 3 H ) - a c e t l Ic o lIn a ,  con lo  que e l 

h a lla z g o  de un s i t i o  de a l t a  a f in id a d  e ra  mSs d i f i c l l ,  E l componente de b a ja  a f i ­

n idad  p ré se n té  s im lla re s  co n s tan te s  que la s  re p o rta d a s  en a n te r lo re s  e s tu d io s .

8 . MARCAJE CON (^Hj-MPTA.

K arl In  e s tu d ié  e l e fe c to  de una se 'r ie  de d e riv a d o s  de la  m a le lm ida  so­

b re  la  e le c tro p la c a  a ls la d a  (1 7 7 ) . Uno de e l le s ,  e l  lo d u ro  de 4 -(N -m a le lm id a )- fe -

n l l t r im e t l la m o n lo  te n fa  una c o n s id e ra b le  a f in id a d  p o r e l s I t I o  a c t iv o  d e l re c e p to r .  

Debido a e s to ,  e l  re c e p to r  re d u c id o  e ra  a lq u lla d o  a una v e lo c id a d  4700 veces ma­

y o r que la  N -e tlIm a le lm Id a . Se e s tim é  que e l grupo d is u l f u r o  que se reduce y  a lq u l la  

e s té  a 10-12 A d e l s I t I o  a n ié n ic o  d e l re c e p to r  que une e l g rupo amonio c u a te rn a r io .  

Presum iblem ente es e s te  e l g rupo -SH que,en  su es tado  o x id a d o , es e l responsab le  

de la  u n ié n  c o o p é râ tIv a  de a c e t l lc o l in a ,  ya que ré a c t iv é s  que lo  reducen d is m in u -
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yen la  a f in id a d  y  e llm ln a n  la  s ig m o ic id a d  de la  cu rva  (1 7 8 ).

P o s te r lo rm e n te  se observé  que e l HPTA, dado que se une cova len tem ente  a i 

s I t I o  a c t iv o  d e l re c e p to r  con b a s ta n te  e s p e c if Ic id a d ,  podfa  c o n s id e ra rs e  como un 

m arcador e s p e c ff Ic o  de la  cadena p o lIp e p t fd ic a  que c o n tle n e  e l s I t I o  de un ién  de 

a c e t l l c o l in a .  Y en e fe c to ,  r é s u lté  que una m o lécu la  de peso m o le cu la r 40 KOalton se 

marcaba e sp e c ffIca m e n te  con (^H)-MPTA (8 0 , 83 , 179).

En e l caso que a q u f se d is c u te  se l le v é  a cabo e l m arca je  con (^H)-HPTA 

de lo s  p r o te o lfp ld o *  p re c ip ita d o s  con e te r - e ta n o l .  DeSpués de se r separados por 

D EA E-celu losa se obse rvé  p o r e le c t r o fo r e s js  en g e le s  de S D S -p o lla c r ila m id a  que la  

banda m ayorIta r ia m e n te  marcada e ra  la  é n lc a  p ré se n te  en la  f r a c c lé n  I ( f ig u r a  19 ), 

lo  que c o n firm é  lo s  re s u lta d o s  a n te r lo re s  de que e ra  a q u f donde se lo c a lIz a b a  e l 

s I t I o  de u n ié n  de a c e t l lc o l in a .  El peso m o le c u la r de d icha  banda ya se In d ic é  que 

e ra  de 39 K D a lton , aunque d is ro ln u fa  a l d e l lp id a r s e .  Este  m arca je  se podfa In h ib i r  

en p a r te ,  a l se r ocupado e l s I t I o  a c t iv o  po r la  o t-b u n g a ro to x in a . S ln  embargo, a l 

m arcar con (^)-HPTA le s  p ro te o lfp ld o *  p re c ip ita d o s  p rev iam ente  Incubados con la  to ­

x in e ,  la  In h ib ic lé n  no e ra  t o t a l .  No o b s ta n te  se h iz o  e le c t r o fo r e s is  de lo s  m is - 

mos para  ve r s i  la  banda de 39 .000 se segufa marcando a pesar de l b loqueo de la  

c t-b u n g a ro to x ln a  y se obse rvé  que en e s te  caso no habfa mas ra d ia c t iv id a d  en la  

banda que en e l re s to  d e l g e l .  Sé lo  se d é te c té  una sublda de ra d ia c t iv id a d  en e l 

f i n a l  d e l g e l ,  deb ido  a que p o s ib lem en te  e l (3h )-MPTA rea cc lo n é  con c le r to s  I fp id o s  

re s id u a le s .

SI no habfa re d u c c ié n  p re v ia  con d i t l o t r e l t o l  e l m arca je  d is m in u fa  c o n s l-  

de rab lam ente , pero  no en su t o ta l Id a d .  T an to  en e s te  caso como en e l a n te r io r ,  e l 

que no se de una In h ib ic lé n  t o ta l  d e l m arca je  p o d rfa  deberse a que, a l p ro d u c irs e  

la  p re c ip i ta c lé n ,  e l p ro te o lfp ld o  re c e p to r  cambia su con fo rm aclén  y se p le rd e  a l ­

go de e s p e c if Ic id a d ,  marcéndose o t ro s  s i t l o s  que enm ascararfan e l m arca je  d e l s i ­

t i o  a c t iv o .  Este  mIsmo e fe c to  s e rfa  p ro d u c id o  po r la  p re se n c la  de o t ra s  m olécu les 

p ro te o l ip fd ic a s  que no c o n tle n e n  e l s I t I o  de u n io n  de a c e t l lc o l in a .
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Hay que In d lc a r ,  a n tes  de te rm in e r e s ta  d is c u s ié n ,  que s i  b ie n  hay te s ta n te s  hechos 

que demuestran que e s ta  m olécu la  a ls la d a  en la  f r a c c lé n  I puede se r cons id e re d * r e ­

c e p to r  c o l ln é rg ic o ,  hay una d is c re p a n c la  a l  com pare rla  con e l re c e p to r  a ls la d o  por 

medIo de d e te rg e n te s : su com posic lén de am lnoéc ldos . M ie n tra s  que a l p o rce n ta ja  de 

am inoécidos h id ré fo b o s  de la  f ra c c lé n  I es mayor que e l  d e l re c e p to r p u r if Ic a d o  

por a f in id a d  c ro m a to g ré fIc a  (78 , 171, 180, 181) e s te  parece con tener una mayor p ro ­

porc lén  de am lnoécldos a c fd ic o s .  A n te  e s to  se p o d rfa  penser que qu izés en e s ta  

m o lécu la  p r o te o l ip fd ic a  f a i t e  una p o rc lé n , que s e r fa  la  mas h id r é f l la ,  y que s* 

esc inde  de l re s to  a lo  la rg o  de l proceso de p u r i f I c a c lé n .  O tra  e x p lIc a c lé n  a ceca 

de la s  pruebas Inm unolég icas a n te r lo rm e n te  c ita d a s  (170) pod rfa  se r que e s te  fragaw n- 

to  h id r é f l l o  fu e ra  e l responsab le  p r in c ip a l  de la  re a c c lé n  Inm unolég lca, y  a l e s -  

c ln d lr s e  provoca que e s ta  no se produzca de form a a p re c la b le .  Mas rec len tem enta  es­

te  prob lem * fu e  reexam inado usando un método que In c lu y e  radioInm unoensayo, y ex­

périm entes p re llm in a re s  p rese n ta ro n  una f a i t *  de re a c t iv id a d  cruzada e n tre  lo t  r e -  

ce p to re s  a ls la d o s  po r ambos roétodos (1 8 3 ). Quizés r e s u ite  mas u t i l  la  comparselén 

Inm unoléglca de la s  dos p ro te fn a s  después de tu  se pa rac lén  po r e le c t ro fo re s is  en 

g e le s  de S O S -p o lla c r Ila m id a , ye que en e s te  caso lo s  dos p o lIp é p t id o s  e s te r  fan 

d e s n a tu ra lIz a d o s  de forma s im i la r .

9 . ESTUDIOS SOBRE GRUPOS SULFHIDRILO Y DISULFURO.

Esté  b ie n  e s ta b le c id o  que lo s  grupos s u l f h id r i l o  son Im portantes en la  

e x c ita b l l Id a d  de la  e le c tro p la c a  In  v iv o  (1 7 8 ) . Tamblén se ha observado (184) que 

e l p ro te o lfp ld o  c o l ln é rg ic o  de E le c tro p h o ru s  Inco rpo rado  en membranes a r t i f i c i a l * *  

se hace In s e n s ib le  a la  a c e t l lc o l in a  cuando todos lo s  grupos -SH te  bloquean con 

N -e tlIm a le lm Id a . S u a re z - ls la  y Hucho (92) han cons ide rado  la  Im portanc la  de la  rea c ­

t iv id a d  de lo s  grupos -SH como In d ic a d o r de camblos con fo rm ac lona les  en e l re c e p to r .

Y a s f ,  b a jo  la  a cc ié n  de liga n d o s  c o l ln é rg ic o s  se reduce e l némero de grupos -SH en
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la  membrana de la  e le c tro p la c a  de Torpedo. Por todos es tos  hechos y a lqunos mas 

( 185) c ita d o s  a n te r lo rm e n te , se c re yé  de In te rë s  r e a l iz a r  a lgunos e s tu d io s  sobre 

e l c o n te n id o  de grupos -SH y -SS- en lo s  p ro te o lT p id o s  de la  e le c tro p la c a  de T o r­

pedo.

El m arca je  de lo s  p ro te o lT p id o s  to ta le s  con é c id o  lo d o (^H )a c é tlc o  mos- 

t r é  que s e lo  1 /3  d e l t o t a l  de grupos -SH estaba  en es tado  re d u c id o  ( ta b la  1 5 ).

E l r e s to  e s ta ba  formando puantes -SS, la  m ayorfa de e l lo s  In te rm o le c u la re s , pues­

to  que e l esquema e le c tm fo ré t lc o  no v a rla b a  a p re c la b le m en te  en p re se n c la  o ausen- 

c la  de d i t l o t r e l t o l .  S ln  embargo donde s i  se observé  fu e  en la  f r a c c lé n  de p ro te o -  

IT p id o s  s o lu b iI Iz a d o s  en m edio acuoso s ln  d e te rg e n t* .  AsT por e jem p lo  es c la ro  que 

la  banda b ( f ig u r a  2 0 ), de peso m o le c u la r  30 K D a lton , es un dîm ero de la  banda a , 

cuyo peso m o le c u la r es 15 K D a lton . En la  fo rm ac lén  de e s te  dfmero In te rv ie n c n  lo s  

grupos -SS- ,  ya que a l r e d u c ir  lo s  mismos e l d fm ero desaparece , y  aumenta la  ban­

da a .  H abrfa  un e q u l l lb r lo  en e l que la  fo rm a c lé n  d e l d fm ero e s ta n 'a  fa v o re c id a .

La a x is ta n c la  de una banda de menor Im p o rta n c la , de 45 K d a lto n  de peso m o le c u la r , 

In d ic a r fa  la  p re se n c la  de un t r fm e ro ,  pero  su fo rm ac lén  puede que sea s im plem ent* 

po r a s o c la c ié n  de g rupos -SH l ib r e s ,  y  no e s p e c ff ic a ,  ya que s o lo  se observé  en 

ausenc ia  de N -e tlIm a le lm Id a , es d e c i r ,  cuando lo s  g rupos -SH estaban s ln  b lo q u e a r. 

La fo rm a c lé n  de la s  bandas c  y  d no es ta n  f é c l l  de e x p l lc a r .  Se observan a l rom­

per lo s  grupos -S S -, pe ro  no parecen p rocéder de o t ra s  de mayor peso m o le c u la r , 

ya que no se d e te c ta ro n  cadenas p o lIp e p t fd ic a s  m ayores. Se ha v is t o  que a p a r t i r  de 

dos cadenas 6  d e l re c e p to r  de a c e t l lc o l in a  se formaba un dfm ero de peso m olecu­

la r  130.000 D a lto n  ( 78, 91,  9 3 ) .  S ln  embargo, en e l caso de lo s  p ro te o lfp id o s  no 

fu e  p o s ib le  d e te c ta r  e s ta  m o lécu la  de mayor peso m o le c u la r , cuando desaparecfan  la s  

bandas de 64 .000 y 58.000 D a lto n . La û n ica  p o s ib l l ld a d  para  e x p llc a r  la  a p a r ic lé n  

de e s ta s  bandas es que procedan de la s  de menor peso m o le cu la r y se form en por 

ag regac lén  de c a ré c te r  h id ré fo b o . A l romperse lo s  grupos -SS- que m antlenen la  con -
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fo rm ac lén  de la s  bandas a y b h a b rfa  camblos con fo rm a c lo na le s  en que la s  In te ra c ­

c lones  h id ré fo b o s  quedarfan  fa v o re c id a s . En cuanto  a la  fu n c lé n  de e s ta s  m olécu les 

nada es p o s ib le  d e c Ir  po r e l momento. S ln  embargo es l la m a tiv o  e l hecho de que se 

s o lu b l l lc e n  con CM 2:1 y  p o s te r lo rm e n te  sean s o lu b le s  en medios acuosos, lo  que 

hace penser que p o r una p a rte  m antlenen In te ra c c lo n e s  con lo s  I fp id o s  de la  b le e ­

ps (y  por eso son e x tra fd a s  como p ro te o lfp id o s )  y  por o t ra  t ie n e n  la  capacidad de 

a d o p te r una con fo rm aclén  cuya s u p e r f ic ie  e x te rn e  es h id r é f l l a  y  s im i la r  a la  de 

la s  p ro te fn a s  g lo b u la re s  cornunés.

Sobel e t  a l .  (83) e n co n tra ro n  un p o l lp é p t id o  de 43 KDalton que te  mar­

caba muy ap re c la b le m en te  con é c id o  lo d o (* ^ C )a c é t lc o . Baséndose en e s ta  y o t ra s  

p rop ledades s u g ir le ro n  que p o d rfa  a c tu a r  como lo n é fo ro  en la  membrana de la  a le c -  

tro p la c a . Mas ta rd e  se v lé  que la  un ién  co v a le n te  de un d e riva d o  de la  p ro ca fn a , 

un a n e s té s ic o  lo c a l , se p roducfa  p re fe re n te m e n ta  en e s te  p o llp é p t id o  (1 8 6 ). S ln  

embargo, fragm entos s u b s in é p tic o s  p u r if Ic a d o s  y  e x tra fd o s  con NaOH no co n ten fan

d Icho  p o l lp é p t id o ,  aûn cuando la s  membranes p o s ts In é p tic a s  tra ta d a s  con é l c a l l  es­

taban func lo na lm e n te  In ta c te s ,  ya que la  c in é t ic a  de u n ié n  de ( ^ H ) -a c e t I Ic o lIn a  no

se a l t é r é ,  a s f  como la  s a lld a  de lé n  Ma* e s tim u la d a  p o r c a rb a m iIc o lin a  (187) .  En 

e l caso de lo s  p ro te o l fp id o s ,  e l m arca je  con éc Ido  lo d o (^ H )a c é tlc o  fu e  m s  a l t o  en 

la  f ra c c lé n  I I  (46 %) que en la  I (29 %) y  en la  I I I  (25 %). En la  f ra c c lé n  I I  p re -  

dominaba e l p o llp é p t id o  de 42 K D a lton , y po r e le c t r o fo r e s is  se dem ostré que e l 

mayor p ic o  de ra d ia c t iv id a d  c o in c ld fa  con e s ta  banda. O tra  s im lla r ld a d  con la  ban­

da de 43 KOalton de Sobel e t  a l .  (83) es la  com posic lén  de am lnoéc ldos. Aunque la  

fra c c lé n  I I  es mas h id ré fo b a , no hay que o lv id a r  que se encuentran  o t ra s  p ro te fn a s  

ademés de la  que t ie n e  42 .000  de peso m o le c u la r . Por ta n to ,  y a pesar de la s  d is c re ­

panc ies  y po lém ica  e x I s t e n t ^ ^ M ^ p o s I b le  que la  fu n c lé n  de e s te  p ro te o lfp ld o  fu e ­

ra  la  de canal lé n ic o ,  aunque e s to  n e c e s lta r fa  p o s te r lo re s  e s tu d io s  con marcadores 

e s p e c ff Ic o s  d e l lo n é fo ro , cuyo uso cada vez es mas c o r r le n te  (19 2 -2 0 0 ).

Chang y Bock (74) obse rva ron  una a l t a  co n c e n tra c lé n  de grupos -SH en e l
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re c e p to r  c o l ln é rg ic o  a ls la d o  p o r c ro m a to g ra ffa  de a f in id a d  de la  e le c tro p la c a  de 

Torpedo e x t ra fd a  con d e te rg e n te s . En p re se n c la  de I mM C a^*, tra ta m le n to  que, a l 

p a re c e r . Increm ents la  a c t iv id a d  de lo s  grupos -SH, se e n co n tra ro n  34 nmoles de 

g rupos -SH/mg p ro te fn a .  En la  f ra c c lé n  I I  de la  c ro m a to g ra ffa  de DEAE-celulosa e l 

co n te n id o  fu e  de 36 ,7  nmoles /  mg de p ro te fn a ,  es d e c ir ,  mas a l t o  que e l encontrado 

po r lo s  menclonados a u to re s . S in  embargo, en la  f ra c c lé n  I ,  la  cu a l co n tle n e  e l s i ­

t i o  de u n ién  de lig a n d o s  c o l ln é rg ic o s ,  e l co n te n id o  de grupos -SH fu e  de fln id am e n - 

te  mas b a jo . Por lo s  re s u lta d o s  o b te n ld o s  es c la ro  que lo s  p o l Ip é p tid o s  que compo- 

nen la s  f ra c c lo n e s  I y I I  ju e g a n  d ife re n te s  fu n c lo ne s  en la  membrana. A lgunas 

de e l le s  han s id o  a qu f puestas de m a n lf le s to ,  sobre todo en lo  que se r e f le r e  a l 

re c e p to r  de a c e t l lc o l in a ,  m ie n tra s  que o t ra s  es Indudab le  que n e c e s ita râ n  una pos­

t e r io r  In v e s t ig a c lé n .
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Los e s tu d io s  a q u f p resen tados persegu fan  d iv e rs e s  o b je t Iv o s :

1) E l d é s a r r o i lo  de té c n ic a s  de e s tu d io  de lo s  p ro te o lfp id o s .  La ausencia  de d ichas  

té c n ic a s ,  d e b id o  a la s  p a r t ic u la r e s  c a ra c te r fs t lc a s  de e s tas  m o lé cu la s , no ha p e r-  

m lt ld o  hasta  e l momento un com ple te  co n o c im le n to  de cémo fu n c lo na n  la s  mismas en 

la s  membranes c e lu la re s .

2) E l e s tu d io  de dos p ro te o lfp id o s  de membranes m ie lfn ic a  y no m ie lfn ic a ,  para mos- 

t r a r  que, s i  b ie n  puede haber re la c lo n e s  e n tre  e l lo s  en lo  que a p rop ledades f f s l -  

co -q u fm lca s  se r e f le r e ,  la s  fu n c lo n e s  que pueden desempeAar son muy d iv e rs e s .  Al 

mismo tie m p o , y  como es l6 g lc o ,  se han In te n ta d o  d e te rm in e r c le r ta s  c a r a c t e r f s t l ­

cas qu fm icas  y fu n c lo n a le s  que hasta  e l momento no se habfan eva luado s a t ls fa c to -

r la m e n te .

Por e l l o  se puede c o n c lu ir :

1. La p u r i f I c a c lé n  de la  m ie lIn a  fu e  segu lda  po r m ic ro sco p fa  e le c t ré n ic a  y por 

e le c t r o fo r e s is  en g e le s  de S O S -p o lla c r ila m id a , comprobSndose que e l m a te r ia l u t i l l ­

zado e ra  s u fIc ie n te m e n te  pu ro  para lo s  p o s te r lo re s  t ra b a jo s .

2 . Se d é s a rro i lé  un método de p u r i f I c a c lé n  d e l p ro te o lfp ld o  de m ie lIn a  s e n c l l lo  y 

ré p id o . La c ro m a to g ra ffa  en DEAE-celulosa de un e x tra c to  p ro te o l Ip fd ic o  to ta l  de 

la  m ie lIn a  p e rm it lé :

A) E v ite r  tra ta m ie n to s  p re v io s  de la  m ie lIn a  con e l f i n  de p u r i f I c a r  e l p ro te o -  

I f p id o .

b ) R e tenc lén  en la  columna de la  p ro te fn a  b é s ic a , p r in c ip a l  y c o n s ta n te  c o n ta ­

m inante  de la s  p re p a ra c lo ne s  de p ro te o lfp ld o .

C) O btenc lén  de una f ra c c lé n  de p ro te o lfp ld o  p u r if Ic a d o  (segSn a n â l ls is  de am l­

noécldos y g e le s  de S D S -p o lla c r ila m id a ) ,
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3 . El uso de un p ro ce d lm le n to  de a d so rc lé n -d e sa d so rc lé n  d e l e x t ra c to  to ta l  a la  ré ­

s in a  p e rm it lé  aumentar e l ren d im le n to  de p ro te o lfp ld o  p u r i f Ic a d o ,  conservéndose la s  

v e n ta ja s  d e l fra c c lo n a m le n to  po r columna.

4 . Por un método nuevo se c o n s ig u lé  la  t ra n s fe re n c la  d e l p ro te o lfp ld o  p u r if Ic a d o  

desde e l d ls o lv e n te  o rg é n ic o  a un medio acuoso con d e te rg e n te . De e s te  forma pudo 

a p llc a rs e  la  e le c t r o fo r e s is  en g e le s  de S D S -p o lla c r ila m id a  con la  se g u rldad  do que 

todos lo s  componentes p ro te o lIp fd ic o s  s e rfa n  a n a lIz a d o s .

5 . Por e le c t r o fo r e s is ,  ta n to  a pH n e u tro  como b é s ic o , se obse rvé  una so la  banda an 

la  f r a c c lé n  de p ro te o lfp ld o  p u r i f Ic a d o ,  s u g ir te n d o  la  e x is te n c la  de una s o la  cada- 

na p o lIp e p t fd ic a  cuyo peso m o le c u la r sa c a lc u lé  e n tra  20-23 K O alton , segén e l s ls -  

tema u t i l l z a d o .

6 . El a n é l ls is  de am lnoécldos d ié  re s u lta d o s  s im lla re s  a lo s  o b te n ld o s  para  e l p ro ­

te o l fp ld o  p u r i f Ic a d o  po r métodos mas la b o r lo s o s ,  lo  que In d ic a r fa  que se t r a ta  da 

la  misma m o lé c u la .

7 .  Para e l p ro te o lfp ld o  p u r if Ic a d o  s é lo  se e n co n tré  un am lnoécldo  N - te r m In a l la la n l-  

na . S e rfa  o t ra  prueba a fa v o r  de la  e x is te n c la  de una s o la  cadena p o lIp e p t fd ic a .

8 .  Los mapas p e p tfd ic o s  sugerfan  la  p re senc la  de zonas poco a c c e s ib le s  a la  a cc ié n  

p r o t e o i f t ic a .  Quizés se deba a la  fo rm ac lén  de com p le jos  I fp id o -p ro te fn a  y /o  p r o te f -  

n a -p ro te fn a  con lo  que quedan p ro te g id a s  c le r ta s  zonas d e l p ro te o lfp ld o .  E s to  hab la  

en fa v o r  de la  e s ta b l l ld a d  d e l p ro te o lfp ld o  en la  membrana

9 . La In c o rp o ra c lé n  d e l p ro te o lfp ld o  p u r if Ic a d o  a llposom as de f o s f a t l d l I c o l I n a
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puso mas en e v ld e n c l*  su n a tu ra le z a  de p ro te fn a  In tr fn s e c a  de membrana ya sugerlda  

p o r a lgunos de lo s  re s u lta d o s  a n te r lo re s .  En e fe c to ,  un buen p o rc e n ta je  de p ro te fn a  

pasaba a mantener In te ra c c lo n e s  de a p re c la b le  m agnitud y  p r in c lp a lm e n te  de t lp o  h i ­

d ré fo b o , con lo s  I fp id o s  de la s  v e s fc u la s .

10. A d ife re n c ia  de lo  que sucede con o tra s  p ro te fn a s  In tr fn s e c a s , ta le s  como los  

p ro te o lfp id o s  de la  e le c tro p la c a  de Torpedo, la  In c o rp o ra c lé n  de l p ro te o lfp ld o  de 

la  m ie lln a  no In d u jo  camblos a p re c la b le s  en la s  prop ledades de la s  b icapas de fo s -  

fo l f p id o s  . SI b ie n  s e rfa  p o s ib le  que e l empaquetamlento de la s  cabezas p o la re s  de 

lo s  fo s fo l fp id o s  s u f r le r a  l lg e ra s  mod I f  le a d o n e s , la  f lu ld e z  de la  b ica p a , medlda 

po r la  p e rm eab iIIdad  a pequeKas m o lé cu la s , no p a re c lé  a lte ra r s e .

En suma, es muy p o s ib le  que e l p ro te o lfp ld o  se h a l le  Im p iIcado en e l m anten lm lento  

de la  e s tru c tu ra  m u lt i la m e la r  de la  m ie lln a  como un componente esenc la lm en te  e s - 

t r u c tu r a l  e s ta b l l I z a n te .

Los e s tu d io s  p o s te r lo re s  tu v le ro n  por o b je to  c a ra c te r lz a r  qufm ica y fu n -  

c lo n a lm e n te  lo s  p ro te o lfp id o s  de Torpedo, que Inco rpo rados en v e s fc u la s  de fo s fa ­

t l d l  Ic o l Ina se com portaron de forma muy d is t ln t a  que e l p ro te o lfp ld o  de m ie lln a .

11. Los p ro te o lfp id o s  de la  e le c tro p la c a  de Torpedo se f ra c c lo n a ro n  por crom ato­

g r a f fa  en DEAE-celulosa u t l l lz a n d o  en su e lu c lé n  e l lé n  h id ro fé b ic o  p - to lu e n s u l-  

fo n a to .  Este nuevo método p e rm it lé  la  o b te n c lé n  de t rè s  fra c c lo n e s  que se c a ra c - 

te r lz a r o n .

'% .

12. Por e l co n ten id o  de fo s fo l fp id o s  y  por su com posic lén  de a m ln o é c ld o s ^ ! 

que la  f ra c c lé n  I s e r fa  la  mas h id ré fo b a . Las fra c c lo n e s  I I  y I I I  te n fa n  un

B IB L IO T E C A
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t a je  mayor de am lnoécldos con c a rg a ; po r e s to  In te ra c c lo n a ro n  mas fu e r te  con la  

DEAE-celulosa y  fu e ro n  e lu fd o s  con e l  g ra d le n te  de p - to lu e n s u lfo n a to .

13. Aunque lo s  p ro te o lT p id o s  de la  e le c tro p la c a  se habfan e s tu d la d o  a n te r lo rm e n ­

te ,  nunca se habfa ave rlg u a d o  su com posic lén  p o lIp e p t fd ic a .  Por e le c t r o fo r e s is  en 

g e le s  de S D S -p o lla c r ila m id a  se observé  que la  f ra c c lé n  I posefa  m ayorIta r la m e n te  

una banda de 39 .000 D a lto n . En la s  f ra c c lo n e s  I I  y  I I I  predomlnaba un p o llp é p t id o  

de 42.000 D a lto n  y o tro s  de mayor peso m o le c u la r .

14. Las t r è s  fra c c lo n e s  se d ife re n c la ro n  tam blén por su capacidad de u n ié n  de l i ­

gandos c o l ln é rg ic o s .  La méxima u n ié n  de ( ^ H ) -a c e t lIc o lIn a  y  (^H )-O (-b u n g a ro to x in a  

se p ro d u jo  en la  f r a c c lé n  I .  Las fra c c lo n e s  I I  y  I I I  un fan  e s to s  lig a n d o s  en mu­

cha menor p ro p o rc lé n .

15. El s I t I o  de u n ié n  de ( ^ H ) -a c e t l Ic o lIn a  de la  f r a c c lé n  I se b loqueé p re fe re n te -  

mente con lig a n d o s  n ic o t fn ic o s  mas que m usca rfn icos  lo  que su g e rfa  que e l p o s ib le  

re c e p to r  de la  f ra c c lé n  I e ra  de n a tu ra le z a  n ic o t fn lc a .  E s te  te n fa  dos componentes 

de un ién  , una de muy a l t a  a f in id a d  y o t r a  de menor a f in id a d .

16. El r e a c t Ivo  de a f in id a d  c lo ru ro  de 4 -(N -m a le lm ld o ) fe n iI ( ^ H ) tr lm e t lla m o n io  se 

ha v is t o  que se une a un g rupo muy cercano  a l  s I t I o  de u n ié n  de ( ^ H ) - a c e t l I c o l in a .  

So lo  e l p ro te o lfp ld o  de 39.000 D a lto n  de la  f ra c c lé n  I se marcé e sp ec ffIcam en te  

con e s te  r e a c t iv o ,  con firm ando  que e ra  e s ta  cadena p o lIp e p t fd ic a  la  que con ten fa

e l s I t I o  de un ién  de ( 3 H ) -a c e t l Ic o lIn a .  A s f pues, p o d rfa  a f irm a rs e  que e s te  p ro te o ­

l f p ld o  de la  e le c tro p la c a  e s té  Im p iIcado  en e l com p le jo  re c e p to r  de a c e t l lc o l in a .

17. En lo s  p ro te o lfp id o s  to ta le s  e l numéro de grupos -SH l ib r e s  era  aproxlm ada- 

mente la  m ita d  d e l de grupos -SH form ando puantes d is u l f u r o .  Estos f i lt im o s  e ran
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mayor I t a r  lamente In tra m o le c u la re s , a excepc ién  de lo s  de un p ro te o lfp ld o  de peso 

m o le c u la r  15.000 O a lto n . p o s te r lo rm e n te  s o lu b le  s o lu b le  en s o lu c lo n e s  acuosas de 

moderada fu e rz a  lé n lc a .  En e s te  caso la  a s o c la c ié n  de dos m o lécu les de 15.000 O al­

to n  daba lu g a r e sp e c ffIca m e n te  a la  fo rm ac lén  de una de 30.000 D a lto n .

|8 .  E l m arca je  con é c id o  lo d o (^ N )a c é tlc o  puso en e v id e n c ia  que e l p o llp é p t id o  de 

42 .000  D a lto n  te n fa  un c o n te n id o  a l t o  de grupos -SH. Aunque la  fu n c lé n  de e s te  

p ro te o lfp ld o  no fu e  a c ia ra d a , es p o s ib le  que e s té  Im piIcado  en fu n c lo n e s  de tra n s ­

p o r te  a tra v é s  de la  membrana.

En resumen, de lo s  o b je t iv o s  enumerados a l p r in c ip le  se ha conseguido:

A) D é s a r ro ila r  una m etodo log fa  que podré se r é t i l  para e l e s tu d io  de o t ro s  p ro te o l I -  

p ld o s .

B) D is c e rn ir ,  a l  menos p a rc la lm e n te , la  fu n c lé n  de dos p ro te o lfp id o s  de membranes 

m ie lfn ic a  y  no m ie l fn ic a ,  pon iendo en e v id e n c ia  que:

C) A pesar de p o s ib le s  semejanzas q u fm ic o -e s tru c tu ra le s ,  e s te  t lp o  de p ro te fn a s  

puede e je rc e r  fu n c lo n e s  muy d is t in t a s  y v a rla d a s  en las  membranes.
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ABREVIACIONES

D E A E -ce lu losa , d ie t l la m ln o e t i I c e lu lo s a

SDS, d o d e c l ls u lfa to  sod lco

NPTA, 4 - (N -m a l* lm ld o ) fe n llt r lm « t l la m o n (o

PMSF, f lu o r u r o  da f e n t l in e t i I s u l f o n I lo

D P I, d ip a lm l to M fo s fa t ld l lc o l in a

CM, c lo ro fo rm o -m e ta n o l

pTS, p 'to lu e n s u lfo n a to  s6d lco

PPO, 2 ,5 -d lfe n i lo x a z o l

PC, f o s f a t l d i l c o l in a

PS, f o s f a t l d l l a e r ln a

PE, fo s fa t ld l le ta n o la m ln a

P I ,  f o s f a t l d l l i n o s i t o l

CD, c « re b r6 s ld o s

EH, e s fIn g o m le lIn a

P | ,  F o s fa to  In o rg S n lco

K j,  c o n s ta n te  de d is o c la c lë n

Bmax, numéro mSxImo de s i t l o s  de wnldn

D ÎT , d i t l o t r e l t o l

NEM, N -e tlIm a le im ld a
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