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RESUMEN



A partir de gran variedad de membranas biol8gicas es posible extraer con
mezclas de cloroformo-metanol una determinada clase de protefnas deCnominadas pro-
teol{pidos, Cada vez va siendo mas evidente la importancia de estas protelnas en
el mantenimiento de la estructura de las membranas asf como en 1a funcionalldad de
las mismas. Sin embargo, muchas de las funciones de los proteolfpidos estan afin
por descubrirse, debido en gran parte a su gran hidrofobicidad y concomitantemente
a las fuertes lntgracclones que mantienen con los |fpidos de 1a membrana. Esto di~
ficulta grandemente su posterior estudio, ya sea en medfos acuosos o en medlos or-
génicos.

En el presente trabajo se ha estudiado esenclalmente la posible funcisn
en las membranas de dos proteolfpidos: el proteolfpido de la mielina y el principal

componente proteolipfdico de la electroplaca del pez eléctrico Torpedo marmorata,

Para ello ha habldo que desarrollar una metodologfa comin de estudio debido a las
similaridades quimicas aunque no funcionales de ambos proteo)fpidos, sobre todo
en lo que se reflere a un mftodo de fraccionamiento de protefnas hidrSfobas, por
medio del uso de la DEAE~celulosa en medio orginico.

E) procedimiento de purificaciSn del proteolfpido de mielina, consis-
tente en la adsorcidn-desadsorcidn por el cambiador i8nico de un extracto orgéni-
co total de mielina, permitiS la obtencifn de una sola banda por electroforesis
en SDS-polfacrilamida (20-23 KDalton) y un aminofcido N-terminal (alanina) para
el material purificado. Es Importante sefialar que la protefna bSslica de la mielina,
principal contaminante de las preparaciones de proteolfpido y muy diffcil de eli-
minar totalmente de las mismas, era retenida por el camblador. En suma, con este
método, mas corto y menos complicado que otros descritos anteriormente, se obtu-
vo el proteol{pido de mielina aparentemente homogéneo. Los mapas peptfdicos del
mismo sugerfan la existencia de zonas no accesibles a los enzimas proteoliticos,

debido quizis a la agregaci8n del proteolfpido, preferentemente por Interaccién



entre zonas hidréfobas. La Incorporacién del proteolfpido a vesfculas formadas con
fosfatidilcolina no indujo cambios apreciables en las propledades de las mismas, Da-
do que la permeabilidad a lones y a glucosa se mantuvo inalterada, 1o que no ocurre
con otras protefnas de similares caracterfsticas, cabe pensar que posiblemente el
proteolfpido cumpla un papel establlizante en la miel ina. Experimentos similares
con los proteo)Tpidos de 1a electroplaca del Torpedo sugirieron para estos una fun-
cién muy distinta en ia membrana. Por ello se tratd de estudiar el papel de los
mismos, sobre todo en su relacidn con el receptor de acetilcolina. Al mismo tiempo
se determinaron algunas de sus propiedades quimicas y fisicas, cosa que hasta el
momento no se habfa podido Vlevar a cabo.

La cromatografla de un extracto organico total de la electroplaca del
Torpedo rindi8 tres fracclones bien diferenciadas por su contenido de protefna, 17~
pldo y axiicares reductores, En ta fraccifn 1 (1a mas hidréfoba por su composiclén
de aminofcidos y contenido 1ipldico) se detect8 por electroforesis una séla banda
de 39 KbDalton de peso molecular, En las otras dos fracciones, elufdas con un gra-
dlente del i8n hidrofébico p-toluensul fonato, habfa un polipéptido de 42 KbDalton vy
otros de mayor peso molecular, En estas cadenas polipeptidicas eran mas abundantes
los aminofcidos polares y con carga. La caracterizaciSn funclonal de las fraccio-
nes se hizo estudiando preferentemente la unidn de llgandos colinérgicos a las
mismas, Se comprobd que era la fraccién | la que unla especiflicamente mas (3H) -ace-
titcolina, con dos componentes de alta y baja afinidad. E) posible receptor conte-
nido en esta fraccién parecla ser de tipo nicotfnico, seglin lo Indicaron los expe-
rimentos de bloqueo de la unifn de (3H)-acetllcollna con determinados 1igandos
muscarinicos y nicotfnicos. Solo el polipeptido de 39,000 Dalton se marcé con el
11gando colinérgico covalente 4{N-malelmido) feni 1 (3H) trimetilamonio, 1o que coin-
cidfa con los resultados obtenidos para el receptor de acetilcolina purificado en

medios acuosos con detergentes. Con todas estas pruebas pudo afirmarse que el pro-
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teolTpido de 1a fraccidn | contenfa el sitio de unidn de )igandos colinérgicos.
Se consigui8, por tanto, alslar este proteolfpldo receptor como una sola cadena
polipeptfdica por primera vez.

El estudio del contenido de grupos sulfhidrilo en los proteolfpldos
totales de ia electroplaca revel8 que un terclo de 1os mismos estaban en forma
reducida, mientras que el resto formaba puentes disulfuro, Estos eran preferen-
temente intramoleculares, a excepcién de una mol&cula de 15,000 Dalton que for-
maba un dimero de 30,000, posiblemente por medio de un puente disulfuro entre
cadenas iguales. Por d1timo, el pollpéptido de 42,000 Dalton mostrS el mas alto

contenido de grupos ~SH, sugiriendo su posible Implicaci6n en fenSmenos de trans-

porte o translocacin de lones,
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Las membranas celulares desempefian numerosas e importantes funciones en
la arquitectura de los seres vivos. No solo forman la base estructural del sis-
tema de comunicacién del organismo vivo, estando implicadas en funciones tales
como reconocimiento, adhesién, agregacién y fusién celulares, sino que también
participan en procesos alin mas fundamentales para la vida sobre la superficie del
planeta: los procesos bioenergéticos. En efecto, las estructuras transductoras
de energia e Informacién estin en gram parte compuestas por biomembranas, y es
sabjdo que los enzimas, receptores y otras entfdades moleculares que estin Impli-
cados en dichos procesos se encuentran local{zados en las membranas de las mito~
condrias, cloroplastos, células fotorreceptoras, estructuras sinipticas, etc.

Si en un principio se atribuy8 a la membrana citoplasmitica el simple
papel) de barrera a la permeabilidad, posteriormente, al descubrirse su capacidad
de control sobre el flujo de materiales y energfa segin los correspondientes gra-
dientes termodindmicos, se llegd a la evidencia de que asumfa un pape! mucho mas
activo en las funciones celulares.

Problema crucial en la investigacibn de la estructura de las membranas
y de sus interrelaciones fisfolégicas y bioqufmicas es definir la organizaci6n de
sus moléculas componentes: 1fpidos, protefnas e hidratos de carbono, unidos es-
tos ditimos tanto a 1Tpidos como a protefnas. Los 1fpidos constituyen una barrera
contra la libre entrada y salida de moléculas de la célula, y aportan un flexible
y fluido soporte tridimensional en el que las reacciones qufmicas pueden produ-~
cirse (1). Las protefnas, intercaladas en la bicapa lipfdica o simplemente in-
teraccionando con dicha bicapa de forma miltiple y hasta el momento no muy bien
determinada, intervienen en las reacciones qufmicas y contribuyen a mantener la
establlidad de toda la estructura (2). Portanto, solo un completo conocimiento y
una exhaustiva caracterizacidn quimica de las moléculas presentes en las membra-

nas permitirsS aclarar el mecanismo de las reacciones e Iinteracciones que se pro-



13

ducen entre sus componentes, dando respuesta a muchos de los fendmenos que ocu-
rren intra e intercelularmente,

Cualquier explicacibn racional de la mayorfa de los procesos que pre-
cisan de sitios especfficos y selectivos en la membrana necesita tener en cuen-
ta la presencia de sus proteinas constituyentes. Puesto que las funciones de las
membranas son diversas, lo I3gico es esperar que la naturaleza y localizacién de
las moléculas implicadas en estas funciones deben ser también diversas. Tipica~
mente, una membrana celular puede poseer mas de cien protefnas distintas (3). Pa~
ra comprender el mecanismo de su accifn se necesita mucha. informacién sobre la
estructura de los diferentes complejos proteicos. Esto no ha sido posible nada
mas que en pocos casos, yYa que muchos de ellos estan constituidos por protefnas
intrTnsecas (4), las cuales tienen una gran tendencia a asociarse con l{pidos,
siendo insolubles en medios acuosos. Su alto porcentaje de aminodcidos apolares
induce a pensar que mantienen fuertes iInteracciones con la regidn hidréfoba de
ta bicapa lipfdica (h, 5 y para una revisién ver 6). Estas fuerzas hidrofébicas,
no muy considerables sl se las evalila individualmente, adquieren una gran impor-
tancia en las membranas, ya que en estas se producen en gran nimero (7,8).

Gran parte de estas protefnas intrinsecas son proteolfpidos con
precisas y clares caracteristicas de |lpoprotefnas de membrana, solubles en
mezclas de cloroformo-metanol e insolubles en agua. Aunque el proteolipido se
encontrd por primera vez en la sustancia blanca del cerebro (9), luego se detectd
la presencla de moléculas semejantes en otros muchos tejidos (10-18), sobre todo
en las estructuras membranosas de los mismos (19-26). Hay que indicar que esta se-
mejanza se refiere casi exclusivamente a sus propiedades de solubilidad, Fn efec-
to, el término "proteolfpido' es operacional, en cuanto que se trata de proteinas
solubles en cloroformo-metanol que mantienen interacciones con lfpidos, ya sean

covalentes (27-29), de tipo i6nico (30-32) o hidréfobo (6). Sin embargo, las fun-
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ciones que pueden realizar en la membrana celular son muy varfadas. Precisamente
el propdsito del presente trabajo fue el estudlo de dos proteolfpidos bien dife-
renciados por la funcién aparente que realizan: el proteolfpido de la mielina
del Sistema Nervioso Central y el proteolipido receptor de acetilcolina, Para
ello hubo que desarrollar técnicas de purificacidén y de posteriores estudios quf-
micos que, dadas las similares caracter{sticas ffsico-quimicas de estas molécu-
las, fueron muy semejantes en ambos casos. Sin embargo, a pesar de estas simili-
tudes, se pudo comprobar que la funcifn que realizan en la membrana parece ser
bastante diferente.

En el campo de la purificacién de protefnas las técnicas cromatogréfi-
cas tienen gran aplicacibn, siendo reconocidas comoprocedimientos simples y rdpl-
dos, tanto a escala analitica como preparativa., Resultan especialmente adecuadas
para la separacidn de sustancias bioldgicas 18biles, tales como hormonas, enzimas
y receptores. En cuanto a los proteolipidos,los procedimientos cromatogrificos
empleados hasta ahora para fraccionarlos y purificarlos se concretan, en 1o que
respecta a la naturaleza de los disolventes empleados,en dos tipos: los que
utilizan disolventes orginicos y los que emplean soluclones acuosas, casl siempre
con detergente. El uso de una u otra opcidn parte de la controversiay ya clsica,
de la posible desnaturalizacidn debida a los disolventes orgdnicos. Sin embargo
se ha demostrado que receptores extraldos oon mexclas orgdnicas muestran activi-
dad en experlimentos de reconstitucién con membranas artificiales (33). También en
ciertos casos no hay pérdidas de actividad enzimdtica o estas son mfnimas (34,35),
Los disolventes orgdnicos permiten mejores rendimientos, pues solubilizan casli
exclusivamente proteolfpidos, mientras que en medios acuosos con detergente la
extraccifn no es tan selectiva y el rendimiento es menor. La ventaja de estos
G1timos es que la proteina se encuentra en un medio que permitirS posteriores

estudios qufmico-estructurales, cosa précticamente imposible de realizar por el
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momento en medfio orgdnico, ya que en este la quimica de proteinas apenas si ha te-
nido algin desarrollo.

Como soporte o fase s6lida de la eromatografia también se han utiliza-
do diversos procedimientos;, predominando siempre la filtracidn en geles dextra-
nos (36-40), aunque al ser utilizados con eluyentes orgdnicos no es posible des-
cartar la intervencidn de otros tipos de mecanismos en el proceso de fracciona-
mlento, tales como adsorcidn, interacciones de tipo electrost3tico etc. Sin em-
bargo en este caso se empled un procedimiento cromatogrifico totalmente distinto
de los mencionados anteriormente : fraccionamiento de intercambio iénico por me=
dio de la DEAE-celulosa, Se sabfa que los 1ipidos .se separaban eluyendo con dis-
tintos solventes orgdnicos segln su carga (41-43), y asi mismo se habian . separa-
do protefnas (38). Por tanto era posible suponer que, al mismo que se separarian
determinados 1Tpidos unidos debilmente al proteolfpido, se conseguiria purificar
este al elulr can un gradiente de concentracidn de &cido. En el caso del protecli-
pido de mielina también se desarrolld un método de adsorcidn-desadsorcidn de la
proteina al cambiador inico que, como mas adelante se discutird, proporciond un
mayor rendimiento que la cromatograffa en columna. Este mismo sistema se probd
también eluyendo con butanol-agua (44) y sustituyendo el gradiente de &cido acéti-
co por uno de hidréxido amdnico, con concentraciones crecientes del mismo, De es-
ta forma se consiguid un procedimiento de purificacién del proteolipido de mielina
relativamente corto y operacionalmente simple, y con pocas etapas en todo su trans-
cirso. Esto es interesante de tener en cuenta, ya que la mayoria de los procedi-
mientos diseiiados hasta la fecha tienen el inconveniente de ser largos o complica-
dos (45) e incluso utilizar disolventes que pueden alterar las caracteristicas de
la protefna (46). El polipéptido purificado, en apariencia homogéneo por electro-
foresis en geles de SDS-poliacrilamida y por su aminoScido amino terminal, se in-
corpord en lipdsomas de fosfatidilcolina con el fin de estudiar sus interacciones

con 1Tpidos y su-posible papel funcional, con una razonable sequridad de que el
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efecto que se observaﬁ%ﬁﬁfﬂa molécula en cuestidn y no a contaminaciones, cesa
que a veces suele suceder en este tipo de experimentos.{

A partir de datos de difragciSn de rayos X (47) se ha visto que ho
hay diferencia entre una bicapa de dimiristoilfosfatidilcolina y una del mlsmo
}fpido conteniendo el proteolipido. Esta observaciones sugieren que la protefna,
a pesar de estar inmersa en la bicapa (48-51) no afecta a esta grandemente. Asf,

aunque la protefna interacciona con los llpldos induciendo cambios en sus pro-

piedades ffsicas (47, 52-55), debe haber alguna interaccién entre moléculas de
proteina que provoque la formacién y estabilizacibn de las multicapas de la mie~
lina, En suma, quizds el proteolfpido pueda ejercer un papel importante en el
mantenimiento de la estructura de las membranas. Los estudios de difusi6n de iones
a través de vesfculas formadas con 1Tpidos permitieron concluir que la funcion del
proteolTpido de 1a mielina podrfa ser la estabilizacién de estas estructuras. Sin
embargo los proteolTpidos procedentes del Srgano eléctrico del Torpedo, el cual

es muy rico en receptor de acetilcolina, ejercfan un efecto contrario. €s decir,
moléculas de parecidas caricterfsticas quimicas posiblemente tenfan en la mem-
brana una funcién diferente. Previamente se ha comprobado por medio de reactivos
fluorescentes que pueden introducirse en la zon a hidréfoba de la bicapa lipfdica
(56), que el receptor de la acetilcolina mantiene importantes interacciones con
aquella(57), por lo que se estudis el papel en la membrana de los proteolfpidos

de la electroplaca de Torpedo, sobre todo en su posible relacibn con el receptor
de la acetilcolina.

Ya que el desarrollo de los diversos métodos de purificacién menciona-
dos anteriormente se llevd a cabo sobre el proteolfpido de mielina no solo por su
posible importancia en esta membrana, sino también porque al ser una protefna muy
hidréfoba y tipicamente intrinseca, todo lo hallado podrfa aplicarse a otras pro-
tefnas similares de membrana, tales como enzimas 'y receptores, los proteolipidos
de Torpedo se fracciomaron y purificaron con métodos similares, procediéndose des-

pués a algunos estudios funcionales.
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La teorfa qufmica de 1a transmisidn sindptica implica que un mecanismo
especifico de naturaleza quimica amplifica considerablemente la sefal eléctrica
al interponerse entre los componentes pre~ y postsindpticos. Tal mecanismo cons-
tarfa de: a) sustancia quimica (transmisor) sintetizada y almacenada en las ter-
minaciones nerviosas y que se libera a la llegada del impulso nervioso, b) recep-
tor especffico de naturaleza proteica con el que interacciona el transmisor en la
membrana postsindptica, y c) el receptor traduce la unién del transmisor inducien-
do cambios en la membrana, por ejemplo modificando la permeabilidad de esta a los
catiomnes, Para poder analizar directamente la interaccidn primaria droga-receptor
es conveniente separar este Gitimo de los sitios sensibles de la membrana celular,
Pero esto es dificil de conseguir por varias razones: a)los receptores suponen un
porcentaje extremadamenfe pequeiic de la proteina total de un tejido o incluso de
la membrana celular y b) tales peotefnas son componentes intrisecos de la membra-
na, y por estar relacionados {ntimamente con los 1fpidos de esta son sélo separa-
bles por tratamientos dristicos con solventes orgdnicos o detergentes, Su gran
hidrofobicidad explica que sean solubles en disolventes orginicos e insolubles
en medios acuosos, a no ser que estos contengan detergentes. En este iltimo caso
los detergentes sustituirfan la Interaccién Ifpido-protefna por un complejo deter-
gente-proteina. Asf las moléculas de receptor quiedan rodeadas de moléculas de de-
tergente, el cual las preserva, em parte, del entorno acuvoso, En la separacidn
y purificacién de protefnas receptoras, y mas concretamente del receptor de la
acetilcolina, ha habido por tanto dos metodologfas de aproximacién, utilizando
disolventes orgdnicos (15) o detergentes no iénicos {(58,59), Por razones ya ex-
puestas anteriormente, aqui se utilizd la primera de las metodologias menciona-
das, cuyas ventajas e inconvenientes se discutirdn mas adelante.

Diversos hechos hacen que el tejldo mas usado pars el aislamiento de
receptores colinérgicos sea la electroplaca de diversos peces eléctricos, tales

como la raya marina Torpedo o el Electrophorus electricus. Este Srgano eléctrico
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deriva del misculo esquelético en el que la capacidad contrictil se perdié (60)
pero en cambio la capacidad de generar potenciales eléctricos se desarrolld con-

siderablemente (61). En Torpedo marmorata el ndmero de electroplacas no supera

las 400-500 y la descarga media es de 40-60 V, La bioelectrogénesis tiene lugar
exclusivamente mediante potenciales sinipticos (62), lo que significa que la ca-
ra inervada no puede activarse por estimulacidn eléctrica directa. La inervacidn
es mas rica en Torpedo que en Electrophorus, cosa importante por su relacidén con
la cantidad de receptor a extraerse del tejido. Ademds, al trabajar con una po-
blacidén altamente densa y homogé&nea de sinapsis, todas idénticas, con un solo me-
canismo colinérgico, se puede obtener un alto rendimiento de receptor.

La extraccidn con mezclas de cloroformo-metanol hace ya tiempo que se
utilizd para separar los proteolipidos de la electroplaca de Torpedo (63) y de
Electrophorus (64). La posterior separacién por cromatograffa en columna de Se-
phadex LH-20 y elucién con mezclias de cloroformo-metano! de polaridad creciente
(36) proporciond varias fracciones proteicas, una de las cuales unfa drogas co-
linérgicas tales como acetilcolina, d~tubocurarina y o~bungarotoxina (43). Sin
embargo no se hizo una caracterizacién molecular de el/los posible(s) componen=-
te(s) de estas fracciones. En el caso que aqul se describiri, y como ya se ha In-
dicado anteriormente, la purificacién del posible proteolipido receptor de acetil-
colina se hizo mediante cromatografia en DEAE-celulosa, eluyendo con cloroformo=-
metanol y un gradiente de concentracién del I6n hidrofébico p-toluensulfonato en
los mismos disolventes., Este i8n es capaz de bloquear las cargas positivas de las
proteinas al mismo tiempo que, al disminuir el pH, se neutralizan las cargas ne-
gativas (66,67). De esta forma las interacciones protefna-cambiador iéntco disminu-
yen considerablemente. Las diversas fracclones que se obtuvieron en la cromatogra-
ffa se caracterizaron quimicamente por su contenido en protefna, fosfolfpidos y
az@icares reductores, asf{ como por su composicién'de aminodcidos. La electroforesis

en geles de SDS-poliacrilamida permitid detectar diversos componentes moleculares
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que posteriormente se estudiaron para tratar de dilucidar su funcionalidad.

En la caracterizacién del receptor de acetilcolina aislado por medio
de detergentes en medio acuoso, se han sequido dos caminos generales, ademis de los
conocidos estudios electrofisiolSgicos. Uno consiste en los ensayos de unién de
acetilcolina (y compuestos an8logos) y de o -neurotoxinas y otro en el marcaje de
afinidad con ligandos colinérgicos que se unen covalentemente {para revisiones ver
58, 59, 68). El receptor purificado se encuentra en forma de dimero y monSmero en
el caso del Torpedd (pesos moleculares respectivos 250 y 500 KDalton) (69). Aunque
hay dos slitlos de unién de acetilcolina o a~neurotoxina por cada monémero, so-
lamente uno de esos sitios se marca covalentemente con ioduro de k-(N-maleimido)-
benciltrimetilamonio (70). La electroforesis del receptor reducido y tratado con
SDS permite observar cuatro bandas correspondientes a cadenas de pesos moleculares
aproximados: 39 (<), 48 (B), 58 (¥), y 64 (&) Kdalton (71-75). Estas cadenas
son también mayoritarias en las membranas citoplasmiticas de tejido eléctrico ri-
cas en receptor (76-79). Solo es conocida la funcidn de una de las cadenas. La
cadena oc parece contener total o parcialmente el sitio de unidn de acetilcolina

ya que es la iinlca que es especi{ficamente marcada con reactivos de afinidad en

Torpedo californica (71, 80-82), Torpedo marmorata (83) y Electrophorus electri-
cus (80, 84, 85).

Un plan similar se siguid, por tanto, para caracterizar funcionalmente
los proteolfidos extrafdos de la electroplaca de Torpedo. Por una parte se deter-
mind la capacidad de unién de diversas drogas colinérgicas, tanto nicotinicas
como muscarfnicas, de los proteolipidos purificados. Asi mismo se utilizé un
agente alquilante de afinidad, el cloruro de 4-(H-maleimido)feniltrimetilamonion
(MPTA). Se ha demostrado que este compuesto marca especfificamente la subunidad
que contiene el sitio de unién de acetilcolina en el receptor aislado por medio
de detergentes (80), al reaccionar con un grupo sulfhidrilo que se hatla en las

inmediaciones del sitio activo de unién del neurotransmisor. Aunque se ha visto
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que otros reactivos tales como el fluorborato de p-(trimetilamonio)bencenodiazo-
nio (8C,87), el fluorborato de li-azido~2-nitrobencilamonio (88,73) y el fluorbora-
to de trimetiloxonio (89) pueden marcar las subunidades del receptor, aparente-
mente les falta especificidad por el sitio de unién de acetiicolina. Pues blen,
después de marcar los proteclipidos con e) reactivo de afinidad men¢ionado en pri-
mer lugar y hacer electroforesis de los mismos, el andlisis de la radiactividad
presente en los geles permitl8 deducir cudl era la cadena que en este caso era es-
pecTficamente marcada,

El otro camino seguido fue el estudio del contenido de grupos sulfhidri-
To y disulfuro en relacidn con las distintas cadenas polipeptfdicas que componfan
el extracto proteolipidico. En efecto, se ha visto recientemente que existe hete-
rogeneidad en las formas moleculares del receptor de acetilcolina purificado en
presencia de detergentes., La forma de alto peso molecular es un dimero de la for-
ma de bajo peso molecular (90), Este dimero se forma por medio de un puente disul-
furo intermolecular entre cadenas proteicas de 65 KDalton aproximadamente de peso
molecular (74, 77, 91). AdemSs, la presencia de un dfmero de 130 KDalton formado
por dos cadenas de 65 KDalton ha sido Inequfvocamente demostrada (92). Mientras
que el dimero se convierte en mondmero por medio de agentes reductores, tales co-
mo el 2-mercaptoetanol o el ditiotreito! (74, 77,78), agentes oxidantes convier-
ten el mondmero en dimeros, asociando preferentemente las cadenas que estaban uni-
das por puentes disulfuro (93). Dada la importancia funcional que puede tener la
formacién de estos puentes disulfuro (94), se decidié observar cudl era la in-
fluencia de diversos agentes que los modifican en el extracto proteolipidico de
la electroplaca de Torpedo, sobre todo en lo que se refierea la formacion de
distintas especies moleculares. Ademds se ha sugerido recientemente que la molé-
cula asociada al receptor y que cumplirfa las funciones de "ionSforo" es rica
en grupos -SH (83), por lo gue también se considerd de importancia la valoracién

de estos grupos en las distintas fracciones obtenidas, ya que una de ellas po-
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dria contener dicha cadena polipeptidica.

En resumen, con el proteolipido de mielina se ha desarrollado un méto-
do de cromatografia en disolventes orgdnicos que hasta ahora no habia sido sufi~
cientemente aprovechado, as como otras técnicas que, una vez puestas a punto
adecuadamente, han permitido el estudio del proteolfpido receptor de acetilco-
lina. De esta forma se ha comprobado que, si bien ambos proteolipidos tienen

ciertas semejanzas quimicas y probablemente fisicas, su funcionalidad es bastante
distinta. Los resultados obtenidos, aunque no son definitivos y necesitaran de
posteriores investigaciones, abren algunos caminos por los que se podrd avanzar

en el futuro.



22

MATERIALES Y METODOS
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1. MATCRIAL B10LOGICO.

A) Mielina de cerebro de vaca. Los cerebros, con h00-500 g de peso medio,
procedian de animales de Z-% afos que acababan de ser sacrificados. Se adquiricron
en el matadero municipal de Madrid desde donde se transladaron al laboratorio a
0°C en un recipiente afslado térmicamente.

B} Organo eléctrico de Torpedo marmorata. Estos peces eléctricos de aqua

salada fueron capturados en el 0.Atlantico. Ripidamente les fue extraido el d&rgano
eléctrico (figura 1) que se congeld a -70°C. AsT se conservd hasta su liofilizacién,
para lo que se homogeneizd en tampdn fosfato s6dico 0,00 N, pH 7,0 (20 % peso /vo-

lumen) con fluoruro de fenilmetil sulfonilo IO-M M para inhibir la protevlisis,

~

b. .

g ? R
C.

FIGURA 1: El &rgano eléctrico del Torpedo. a) Vista dorsal de Torpedo
marmorata en la que se destacan los dos Organos eléctricos principa -

les, el accesorio y su inervaci6n. Obsérvese la superficie cuadricu -
lada del drgano eléctrico. b) Corte sagital a nivel del Srgano eléc -
trico para mostrar las columnas de electroplacas. c) Una columna mues
tra la inervacidn diferencial de las dos caras de cada electroplaca.
La cara inervada (ventral) contiene el receptor nicotinico de la ace-
tilcolina.
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2., REACTIVOS.

Todos los reactivos eran de grado analftico a menos que se indique otra
cosa. Las proteinas utilizadas en el patrdn de movilidades electroforéticas (fos-
forilasa A, seroalblimina bovina, glutémico deshidrogenasa, alcohol deshidrogenasa
y mioglobina o hemoglobina, segiin los casos) se adquirieron de Sigma Chemical Co.
{usa).

La acrilamida y metilenbisacrilamida eran de Fluka AG (Suiza ) o de Sig-
ma asf como N,M,N',N'-tetrametiletilendiamina (TEMED), mientras que el persulfato
ambnico era de Serva (Alemania), El laurilsulfato se obtuvo de BDH Qemicals Ltd,
(Inglaterra) o de Sigma.

La DEAC-celulosa procedTa de Whatman Biochemical Ltd. (inglaterra) en
forma DE-32 o DE~52 microgranular. El Sephadex LH-20 era de Sigma. Las placas de
celulosa sin Indicador fluorescente empleadas en los mapas peptidicos asf como
las de silica gel FZSH eran de Merck (Alemania). Las placas de pollamida para la
determinacidn del grupo amino terminal eran de Pierce Chem. Co. (USA).

Los patrones de la cromatograffa de 1Tpidos eran de Sigma, a excepcidn
de la esfingomielina que era de Koch Light Lab, (lnglaterra). La dipalmitollfos~
fatidilcolina también era de Sigma. La tripsina con Inhibidor TPCK era de Worthin-
ton Biochemical Corp. (USA) y 1a subtilisina, tipo VI)I, de Sigma.

Los ligando colinérgicos empleados fueron: acetilcolina, hexametonio,
d-tubocurarina (Sigma), oxotremorina (Aldrich Chem, Corp. USA), atropina (Mann
Res. Lab. USA), y o-bungarotoxina (Boehringer, Alemania).

El material radfactivo fue el siguiente:

. Cloruro de (3H)-acetilcolina (250 mCi/mmol) de Amersham Co. (Inglaterra).
. Acido iodo(2-3H)acétlco (82 mCi/mmol) de Amersham Co.
. Cloruro de h-(N-maleimldo(fenil(3M)trimetilamonio, sintetizado y marcado por

los Dres. Lunt y Harrison de la Universidad de Bath {Inglaterra) con 280.000 dpm/
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nmol.

. (SH)- & -bungarotoxina (1,7 Ci/mmol) fue un reqgalo del Prof. L.A.Carnard
(imperial College, Londres).

. (Ihc)-glucosa (0.43 Ci/omol) de Amersham,

. (86Rb)~1 (0,041 Ci/g.) de CNEA (Argentina.
3. METODDS GENERALES.

3.1. DETERMINACION DE PROTEINAS.

Se utilizé el método de Lowry (95). Con el fin de determinar la concen-
tracidén de protefna en soluciones orgdnicas de proteolipidos sc usé la modifica-
cldn de Hess y Levin (96). En este caso la muestra se evapor§ a sequedad, proce-
diéndose despés normalmente segin el método de Lowry, Posteriormente, con el fin
de una correcta medic{on espectrofotométrica, se extrajeron tos lipidos con un volumen
de cloroformo, quedando la solucién de proteina sin la turbidez inicial debida a

la existencia de los 1Tpidos,

3.2. DETERMINACION DE FOSFATO.

La concentracifn de fosfato de las muestras aplicadas en las diferentes
columnas, asT como la de las fracciones obtenidas se midid segin el nétodo de
Ames y Dubin (97). La muestra se colocd en un tubo lavado con mezcla crémica, de-
tergente y agua varias veces, junto con 50 pL de nitrato magnésico al L0 75 en eta-
nol. Se calcind a la llama hasta que desaparecieron los gases de color parduzco.
Posteriormente se hidrolizd con 0,3 mL de HCl 1 N durante 15 min cn baio de aqua a
ebulllicidn, E1 fosfato se determind haciéndolo reaccionar con una mezcla de cido
ascérbico y molibdato amdnico (1 parte de ascérbico al 10 % en aqua mas G partes
de molibdato al 0,42 % en Scido sulfiirico 1 I} y calentando a #5°C durante 20 min.

A continuacidn se midid espectrofotométricamente a 820 mm.
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3.3. VALORACION DE AZUCARES REDUCTORES.

Se realizé seglin el método de 1a antrona (98). Cien plL de la muestra a
valorar se hicieron reaccionar con 0,5 mk de reactivo de antrona (100 mL de 5
partes de acido sulfirico mas 2 partes de agua y 0,2 g. de antrona). Se agitd
rdpidamente y se calentd en bafio de agua a ebullicidén durante 10 min, Inmedla-
tamente después se volvid a agitar y se leyd la absorbancia a 660 nm. Como patrén

se empled galactosa 1 mM en diversas cantidades.,

3.4, AHALISIS DE AMINOACIDOS.

Una solucidn de la muestra a anallizar se evapord a sequedad. Cuande
el residuo era muy rico en Ifpidos parte de los mismos se extrajeron sucesiva-
mente con acetona y metanol. Después se suspendid en HC) 6 Il y se hidrollzd a
110°C durante 24 horas en tubo cerrado a la 1lama en el que se habfa hecho el
vacfo. Posterormente se siguieron los métodos convencionales, determinindose la
composicién de amino3cidos en analizador JEOL~JLC-5AH o en un Technicon Sequen-

tial Multisample Analyzer.

3.5. ELECTROFORESIS EN GELES DE SDS-POLIACRILAMIDA,

1. A pll b8sico se siquid una modificacién del procedimiento de Laenli
y Favre (99) modificado a su vez por Quarles et al. {100). Las muestras con sol-
ventes orgdnicos se concentraron en rotavapor y se les afadid 2,5 vol. de tampén
tris~HCI 0,1 M, pH 8,8, SDS 10 %, calentando y agitando al mismo tiempo, para
que el cloroformo se evaporase, Con el fin de eliminar 1a mayor cantidad posible
de SDS se dlalizd frente a agua durante 48 horas y posteriormente frente a tam-
pbn fosfato sGdico 0,01 M, pil 7,2, urea 1,6 B, SDS 0,1 %, 2~mercaptoetanol 1 %,
durante otras 24 horas.

En otros casos que ya se indicardn, la protefna se precipitd de la so-

lucién orgdnica por medio de 4 vol. de eter o eter-etanol 1: 1, v/v, y asf delipi-
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dada se disolviS con SDS al 2 & y se dializd igual que en el caso anterior,

La electroforesis se realizd con acrilamida al 13 2 preferentemente y
poniendo 2 mA/gel.

t1. A pH neutro se realizd segin el método de Veber y Osborn (101}, Se
hizo el mismo tratamiento de las muestras que en el caso de la electroforesis a plf
b8sico, siendo la concentracidn de acrilamida también ta misma, es decir del 13 %,
La corriente eléctrica se ajustd a 8 mA/gel.

Para el c§liculo de pesos moleculares se utilizd un patrén de fosforila-
sa A, seroalbimina bovina, glut8mico deshidrogenasa, alcohol deshidrogenasa y hero-
globina o mioglobina, a pH y concentracién de SDS iguales a los de las muestras,
Los geles se fljaron unas 12 horas con metanol-3cido acético- agua (L:1:5) y el
tefido se hizo con Azul de Coomassie al 0,25 % en esta misma mezcla durante 2 ho-
ras a 37°C. El destefiido con 1a misma mezcla se hizo durante U8 horas a temperatura
ambiente,

Para la visualizacifn de glucoproteinas se utilizd la tincién con fuch-
sina bisica (102). Los geles se dejaron unas 12 horas en un gran volumen (aproxi-
madamente 800 mL/gel) de mezcla A: Scido acético-metanol-agua (1:4:5) con el fin
de eliminar el SDS residual y fijar. Los pasos siguientes se hicieron a tenpera-
tura ambiente y en la oscuridad. Durante 6 Horas lTos geles se trataron con per-
iodato s8dico al 2 % en megcla A. Después se lavaron con megclia A durante 2 dfas
(10 cambios en total) y se pusieron en solucién de fuchsina hisica, preparada se-
gidn el procedimiento de Segrest y Jackson (103). En este paso sc empezaron a ver
bandas tefiidas. Su intensidad se incrementd sumergiendo los geles en metanol al
50 2. Después de varios cambios 1os geles empezaron a tener una coloracidn pdr-
pura uniforme. El fondo se elimind por difusién durante 3-, dfas en la mezcla A,
Para que los geles adquirieran todos la misma longitud se dejaron unas 12 horas

en 3cido acético al 3 % en agua.
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3.6. CROMATOGRAFIA ENl CAPA FINA DE FOSFOLIPIDOS.
Se realizd segin el método de Skipski (104) sobre placas de silica gel
FZSM‘ El solvente para la cromatograffa ascendente fue cloroformo~&cido acétlico-

metanol-agua (50:25:8:4) (105), El revelado de las placas se llevé a cabo con

vapores de iodo hasta que las manchas de fosfolTpidos se hicieron bien visibles.
En cada punto se aplicaron cantidades de muestra equivalentes a 40 nmoles de fos-
folTpido aproximadamente. De los fosfolfpidos utilizados como patrones se aplfica-

ron cantidades equivalentes a 10 nmoles de cada uno de ellos.
4. PROTCOLIPIDO DE MIELINA,

4,1, AISLAMIENTO DE MIELINA,
La mielina se extrajo a partir de sustancia blanca del centro semioval
y cuerpo calloso del cerebro de vaca, y se dejb libre de tejido conectivo y sus~
tancia gris visibles, Se empled una modificacién del procedimiento de Norton (106),
Se homogeneizaron 50 g. de sustancia blanca en 10 vol. de sacarosa
0,32 K, tris 0,1 M, PMSF IO'hM (el PMSF se disolvié en la minima cantidad de al-
cohol etilico y se afadiS a la disolucidn acuosa mientras esta se agitaba vigoro-
samente). Se centrifugd a 5.900 g y el precipitado se lavé dos veces con la diso-
lucién mencionada anteriormente, centrifugando a la misma Vvelocidad que antes, El
precipitado resultante se suspendid en la misma solucifn y se aplicd en tubos que

QM. El gradiente discon-

contenfan 18 mL de sacarosa 0,85 M, tris 0,1 M, PMSF 10~
tinuo as? formado se centrifugd a 23.000 rpm en un rotor Beckman SW27 durante 30
min. Se recogioé la interfase resuspendiéndola en 10 vol. de agua con PMSF lo-h M.
Se centrifugd a 20,000 g durante 20 min. y el precipitado se 1avé con agua, reco-
giéndose nuevamente por centrifugacidn a 17,000 g durante 10 min. El precipitado

se resuspendié ahora en sacarosa 0,32 M, tris 0,1 M, PMSF IO-hM, haciendo un gra-

diente discontinuo fgual al ya mencionado, La centrifugacidn del mismo a 25,000
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rpm k5 min en rotor SW 27, permitid la obtencidn de una interfase que se lavd tres
veces con agua para aliminar la sacarosa residual. La mielina purificada se liofi-

1izé durante 48 horas y se guardd a -20°C hasta el monento de su uso.

4,2, MICROSCOPIA ELECTRONICA DE LA MIELINA,

Una parte de la mielina purificada se lavd con sacarosa 0,32 1 v se {i-
jo durante 1,5 horas en glutaraldehido al 6 % en tampén cacodilato sddico 0,4 1,
ph 7,4, E1 residuo se lavd con sacarosa al 10 % en tampén cacodilato sédico 0,1 I,
Posteriormente se fijé con Osok al 1 % en el tampdn anterior durante 20 min, Dos-
pués se deshidraté con etanol absoluto. La fijacifn se realizd a 0°C. Los hlorucs
se pusieron en 6xido de propileno con dos cambios sucesivos de este, durante 10 niin
en total, y durante 20 min en una mezcla de 6xido de propileno y [pon 1:1 (107).
La inclusién total se realizd con Epon al 100 % haciendo la polimerizacién a 60°C
durante 48 horas. Se cortaron secciones con un ultramicrotomo y se tiiieron con

acetato de vuranilo.

4.3. EXTRACCION DEL PROTEOLIPIDO DE MIELINA,

Se obtuvo una Fraccidn rica en proteolfpido de mielina por el método de
lussbaum et al. (108). La mielina se suspendid en CH 2:1 en la proporcién de 1,2
mL de disolvente por mg. de mielina liofilizada. Se homogeneizd en una Sorvall-
Omnimixer a la maxima velocidad (3x1 min) y se sometid a centrifugacién a 12.000 g
15 min. E] sobrenadante se precipit§ con 0,05 vol., de KC! 0,1 {1l afadido lentanente,
dejando a 4°C durante 12 horas, Después de volver a centrifugar para eliminar el
precipitado se lavd el sobrenadante con 0,2 vol. de aqua, reconstituyendo la fase
organica al volumen inicial con CM 2:1 y concentrando hasta 1/4 de aquel en rota-
vapor. [l extracto se precipitd con 4 vol. de eter (con eter-etanol no precipitaba)

dejando en reposo durante 2 horas a -20°C., El precipitado obtenido se disolvid en
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CM 2:1 quedando a veces algo turbio.

Posteriormente, y visto el bajo rendimiento del procedimiento anterior,
se optd por simplificar al miximo los pasos previos, quedando reducidos a la ex~
traccidén de la mielina con €M 2:1 y a la centrifugacidn subsiguiente a 12,000 g
15 min, para obtener un extracto orginico. Este extracto se aplicd a la columna o

se puso directamente en contacto con el cambiador i6nico para su adsorcidn,

4.4, CROMATOGRAFIA EN DEAE~CELULOSA DEL EXTRACTO DE MIELINA.

Para una columna de 18 cm de longitud y 2,5 cm de diSmetro se pesaron
20 g. de DEAE~celulosa, gue se suspendieron en 15 vol, de HC1 0,5 N y se dejaron en
ligera agitacidn durante 30 min, Esta suspensidn se flltré a través de un embudo
Buchner y bomba de agua, y se lavd con agua destilada hasta que el flltrado salfa a
un pli aproximado de 6. A continuacidn se volvid a suspender el cambiador en 15
vol. de NaOH 0,5 H siguiéndose el mismo procedimiento que antes. Posteriormente
se lavd con metanol y CM 1:1, En este mismo solvente se suspendid el cambiador y
se afiadié a la columna después de desairear. Para conseguir un empaquetamiento mas

compacto se aplicd en el extremo superior presidn con gas N,. El lecho se lavé con

2°
CM 1:1 y despuds de poner unos granos de arena lavada para que la resina no flotase,
se lavd con CM 2:1, quedando la columna lista para su uso.

Lo fraccidn rica en proteolfpido de mielina, en cantidad equivalente a
20 mg. de proteTna en 10 nL de CHM 2:1 se aplicd a la columna. Se eluyd con CM 2:1
en primer lugar y luege con un gradiente de §cido acético desde 0,1 a 2 N, finali-
zando con 4cido acético 5 N. El flujo, que resultd ser dificil de regular, fue de

18 mL/hora aproximadamente, recogiéndose una fraccidn cada 10 min. Para seguir el

curso de la elucidn se midié absorbancia a 280 nm en todas las fracciones.
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4.5, PURIFICACION POR ADSORC {1 ON-DESADSORCION,

En este caso se suspendieron 300 mg. de mielina tiofilizada en Clt 2:1 y
el residuo insoluble se separd por centrifugacidn a 12,000 g 20 min, £} sobrenn-
dante se puso directamente en contacto con el cambiador (preparado igual que en el
caso de la cromatograffa en columna) y se tuvo agitando lentamente a 4°C para que
se produjera la adsorcién. Despuds se separd el cambiador por filtracidn, sin de-
jar que se secara por completo y se volvid a suspender en CH 2:1 con el fin de co-
menzar la desadsorcion, Este mismo procedimiento se continud repitiendo, utilizin-
dose iguales cantidades (100 mL) de Scido acético 1, 2 y 5l en Clt 2:1, y recogién-
dose las distintas fracciones de elucidn. En otros experimentos se varid el tiempo
que el cambiador estaba en contacto con el eluyente, También se modifich el eluyente,
siendo en un caso butanol-agua 17:3 y en otro hidréxido amdnico en CN 2:1 en concen-
traciones de 0,1, 0,5 y 1,3 N, Mas adelante se discutirdn los resultados obtenidos

al Introducir estas variaciones y cudl resultd ser la mas eficaz.

4,6, MAPAS PEPTIDICOS DEL PROTEOLIPIDO PURIFICADD.

Las fracciones obtenldas con CM 2:1 =~ dcido acético 2 y b I, yue fueron
las que menos fosfollpidos contenTan, se liofllizaron afadiéndoles 10 veces su vo-
lumen de benceno. Este material fue el que se empled en los siguientes estudios.

Unos 5 mg. de proteolfpido purificado liofilizado se suspendieron en 10
mL de tampdn acetato amdnico 0,1 M, 3cido deoxicSlico 0,5 % (109), ajustando el pl!
a 8,4 con hidréxido amdnico (el 3cido deoxicélico se obtuvo disolviendo 1 g. de
deoxicolato sddico en 25 mL de agua y precipit8ndolo con 25 mL de dcido acético
glacial a 0°C durante 1 hora. El precipitado obtenido se filtrd, se lavd con agua
varias veces y se liofiliz8). A continuacidn se sonicd durante ! min y la suspensidn
se dividid en dos partes iquales. A una se le afadieron 0,2 mL de tripsina (1 mg/

mL) y @ la otra 0,2 mL de subtilisina (1 mg/mL) transcurriendo la incubacidn a 37°C
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durante 18 horas, Posteriormente se centrifugd a 10.000 g 30 min y los sobrenadan-
tes se precipitaron con 2 mL de &cido acético glacial, durante 1 hora a 4°C. Las
suspensiones resultantes se filtraron y los flltrados se liofilizaron. Los péptidos
liofilizados se disolvieron en 50 pL de Scido acédtico glacial al 30 2 y se aplica-
ron 20 pL en una placa de celulosa (10x10 cm). En primer lugar se rediz5 la croma-
tograffa ascendente en n-butanol-piridina-icido ac&tico-agua (24,4:37,8:7,6:30).

Se dejé evaporar el solvente de la placa y se acabd de secar con un secador antes
de realizar la electroforesis a 450 V, 8 mA durante 40 min (tampSn de electrofore-
sis: piridina-3cido acético~agua 1:10:89, pH 3,5). La tincién se hizo con ninhi-

drina al 0,1 % secando después a 70°C,

4.7, DETERMINACION DEL GRUPO AMINO TERMINAL, POR MEDIO DEL CLORURO DE DANSILO (110),
Se suspendieron 4 mg, de proteolfpido liofilizado en 8 mL de bicarbonato
sédico 0,1 M, pH 8,5 y en 8 mL de cloruro de dansilo disuelto en acetona (4 mg/mL).
Después de la incubacidn a temperatura ambiente y en la.oscurldad durante 90 min,
se centrifugd a 3.000 g 15 min. El precipitado se lavd tres veces con acetona al
50 %, volviéndose a centrifugar en cada ocasién como anteriormente. El precipitado
se secd en un desecador a vacfo con dcido sulfiirico y después se hidrolizé con 2,5
mL de HC1 6 N durante 4 horas a 110°C, en tubo cerrado a la 'lama. Se evapord el
HCl y el residuo se lavd repetidas veces con agua, para eliminar los restos de §ci-
do. Se evapord en un desecador a vacfo con NaOH y el residuo se disolvid con ace-
tato de etilo y se aplicd en una placa de poliamida. De los aminoicidos dansilados
se aplicaron 0,01 mL de una mezcla de todos ellos (0,1 mg/mL). Los solventes em-
pleados para las cromatograffas fueron: |, Acido férmico al 1,5 % en agua. 11.Ben-
ceno-3cido ac8tico glacial 9:1 ,l1ll, Acetato de etllo-metanol~icido acético 90,8:

4,6:4,5.
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4.8, EXPERIMENTOS DE INCORPORACION DEL PROTEOLIPIDO PUREFICADO EH VESICULAS DC
FOSFATIDILCOL INA.

En estos experimentos se utilizé preferentemente la fraccifn proteolipi-
dica obtenida al eluir con CH 2:1 - &cido acétlico 1H que se concentrd hasta apro-
ximadamente 1/3 de su volumen inicial., Después de dializar durante 24 horas contra
4 x 250 mL de CM 2:1, el contenido de fosfato habfa bajado a 0,03 pmoles /mg de
protefna (comparar con la tabla 4). En cada experimento de incorporacién la canti-
dad de fosfolfpido endSgeno fue del 1,28 % del 1fpido total de los liposomas.

A una solucidn conteniendo la fosfatidilcolina se le afadié en cada case
ta fraccién proteolipfdica correspondiente y la mezcla se evapord con Moy gplicando
vacfo. El residuo se suspendid en 2 mL de tris-HC1 20 mM, pil 7,4 y se agitd en un
Supermixer {Labline Instruments) hasta que la suspensién presentaba un aspecto uni-
forme y no quedaban residuos en las paredes del tubo. La suspensidn se centrifuqé
a 100,000 g 60 min y se midid proteina y fosfato en el precipitado y en el sobrena-
dante. El precipitado se lavd dos veces y se volvib a centrifugar. El tiempo que
pas8 entre los dos lavados se hizo variar entre 1 y 18 horas, con el fin de asequ~

rarse de la real incorporacién de la proteina en las vesiculas.

4.9. MEDIDA DE LA TEMPERATURA DE TRAHSICION DE FASE DE LA DIPALMITOILFOSFATIDILCOLL~
HA EN PRESENCIA Y EN AUSENCIA DE PROTEOLIPIDO.

Se midid la absorbancia a 450 nm de una muestra de dipalmitoilfosfatidil-
colina (DPL) con o sin proteolipido en funcién de la temperatura, seyln el método
de Hi11{(111). Para ella se evapord con Nzuna solucidn orginica conteniendo DPL con
o sin protefna (razén protefna-ifpido 0,1-0,3, peso/peso}. Se ahadieron 2 mlL de
tris=HC1 20 mM, KC1 80 mM pH 7,4, precalentado a 50°C y se formaron los liposomas
como en el apartado anterior. La suspensidn se dejé en reposo 30-60 min y se cen-

trifugd a 100,000 g 60 min, El precipitado se resuspendid en | mL de tampdn y se

gp—
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midié la absorbanclia a 450 nm, subiendo la temperatura paulatinamente desde 4°has-
ta 50°C. Por este método la temperatura de transicidn de fase de la DPL fue de

42,1 £ 0,5 °C. Esto se repitid dos veces y cada vez se hizo por triplicado,

4,10, MEDIDA DE LA SALIDA ESPONTANEA DE I1SOTOPOS DE LOS LIPOSOMAS CONTENIENDO PRO-
TEOLIPIDO.

Una solucién org3nica similar a la de los dos apartados anteriores (razén
proteolfpido-1Tpido 0,1-0,3) se evapord a sequedad. El residuo se resuspendid en &
mL de tris-HC1 20 mM, pH 7,3, KCI 80 mM o glucosa 20 mM que contenfan respectiva-
mente 40 pCi de 86Rb o 20 pCi de‘hc-glucosa y los liposomas se formaron por agita-

cidn., Las muestras se sonicaron bajo atmdsfera de N, durante 60 min a 4°C en un

2
sonicador Kerry Pulsatron 55 {potencia media 50 w frecuencia 50 kHz) y se dejaron
equilibrar durante 12 horas a 4°C. Los liposomas, conteniendo los correspondientes
isbtopos, se aislaron por filtracién en ge) sobre una columna de Sephadex G-50 (2x
18 cm) previamente equilibrada con el mismo tamp8n de preparacibn de las vesfcu-
las, saliendo en el volumen de exclusidn de la misma. Se distribuyeron en bolsas
de diflisis alTcuotas de 1 mL de los liposomas y una vez cerradas se diallzaron en
tubos que contenfan 10 mlL de tampSn. Se fueron tomando muestras del 1Tquido de dis-
lisis a diferentes intervalos de tiempo, midiéndose en las mismas la radiactividad
liberada. Estos experimentos se realizaron a 22°C, y al terminar, cada bolsa de
didlisis se abri6 centrifugindose su contenido a 100,000 g 1 hora. En el precipita~
do y en el sobrenadante se midié protefna y fosfato, teniéndose as{ un control adi-
cional de la incorporacién de) proteolipido en las vesfculas,

E1 volumen de la solucidn isotSpica y el porcentaje de isbtopo atrapado
por pmol de 17pido utilizado se midi§ seglin (112). Los datos se representaron como
el logaritmo del porcentaje de cuentas retenidas en los )iposomas en funcidn del

tiempo (113).
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5. PROTEOLIPIDOS DE LA ELECTROPLACA DEL TORPEDO.

5.1, AISLAMIENTO DE MEMBRANAS RICAS EN RECEPTOR DE ACETILCOLIMA Y EXTRACCION DE
LAS MISMAS CON CLOROFORMO-METANOL 2:1.

Se hizo una modificaci6n del método de Cohen et al {114). E! &rganc eléc-
trico de Torpedo marmorata, que se habla mantenido congelado a -70°C, se suspendid
en fosfato sddico 0,01 N, EDTA 0,001 M, PMSF lO-“M en la proporcién de 1 g.de te-
Jjido por mL, Se homogeneizb en una Sorvall Omnimixer (2 x 1 min) a la mixima velo~
cidad, y se centrigucd a 7.000 g 10 min. El sobrenadante se guardd, y el precipi-
tado se volvi6é a homogeneizar en las mismas condiciones que antes. Huevamente se
centrifugd, reuniéndose el sebrenadante con el anterior y centrifugindolos a 20.000
g 1| hora, El precipitado resultante se suspendié en sacarosa 0,32 M y se homogensi-
z4 primeramente con un homogenelzador de tefldn y después se sonicd con un Branson
LS 75 durante 3 x 15 s. A continuacifn se aplicd esta suspension en tubos de ro-
tor Beckman SW 25 que contenlan un gradiente de sacarosa con las siquientes concen-
traciones: 1,5-1,4-1,3-1,2-1,1-1,0-0,8M(3,5 mL de cada disolucién), El material de

|

las fracciones recogidas entre 1,0 y 1,4 M es’que unfa al-bungarotoxina con mayor
actividad especifica, y fue el utilizado para la extraccién con € 2:1, Para ello
se lavd en primer luaar con agua para eliminar la sacarosa residual, y posterior-
mente se resuspend{S en agua y se llofiliz8.

Las membranas liofilizadas se suspendieron en CM 2:1 en la proporcidn de
1 mL de CM 2:1 por 40 mg de liofilizado y se sonicaron durante 2 x 1 min, quedando
asi particulas de un tamao uniforme. Se dejd en agitacién unas 16 horas a 4°C y
poster iormente se centrifugé a 80,000 g 50 min. El sobrenadante se concentré has-
ta 1/2 de su volumen Inicial y se precipitd con 4 vol, de eter a -20°C (con eter-

etanol no se consiguid precipitacidn). A las 2 horas se volvid a centrifugar y el

precipitado se disolvid en 0,5 mL de SDS 2,5 %, N32C03 1 &, calentando a 70°C
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5 min para favorecer la disolucién. Después de dializar durante 18 horas, tanto
este precipitado disuelto,como membranas ricas en receptor disueltas con SDS al
2,5 % frente al tampdn de didlisis previo a la electroforesis, se aplicaron am-
bas muestras en geles de SDS-poliacrilamida con el fin de compararlas con los

proteol Tpidos de la electroplaca total.

5.2. EXTRACCION DE PROTEOLIPIDOS DE LA ELECTROPLACA DE TORPEDO,

El tejido liofilizado perteneciente a la electroplaca total de Torpedo
se extrajo con CM 2:1 en la proporcidn de 20 mlL de disolvente por mg. de material
liofilizado, Para ello se homogenelzé durante & x 30 s, con un Polytron, dejando
intervalos de 30 s, entre cada periodo de homogeneizacifn. Después se dejd a 4°C
con ligera agitacién durante 10 horas. El extracto se filtré posteriormente y se
concentrd en rotavapor hasta aproximadamente 1/4 del volumen inicial.

En algunos experimentos se utilizaron los proteolfpidos precipitados y
parcialmente delipidados. En ese caso el extracto org8nico concentrado se dej§ a
-20°C y a esta misma temperatura se trat6 con 4 vol. de eter-etanol 1:1, Después de
unas 2 horas a =20°C el precipitado resultante se separd por centrifugacidn a
60.000 g 40 min y se resuspendid en la correspondiente solucidn acuosa para poste-
riores estudios, La resuspensidn y/o posterior disolucién con SDS de los proteo-
ITpidos precipitados se hacfa mas diffcil si el precipitado se dejaba secar, por
lo que una vez decantado el sobrenadante orgdnico se afadfa ripidamente la diso-

lucidn acuosa.

5.3. CROMATOGRAFIA EN DEAE-CELULOSA.
Para la preparacifn del cambiador, que en este caso era DEAE-celulosa
DE-52, se sigui8 una modificacidn del método empleado por Rouser et al (43). La

resina se suspendid en 15 vol. de HC1 0,5 N dejindose 15 min con lenta agitacién,
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Después de flltrar en un Buchner y lavar con agua repetidamente, se resuspendid
en 15 vol, de NaOH 0,5 N dejindose el mismo tiempo que antes, Una vez filtrada se
lavé con agua y después con 5 vol de metanol y 5 vol. de &cido acdtico, dejandose
en este mismo solvente unas 12 horas. Con el camblador en su forma acetato se mon-
t8 una columna de 20 cm de longitud y 1,5 cm de didmetro. Para que el empaqueta~

miento fuera uniforme se aplicd una corriente de I, a presidn por la parte superior

2
y simult8neamente se fue lavando con 6 vol. de metanol, 5 vol, de CH 1:1 y 3 vol.
de CM 2:1, La columna, con un flujo de 0,5 mL/min aproximadamente, quedd lista para
usarse.

El extracto proteolipidico concentrado se aplicd a la columna en canti-
dad equivalente a 3,5 mg de protefna (1,75 mg/mL) y la elucidn se realizé con 5
vol, de CM 2:1 y 9 vol. de CH 2:1 - p-toluensulfonato sédico, en un gradicnte de
concentracién de este Gltimo entre 1 y 100 mH. Se recogieron fracciones de 1,8 nlL

en las que se determind contenido de protefna (96,95), fosfato lipfdico (27) y

aziicares reductores (98).

5.4, UNION DE LIGANDOS COLINERGICOS.

Tanto en el extracto total de electroplaca de Torpedo como en las frac-
clones obtenidas en la cromatograffa de DEAE-celulosa se ensayG la unidn especi-
fica de varios ligandos colinérgicos. Principalmente se estudid la unién de (BH)-
acetilcolipa vy (3H)-G(-bungarotoxina. Para ello las fracciones se agruparon seqin
los miximos de proteina obtenidos y se concentraron hasta que contenfan 0,2 ng de
proteina/mL de solvente orginico. Se tomaton alfcuotas de 0,5 mL y se incubaron
con (BH)-acetilcollna IO—GH durante 20 min a 25°C. Para separar ta radiactividad
libre de 1a unida se aplicaron a continuacidn a columnas de Sephadex LH-20 de
15 cm de longitud y 0,75 cm de didmetro. Estas columnas se prepararon y eluyeron

de la sigulente forma: se lavé el Sephadex LH-20 repetidas veces en un Buchner
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con agua bidestilada y acetona. Después se dejd secar a 37°C 12 horas. Posterior-
mente se equilibrd durante 4 horas con CM 1:1 y en este mismo solvente se monta-
ron las columnas, lavdndose las mismas a continuacién con 2 vol. de CM 4:1, CM 15:1
y cloroformo. Después de 2 horas en este disolvente la columna estaba lista para
ser usada. Una vez aplicada la muestra se realizé su elucidn con 15 mL de cloro-
formo, y 10 mL de CM 15:1, CM 4:1 y CM 2:1, En las fracciones recogidas (2mL) se
midié absorbancia a 280 nm y en los miximos se determind el contenido de protelna
y radiactividad. La unidn no especifica se evalud preincubando muestras paralelas
con d-tubocurarina 71,5 pM, durante 20 min a 25°C,

En la fraccidén | de la cromatograffa de DEAE~celulosa, que fue la que
presenté la mixima unidn de (3H)-acetl|collna, se ensay§ también la inhibicidn
producida al preincubar a 25°C 20 min con los siguientes agentes colinérgicos:
atropina (10 pH), hexametonio (500 pM), oxotremorina (20 pM), acetilcollina (400 pM)
y K-bungarotoxina (2,3 pM). Este Gitimo ligando se Incubé durante 1 hora.

AsT mismo en el primer pico se estudiaron diversas caracterfsticas de la
unidn de (3H)-acetilcolina al receptor, tales como la{s) constante(s) de disocla-
cidn y el nimero miximo de sitios de unidn. Para ello muestras conteniendo 100 pg
de protefna/0,5 mL se preincubaron con o sin d-tubocurarina 71,5 pM a 25°C 20 min
y después con (3H)-acetilcolina en concentraciones comprendidas entre 1 nM y 5 pM
durante 20 min a 25°C, Posteriormente se utilizaron las columnas de Sephadex LH-20
como en casos anteriores.

La unién de (3H)- & ~bungarotoxina se estudiS Incubando esta droga en
concentraciones de 1 pH durante una hora a 25°C con un extracto orgdnico de las
mismas caracterfsticas que los anteriores. La unién especifica se determinS res-
tando de la unidn total de (3H)-<X-bungarotoxlna lo que se unif a un extracto
preincubado con d-tubocurarina 40 pM (unién no especffica).

Paralelamente a estos estudios se aplicaron en las columnas de Sephadex
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LH-20 muestras que sdlo contenian droga libre, ya fuera (3H)-acetilcolina o (3H)—
C[-bungarotoxfna, para controlar la radiactividad no retenida que no iba unida a

proteina,

5.5. MARCAJE CON b= (H-MALEIMIDO) FENIL (3H)TRINETILAMONIO. (MPTA) .

Se hizo esencialmente segin el método de Karlin y Cowhurn (85). Un pre-
cipitado de proteolfpidos obtenidos a partir de 1 g. de 8rgano eléctrico liofili~
zado se suspendid en 8 mL de tampdn tris-HC) 10 mM, pit 8, HaCl 0,1 N, EDTA 10 nlt,
ditiotreitol 1 mM (afiadido este justamente antes de usarse),Se incubd a temperatu-
ra ambiente 20 min y la reaccidén se detuvo mediante la adicién de & mL de tampén
fosfato sédico 0,5 M, pH 6,7. Después de centrifugar a 60.000 ¢ 40 min sc resus-
pendid el precipitado en 12 mL de tampdn fosfato sddico 10 mi, pH-7, HaCl 1,0 nh,
EDTA 10 mM y se incubd con (3M)-MPTA {42 nmoles equivalentes a 1,2 | 1a® dpm) du-
rante 10 min, La reaccidn se detuvo con 10 pb de 2-mercaptoctancl y el precipitado
se recuperd por centrifugacién igual que anteriormente. Se lavd dos veces con el
mismo tampdn empleado en el marcaje, centrifugindose en las mismas condiciones an-
teriores,

Adicionalmente se llevaron a cabo dos controles, Para ambos sc siquid el
procedimiento anterior, pero en uno de ellos no se realizd la reduccidn con DTT,
mientras gque en el otro la modificacidn consistidé en una preincubacidn durante |
hora con of-bungarotoxina, antes del marcaje con (3H)-MPTA. Los protenlipidos
marcados se disolvieron completamente en 2,5 ml. de CH Z:1 - p-toluensulfonato sGdi-
co 10 sl (sin la presencia del pTS apenas habfa disolucifn) sonicando durante 5
min en un sonicadur con bano de aqua, Esta disolucidn sc aplicd en una colunna de
DLAE-celulosa preparada seqdn ya se explicd con anterioridad y adicionalnente la-
vadé con tres volimenes de CH 2:1 - pTS 10 mM, Con esta misma mezcla se eluyd

(3 vol.) y posteriormente con & vol, de CH 2:1=-pTS 50 mM. Fn las fracciones resul-
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tantes se midié protefna y radiactividad. Las que presentaron miximo contenido de
protefna se transfirieron a una solucién acuosa que contenfa SDS al 10 % (ver apar-
tado 3.5.1 de esta seccién) y se sometieron a electroforesis por los procedimientos
ya descritos. Una vez teiidos y desteiiidos los correspondientes geles, sc corta-
ron en fragmentos transversales de 5 mm y se colocaron los mismos en viales, Des~
pués de anadir 0,7 mL de H,0, se calentaron a 110°C durante 1 hora. Después se afa-
dieron 16 mL de metilcelosolve al 20 % en hidrofluor (1 g. de PPO + 1 L de tolueno
+ 666 mL de metilcelosolve) dejdndose en reposo unas 12 horas para que la acrilami~

da precipitase, y procediendo después a su contaje.

5.6, ESTUDIOS SOBRE GRUPOS DISULFURO Y SULFHIDRILO,

Estos experimentos se hicieron c¢on los proteol{pidos preciplitados de la
misma forma que en 1os casos anteriores.

Por una parte se determind el niimero de grupos ~S$5- y ~SH en el extrace
to total precipitado, por medio de icido iodo(JH)acético. Para ello se hizo lo si-
guiente: los proteolfpidos precipitados a partir de un extracto de 0,6 g. de &r-
gano eléctrico liofilizado se dividieron en tres partes lguales A, B y C. A conti-
nuacidn se afadid a cada una | mL de tampdn fosfato s8dico 10 mM, pH 7, NaCl 50 mh,
EDTA 1 mM, taN3 3 mM. AdemSs A contenla N-etilmaleimida 10 mM para bloquear los =SH
libres. Se incubaron a 4°C durante 30 min. Después de centrifugar a 80,000 g 10 min
los precipitados se resuspendieron en 0,5 mL de tampén tris=HC1 10 mM, pH 7,4, EDTA
T mM, PMSF 0,1 mM y se aiadieron 0,5 mL de tampdn tris=HC] 20 mM, pH 8,2, tlaCl 150 mM
EDTA 1 mM, HaN3 3 mM. A las partes A y B se afgli§ tamblén ditiotreitol 20 mM y se
incubaron a 30°C durante 30 min, con lo que se rompieron los grupos -5S-.Posterior-
mente las tres muestras se incubaron a temperatura ambiente durante 1 hora con
120 pH Scido iodo(3H)acétlco, de tal forma que en A se marcaropmayoritariamente los

grupos -SS-, en B los grupos -5S~ y =-SH y en € dnicamente los -SH libres. Por
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Gitimo los precipitados se lavaron dos veces con tampén tris-1(C1 20 mlt, pil 8,2,
NaCl 150 mM, EDTA 1 mM, PMSF 0,1 mM para eliminar la radiactividad residual no
unida y se suspendieron en el mismo tampén con el fin de determinar su contenido
de protefna y radiactividad.

Se observé que en el primer paso, al tratar los precipitados con MaCl
50 mM a pH 7, disminuTa ta cantidad de los mismos, quedando protefna solubilizada,
Ya que era un hecho 1lamativo el que proteinas solubilizadas con CH 2:1 y lueqo
precipitadas se solubilizaran sin ayuda de detergente, se investiqd la identidad
molecular de esta(s) protefnas, Para ello se siguié con esta disolucién el mismo
procedimiento que con los precipitados, corriilose después una electroforesis de
las muestras tratadas segln las condiciones A, B y C mencionadas arriba.

Interesaba también evaluar el contenido de grupos -SH en las Jistintas
fracclones de la cromatograffa de DEAE-celulosa, asT como de cada proteTna pre-
sente en las mismas. Para ello se hizo lo siguiente: un precipitado de proteolfpi-
dos totales procedente de 2,3 g. de drganc eléctrié¢o liofilizado se suspendid en
6 mL de tamp6n tris-HC1 10 mM, ptt 8, NaCl 100 mM, EPTA 1 mi, ditiotreitol 5 mM,
incubindose a temperatura ambiente 30 min. A continuacién se anadid acido (3N acé-
tico hasta una concentracidn 15 pM y se incubS durante unas tres horas. Después
el precipitado se lavd con el mismo tampdn sin DIT y se disolvid en 8 mL de CH 2:1-
pTS 10 mM, Esta disolucidn se aplicd en una columna de DEAC-celulosa procediéndose
exactamente fqual que en el caso de los proteolipidos marcados con IPTA, Las fraccio-
nes con maximo contenido de proteina y radiactividad se transfirieron a una solucidn
acuosa con SDS al 10 ¥ y se hizo electroforesis a pM bisico. En cada gel se contd
la radiactividad como ya se ha descrito.

Tambidn se determinS espectrofotométricamente (115) la concentracidén de
grupos -SH en las fracciones de la columna de DEAE-celulosa, Para cllo los precipi=

tados obtenidos con eter-etanol se disolvieron con tris=HC] 100 wH pit &, EDTA L mH,
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SDS 2,5 %, en una concentracién de 0,3 mg protefna / mL. A 0,5 mL de esta disotu-
cifn se anadieron 50 plL de cido 5,5'-ditiobis(2-nitrobenzoico) 10 mM en tris-HC]
100 mit pH 8. Se midié la absorbancia a 412 nm contra un blanco hasta que }a densi=~
dad Sptica no siguid subiendo. La concentraci6n de grupos -5H se calculd usando

un coeficiente de extincidn de 13.600 M"cm'l {116).
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RESULTADOS
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1. PROTEOLIPIDO DE MIELINA,

1.1, AISLAMIENTO Y PURIFICACION DE MIELINA,

El procedimiento descrito para la purificacidn de mielina rindié 2 g. de
mielina liofilizada a partir de aproximadamente 50 g. de sustancia blanca de cere-
bro de vaca. El grado de pureza de la membrana se comprobd por microscopfa elec~
trénica y por electroforesis en geles de S0S-pollacrilamida.

En la microfotografia de la figura 2 puede observarse que la mlelina pu-
rificada estd libre de membranas citoplasmaticas de células nerviosas, Algunos Frag- v
mentos presentes proceden de roturas de la mielina durante el proceso de purifica-
cidn.

Cada paso de la purificacidn se sigui6 también por andlisis en geles de
SOS-poliacrilamida, observiindose el aumento de intensidad de las bandas que se ha
descrito en la literatura que componen esta membrana (117), lo que confirmd su pu-
reza. A cfectos analfticos, este método, por su sencillez y ficil realizacibn, pa-
rece mas conveniente que el sequimiento de la purificacién por medio de marcadores
enzimiticos (106), algunos de los cuales se ha comprobado que no son muy conve-
nientes para este fin.(118), por las posibles contaminaciones procedentes de otras

membranas.,

1.2, EXTRACCION DEL PROTEOLIPIDO DE MIELINA.

La extraccidn del proteolipido se basa en la solubilizacidn del mismo
junto con otras protefnas en CH 2:1, Luego siguen una serie de procesos para ell-
minar total o parcialmente esas otras protefnas, en especial la proteina bésica
de la mielina,

A partir de 300 mg de mielina liofilizada, homogeneizada en CM 2:1

(después de diversas pruebas la proporcidn Sptima de CM 2:1 respecto a la canti-
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FIGURA 2: Micrografia electrdnica de la mielina purificada. Se
observa que esta libre de elementos citoplasmSticos. Los frag-
mentos sueltos, que podria parecer que pertenecen a membranas
citoplasmiticas, proceden, al parecer, de membranss mielfnicas
rotas durante el proceso de purificacidn,

dad de mielina a solubilizar fue de 1,2 mL/mg de mielina liofilizada) se ohtu-
vieron 32 mg de proteolipido parcialmente purificado. En la precipitacién con

KC) y posteriores lavados con agua se comprobd que, aunque se eliminaba la protei-
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na bislica, también se perdfa proteclipido en la interfase agua-disolvente orgéni~
co, quedando ademds el extracto resultante bastante impurificado aun con protefna
bisica (figura 5, gel a). Ante esto se optd por la eliminacién de estos pasos, ha-
bida cuenta adem3s, de que el cambiador i6nico empleado posteriormente retenfa en
su totalidad la protefna bisica.

Asi pues, para la cromatograffia en DEAE-celulosa se partid del extracto
de mielina total, aplicdndose una cantidad del mismo equivalente a 20 mg de pro-
tefna. La elucidn de la columna proporciond un pico de absorcidn a 280 nm que

contenfa en su segunda parte un miximo de fosfato y azdcares reductores (figura 3).

o 00 B0l
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FIGURA 3: Fraccionamiento cromatogfidfico en DEAE-celulosa del pro~
teolipido de mielina. Se aplicaron 20 mg de proteina (2 mg/mL) en
una columna (2,5x18 cm) de DEAE-celulosa, Se eluyS con CH 2:1 y un
gradiente de icido acético en estos disolventes, Velocidad de flu-
jo 18 mL/hora aproximadamente, Se obtuvieron dos miximos (FI =F(I,
FI11) de absorbancia a 280 nm, el primero eluyendo con CH 2:1 y el
segundo con el gradiente de dcido acético,
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Fue por esto por lo que se dividi8 este pico en dos fracciones Fl y FI!, siendo
esta Ultima la que tenfa el miximo de aziicar y de fosfato mencionado. La elucién
con el gradiente de Scldo acético 0,1-2 N proporciond otro pico con alto conte-
nido también de fosfato y aziicares, que se denomind fraccién Flil, L) andlisis
de amino3cidos de ia muestra aplicada en la columna y de las fraccinnes obtenidas

en la elucibn se esquematiza en la tabla 2. En ella se puede observar que el ex-

TABLA 1: Composicifn de aminoScidos del extracto rico en proteolipido de mielina
aplicado en la columna de DEAE-celulosa y de las fracciones obtenidas en la elu~
cidn de la misma.?

Extracto rico Fraccién Fraccion

en proteol Tpido F It Foain
Lisina 6,72 3,60 7,46
Histidina 5,22 2,30 6,37
Arginina 9,31 2,70 9,88
Acido aspirtico 6,21 5, 1N 7,17
Treonina 5,40 7,60 6,33
Serina 11,56 7,68 7,607
Acido glutimico 5,89 7,35 7,3%
Prolina 9,40 2,52 1,50
Glicocola 13,18 13,00 14,09
Alanina 7,64 10,87 12,14
1/2 Cistina 1,03 0,00 0,00
valina 1,85 7,78 1,10
Metionina 1,40 1,01 1,20
Isoleucina 0,90 5,61 3,47
Leucina 5,52 10,50 h,o2
Tirosina 2,33 3,69 1,23
Fenilalanina 6,78 8,70 ¢, 70

alores expresados en moles/100 moles. Los resultados son media de dos experi-
mentos en los que cada determinacidn se hizo por duplicado. llo se observaron des
viaciones mayores de aproximadamente un 7 %.

tracto de partida tenfa una gran proporcidn de protefna bisica, segiin se deduce
de la comparacidn con la composicién de aminodcidos de aquella (119). Csto tam-
bién confirma que la precipitacidn con KCI no es muy efectiva para eliminar la

proteina bisica y en cambio tiene el inconveniente de reducir la cantidad de
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proteolipido obtenido. En cuanto a las distlintas fracciones puede afirmarse que
FI no contenia protefna, por lo que la absorcidn a 280 nm quizds se deba a al-
giin 1Tpido eluido. La se§unda FIl, era similar en su composicién al proteolipido
de mielina purificado por algunos autores (45), mientras que F 111, aunque con
un alto porcentaje de arginina, glicocola y alanina, diferfa en su composicifn
tanto del proteolipido como de la proteina bisica de la mielina.

La identificacién de fosfolfpidos en el extracto aplicado a la columna
y en las fracciones obtenidas de la misma se hizo mediante cromatografia en capa
fina. En la figura b4 puede observarse que el extracto procddente de la mielina
contenfa esencialmente fosfatidilcolina (PC), fosfatldilserina (PS), fosfatidlle~

tanolamina (PE), cerebrGsidos (CB) y algo de esfingomielina (EM). La fraccibn FI

v Rami e e

I 'oe 9 s ¢ —pS
“ L 4 - —PC
—EM
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FIGURA h: Cromatograffa en éapa fina del extracto rico en pro-
teolfpido de mielina aplicado en la columna de DEAE-celulosa y
de las fracciones resultantes. Puntos 1 y 7: patrén conteniendo
por orden descendente CB (mas l7pidos neutros, etc.), PE, PS,
PC y EM, 10 nmoles de cada uno. Puntos 2 y 6: extracto total
conteniendo CB, PE, PS, PC y algo de EM. Punto 3: fraccién Fi
contenicendo CB (mas 1fpidos neutros etc.), Punto h: fraccién
FIl con CB, PS y PC., Punto 5: Fraccidn FIIl con CB, En cada pun
to se aplicd el equivalente de 40-50 nmoles P;,
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s6lo contenfa CB y/o algiin otro 1ipido sin identificar que se desplazaba con el
frente del cromatograma. La presencia de fosfato en esta fraccidén no se pudo de-
tectar (tabla 2). La fraccién F!1 contenfa preferentemente PC, PS y algo de CE,
1o cual colncide con los datos cuantitativos de la tabla 2. Por {ltimo FI1Il tenia

un alto contenido, al parecer, de CB,

TABLA 2: Contenido de protefna, fosfato y aziicares reductores del extracto rico en
proteolTpido de mielina aplicado en la columna de DEAE-celulosa y de las fraccio-
nes obtenidas en su elucién.

Extracto “retenido

Fl Fil Fui en columna
proteolipidico n mNe

Proteina( mgr. ) 20,00(100%) - o,45( 2,3)2 o0,52(2,6) 95,10
Fosfato;(pmoles) 31,00(1002) - 0,43( 1,4) 10,7(34,0) G4, 00
Aziicar

reductor (pmoles) 108,00(100%) 5,28(4,88) 48,14 (44,h) 12 40 (11,4) 39,50

a 2 . L. . a
Entre paréntesis se indican los porcentajes que representa cada fraccion con res=-
pecto al total aplicado a ta columna,

De la muestra de partida aplicada a la columna y de las fracciones que
contenfan proteina, es decir FII y Fill, se hizo electroforesis en geles de SDS-
poliacrilamida a pH bisico, El resultado puede apreciarse en la figura 5. Coro ya
se indicd al hablar de la composicidn de amino3cidos, el extracto de partida con-
tenfa mayoritarlamente la proteina bisica y siquiéndole en importancia el proteo-
1Tpido. llabTa adends otras bandas, algunas de las cuales podrian dcberse a agrega-
dos del propio proteolipido. En F1l y FIll sdlo se pudo apreciar la presencia de
una banda que posiblemente, y por comparacidn con el gel de la muestra aplicada a
la columna, pertenecia al proteolfpido, En el caso de FIIl podria haber contami-
nacién con la proteina bisica, dado que ademds la composicidn de aminoicidos de es-
ta fraccidn no se asemeja ni a la del proteolipido ni a la de la proteina bisica,

aunque su porcentaje de aminodcidos hidréfobos es alto, [sta contaminacidn es mec-
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nos probable que ocurriera en FIl ya que aquf si que coincide su composicién con

la del proteolfpido de mielina hallada por otros autores {45).

FIGURA 5: Electroforesis a pH bi-
sico del extracto rico en proteo-
1fpido de mielina aplicado en la
columna de DEAE-celulosa y de las
fracciones resultantes. a:muestra
aplicada en la columna, b:fraccidn
Fil, C; fraccion FIll, Se Indica
la localizacibn de la protefna bs-
sica b, y del proteolfpido p {tin-
cién difusa). Geles con $DS al0,1%
y poliacrilamida al 13 %.

1.3. PURIFICACION POR ADSORCION-DESADSORCION EN DEAE-CELULOSA.
El rendimiento de la cromatograffa en columna fue francamente bajo (ta-
bla 2), aunque la separacién del proteolfpido era bastante buena. Debido a esto
se intentd la purificacién por medio de la adsorcién del extracto orginico de mie-
lina en DEAE~celulosa y desadsorcién posterior eluyendo con CM 2:1 y diversas con-
centraciones de 8cido acé@tico. De esta forma se consiguid duplicar el rendimiento.
En primer lugar se considerd el tiempo que el camhiador estaba en contac-

to con el disolvente en cada etapa de la elucidn, Asf se hicieron diversas pruebas
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en las que el tiempo de agitacidén con cada mezcla eluyente variaba desde & a 24

horas. Se observé que a medida que el tiempo aumentaba también lo hacfa el rendi-
miento de protefna elufda (tabla 8). Aproximadamente un 76,5 % de la proteina que
se ponfa en contacto con el cambiador era adsorbida por este a las 4 horas de len-
ta agltacidn a 4°C. A tiempos mayores la cantidad de proteifna se mantiecne practi-

camente Invariable. En cuanto a la protefna e¢luida se alcanza un tiempo limite de

TABLA 3: Variacidn del rendimiento de la purificacidn por adsorcidn-desadsorcién
en DEAE-celulosa del proteolfpido de mielina a medida que el tiempo de elucidn se
modifics.d

Eluyente 4 horas 8 horas 2h horas
cM 2:1 2,14 2,21 2,98
CM 2:1-8cido acético IN 2,58 7,06 16,05
CM 2:1-8cido acético 2N 2,96 4,94 13,31
CM 2:1-8cido acético 5H 3,35 7,46 21,03
Rendimiento total 11,03 21,67 53,37

8cada cifra representa el rendimiento expresado como’ de protefna eluida respecto
a la proteina adsorbida por la DEAE-celulosa.

24 horas de elucidn aproximadamente, mas alld del cual no se consique nejorar ol
rendiniento. En el cambiador queda retenido un 47 & Je la protefna, pero la pureza
de la fraccidn obtenida disminuye.En efecto, si con 4 horas de elucion se eluye so-
lo el proteolipido, la elucidén durante 4 y 24 horas provaca la aparicion de handas
de menor peso riolecular, Se pensé que la larqga permanencia de la proteina junto al
Scido serfa la causante de proteolisis y por consiquiente de la aparicién de dichas
bandas. Pero esta hipbtesis se descartd, puus ademds de que todas las operaciones

se hicieron a 4°C, el contenido de aminoicidos bdsicos se elevd en la proteina elui-

da a medida que aumentaba el tiempo, lo que sugeria que las handas aparecidas perte-
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necian a la proteina b3sica, que se consequfa eluir a tiempos mayores que el pro-
teolfpido. Con ¢l fin de evitar esta contaminacidn se optd, por tanto, por reali-

zar la clucién solo durante 4 horas. Los resultados, en lo que se refiere a la can-
tidad de proteina y azicares reductores, asT como fosfato lipTdico en la elucién
durante 4 horas se especifican en la tabla 4. Todos los resultados que se describiran

a partir de ahora se referirdn al material obtenido eluyendo durante 4 horas.

TABLA 4: Contenido de proteina, fosfato y azlicares reductores de las fracciones ob=
tenidas en el experimento de adsorcidn-desadsorcidn en DEAE~celulosa del proteolfpi-
do de mielina.a

Proteina Fosfato Azicar reductor
(mg) {pmol/mg prot.) (pmol/mg prot.)
Ixtracto de mielina en CH 2:1 71,46 1,55 5,44
Fraccién no adsorbida 16,77 1,32 4,66
Fraccidn adsorbida 54,69 1,62 5,68
Fraccidn elufda con CM 2:1 1,17 4,77 13,37
Idem con 3cido acético 1N 1,0 7,07 16,98
ldem con dcido acético 2H 1,62 2,15 14,11
ldem con 4cido acético 5H 1,83 1,56 14,43
Fraccién retenida en la resina® 48,66 1,37 4,56

an tiempo de elucién de cada fraccidn fue de 4 horas.bValores hallados por diferen-
cia entre el material aplicado a la columna y el eluido de la misma. Los resultados
son media de 3 experimentos con una desviacidn menor en todos los casos del 9 %.

Dado que el contenido de fosfato (debido en su mayor parte probablemente
a la presencia de fosfolfpidos), era alto, sobresaliendo la fraccifn elufda con
CM 2:1-3cido acético 1 N, se hizo cromatografia en capa fina para identificar los
lipidos que se eluyen junto con el proteolipido, y que mantienen probablemente con

este interacciones de tipo no covalente. En la figura 6 pueden observarse los resul-
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tados obtenidos. En el extracto de mielina se encontrd EN, PC, PS, PE, CB v otro
lipido sin identificar (LD) situado entre PC y PS. Fn la fraccidn no adsorbida por
el cambiador y en la obtenida eluyendo con CM 2:1 se encontraron todos los fosfo-

tipidos mencionados anterlormente, a excepcidn de PS, mientras que en las obtenidas

— B
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FIGURA 6: Cromatografia en capa fina del extracto total de
mielina adsorbido por la DEAE-celulosa y de las fracciones
resultantes en su elucidn. Puntos 1V y 8: patrdn lipidico
conteniendo por orden descendente CB, PE, PS, PC y EM ( 10
nmoles de cada uno). Punto 2: extracto total con CH, lipi-
do sin identificar, PE, PS, PC y EM. Punto 3: fraccidén no
adsorbida por el cambiador. Punto 4: fraccién eluida CH2:1
Puntos 5, 6 y 7: fraccion es obtenidas eluyendo respecti-
vamente con §clido acético 1, 2 y 5 N en CM 2:1, Contenian
mayoritariamente PC, Se aplicé en cada punto el equivalen-
te de 40-50 nmoles de P;. Revelado con vapores de iodo.

eluyendo con Scido acético se detectd la presencia de PC, LD y muy poco aprecia-
blemente EM, CB y PE, A medida que la concentracidén de icido se incrementd, la man-
cha perteneciente a PC se hizo mas visible, sucediendo lo contrario con LD,

La electroforesis en geles de SDS-polfiacrilamida se hizo a pB L3sico y a
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plt neutro, calculindose posteriormente el peso molecular del proteolfpido por medio
de un patrdén de proteinas de peso molecular conocido.

La electroforesis a pll neutro (figura 7) permitid observar que el extrac-
to orginico de mielina presentaba varias bandas predominantes, cuyos pesos molecu-
lares eran 16,000, 17,500, 20,000, 24,000 y 102,000 Dalton, sobresaliendo las de

20,000 y 24.000. Las fracciones obtenidas de la resina eluyendo con acido acético

-/
o

. P 1
- ' o g |  FIGURA 7: Electroforesis a pH neutro
7 s i de la mielina solubilizada en SDS y
. ‘ en CM 2:1 y de la fraccién obtenida
. i al eluir con CM 2:1-3cido acético 2N
- ! a: mielina solubilizada en SDS al
|
|
|
I
|
de ¢ y d para hallar el peso molecu-

% _ 2,5 %. b: mielina solubilizada con
‘ - )
Yo
lar de la banda sefialada con una fle~

CM 2:1, c: fraccién obtenida al elulr
|
|
- i cha, Geles con SDS al 0,1 % y polia-
|
!

acético, con la banda mayoritaria de
proteolipido (seiialada con una fle -
cha). d: patrén de proteinas con fos=
forilasa A, seroalbimina bovina, glu~
témicodeshidrogenasa, alcoholdeshi-

1a DEAE-celulosa con CM 2:1- &cido
drogenasa y mioglobina. e: es la suma
crilamida al 13 %. Tincidn con azul

de Coomassie,

a b ¢ d e

1, 2 y 5N tenTan una banda de peso molecular 20.000 y algunas otras de mayor peso
molecular, presumiblemente pertenecientes a agregados de la anterior, ya que no es-

taban presentes en el extracto inicial de mielina. Similares resultados, en cuanto

al contenido de cada fraccidn, se obtuvieron con la electroforesis a pH biasico (fi-
gura 8). El extracto orginico de mielina contenfa preferentemente bandas de bajo

peso molecular, sobresaliendo la del proteolfpido. En las fracciones de elucién de

Ja resina sdlo se obtuvo una banda, correspondiente al proteolipido, y cuyo peso mole~

cular se calculd en 23.000 Dalton, Por tanto habia una ligera discrepancia en cuan-



55

FIGURA 8: Electroforesis a pH b3sico de la mielina solubilizada con
SDS y CM 2:1 y de la fraccion obtenida al eluir con CH 2:1-Acido
acético 2N la DEAE-celulosa. a y d: mielina solubilizada con SDS al
2,5 %. by e: mlelina solubilizada con CM 2:1, ¢ y f: fraccidn obte
nida al eluir con CM 2:1-3cido acético 2 !l la DEAE-celulosa. Ln qo-
les a, b y ¢ {tincién con Azul de Coomassie) se indica con una fle-
cha la banda correspondiente al proteolipido. En geles d, e y T
(tincién con fuchsina bisica) se indican con flecha negra las glu-
coproteinas teiiidas y con flecha blanca la zona lipidica tedida (po
siblemente glucolipidos). Geles con SDS 0,1% y poliacrilamida 13 ¥,

to a los valores calculados para los pesos moleculares a uno u otro pH, Los ge-
les de la electroforesis a pi! bisico también se tifieron con fuchsina {figura 3).
En la mielina solubilizada totalmente con SDS se detectd la presencia de alqunas
glucoprotefnas de alto peso molecular, En el extracto orgdnico de esta misma
membrana estas bandas habian desaparecido, a excepcifn de la de menor movilidad

fque permanecia. Por fin, en las fracciones eluidas con dcido acético no se detec-
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td la presencia de ninguna glucoprotefna, aunque habfa una zona fuertemente tedi-
da que por su movilidad pertenecfa a los 17pidos eluldos al mismo tiempo que la
protefna.

El andlisis de amino8cidos de la protelfna elufda del cambiador, y que
como se acaba de decir solo representaba una banda en geles de SDS-poliacrilamida,

se presenta en la tabla 5, Se pudo apreciar, en general, una composicién similar

TABLA 5: AnSlisis de amino8cidos del extracto de mielina en CM 2:1 adsorbido por
la DEAE-celulosa y de las fracciones obtenidas al eluir esta con CM 2:1 y &cido
acético1, 2 y 58,2

Ab g© cd 0® Ef
Lisina 5,79 3,75 h,32 h,78 k,96
llistidina 3,60 2,21 2,59 3,39 3,75
Arginina 4,17 2,82 2,86 3,35 5,29
Acido aspiartico 5,13 5,05 4,63 4,83 5,62
Treonina 6,70 7,81 7,89 5,26 5,94
Serina 10,18 9.27 5.13 5.8 10,03
Acido glutadmico 7,06 7,38 6,08 6,50 6,58
Prolina h,27 1,21 3,56 3,79 5,01
Glicocola 12,54 12,09 10,33 13,13 13,53
Alanina 10,98 10,72 14,04 1,44 12,40
1/2 Cistina 0,40 - - - -
Valina 5,03 7,82 8,86 5,64 4,27
Metionina 0,06 0,21 0,90 0,57 0,72
Isoleucina 4,05 6,20 5,72 5,22 3,96
Leucina 9,90 10,35 11,88 14,24 9,26
Tirosina 3,19 3,52 2,47 2,88 2,32
Fenilalanina 6,94 9,57 8,81 9,60 6,34

aValores expresados en moles / 100 moles., Los resultados son media de dos experi-
mentos y cada determinacién hecha por duplicado. La desviacién oscilb entre un 3
y un 8 % aproximadamente,bExtracto de mielina en €M 2:1,SFraccién elufda con CM
2:1. 91dem con €M 2:1-5cido ac&tico 1 1. ©ldem con CM 2:1-5cido acético 2 N.Fldem
con CM 2:1-3cido acético 5 M.

en todas las fracciones, si bien habfa un ligero aumento en los aminoidcidos bisi-
cos a medida que aumentaba la concentracidn de icido. Esto indicarfa que si la con-
centracién de Scido sube, se consique eluir algo de protefna b3sica que contamina

la fraccién proteolipidica.
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Aparte de la variacién en el tiempo también se introdujeron modificacio~
nes en el eluyente.

En primer lugar se procedib a la elucidn, una vez adsorbida la protelna
por la DEAE~celulosa, con butanol-agua 17:3 durante 24 horas, comprobindose que
practicamente no se consegufa eluir protefna.

Otra modificaci8n consistis en la elucidn con CM 2:1-hidréxido amdnico
en concentraciones sucesivas de este Gltimo de 0,1, 0,5 y 1,3 M, Se pudo observar
(tabla 6) que e) rendimiento era menor que en el caso de la elucidn con 3cido acé-
tico . En total era del 2,6 % para la elucién durante 24 horas, frente al 53 %

conseguido con la eluci8n de Bcido acftico durante ese mismo tiempo.

TABLA 6: Contenido de protefna y fosfato de las fracciones obtenidas en el experi-
mento de adsorcidn-desadsorci8n en DEAE-celulosa de! extracto de mielina en CM 2:1.
Elucién con CM 2:1-hidréxido aménico.

Protefna Fosfato;
{mg) (ymoles/mg ptot.)

Extracto de mielina en CM 2:1

adsorblido por la DEAE-celulosa 40,64 1,55
Fraccién elufda con CM 2:1~

hidréxido amSnico 0,1 M 0,18 7,78

tdem con hidréxido amdnico 0,5 M 0, 1,46

Idem con hidr8xido ambnico 1,3 M 0,22 6,5h

1.4 _ESTUDIOS ESTRUCTURALES DEL PROTEOLIPIDO PURIFICADO,

Como ya se indicd al principio, se hicieron ciertos estudios estructura-
les del proteolfpido purificado con DEAE-celulosa. El primero de ellos fue la ob-
tencidn de los mapas peptldicos con tripsina y subtilisina (figura 9). La distri-

bucéén de los p&ptidos era distinta en cada digerido, como era de esperar, pero lo
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mas )lamativo fue la presencia de manchas de gran tamafio intensamente tefidas, y
que tanto en el mapa trfptico como en el obtenddo con subtilisina estaban locali-
zadas en la misma zona, Se trata de p&ptidos que tanto en la cromatograffa como en
la electroforesis demuestran poseer la menor movilldad. Mas adelante:se discuten

las posibles causas de este comportamiento.
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FIGURA 9: Mapas peptidicos del proteolfpido purlficado. El dige=
rido de tripsina o subtllisina se disolvi§ en Scido acético al
30 ¥ y se aplich en una placa (10x]J0 cm) de celulosa, La croma =
tograffa ascendente se realiz6 en n-butanol-piridina-&cido acé -
tico-agua (24,4:57,8:7,6:30) y la electroforesis a 450 v, 8 mA
durante 40 min (tampSn de electroforesis piridina-8cido acético~
agua 1:10:89,

En cuanto a la determinacién del grupo amino terminal di8 como resul-
tado alanina. Esto es una prueba de que la banda obtenida en 14 electroforesis
se compone de 5810 una cadena pollpeptfdica. Como se puede apreciar en la flgura
10, se detectaron manchas muy débiles correspondientes a metionina, fenlilalanina,
tirosina, 3cido glutdmico, §cido aspirtico y serina. Podrfan proceder de liger(-

simas contaminaciones de péptidos u otras protefnas de bajo peso molecular, ape-
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nas detectables por electroforesis pero si por este método, cuya gran sensibilidad

es bien conocida,
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‘FIGURA 10: DeterminaciSn del aminoScido N-terminal por el méto-
do del cloruro de dansilo, En la cromatograffa bidimensional se
emplearon los disolventes que se Indlcan: I, Acldo férmico al
1,5 % en agua. II. Benceno-8cldo acético glaclal (9:1).111,Ace-
tato de etilo-metanol-3cido acético (90,8:4,6:4,5). Se obtuvo
una mancha muy visible correspondiente a alanina y otras apenas
perceptibles,

1.5. INCORPORACION DEL PROTEOLIPIDO DE MIELINA EN LIPOSOMAS.

La asociaci8n del proteolfpido de mielina y de la fosfatidilicolina se
estudiS por un método de centrifugaci8n descrito en MEtodos. En la tabla 7 pue-
de observarse que la cantidad de protefna que coprecipitd con las vesfculas fue
funcibn del coclente inlcial protefna:lfpido y practicamente no disminuyd por
posteriores lavados con tamp8n., Estos datos contrastan con los obtenidos con una
mezcla de Vfpidos y albimina bovina en las mismas proporciones que las de la ta-
bla 7. En efecto, se encontrd mas del 55 % de la proteTna iniclalmente afadida,en

el sobrenadante despu€s del primer lavado y casi un 95 % después del segundo lavado.



TABLA 7: Incorporacidn del proteoi{pido de mielina en liposomas de fosfatidilcolina.

Experimento Mezcla inicial pg de proteina o 1Tpido después de
(pg) Centrifugacién Primer lavado Segundo lavado
Precipitado Sobrenadante Precipitado Sobrenadante Precipitado Sobrenadante

1.pC 2800 2700 200 2700 - 2400 -
ProteTna 600 377 - 280 - 200 92
(0,21)® {0,14) (0,10) {0,08)
2.PC 3200 1800 - n.d? n.d.
Protefna 1200 1100 - n.d. n.d.
(0,38) (0,62)
3.PC 4930 4500 500 4230 200 4020 -
Proteina 1200 1200 - 1100 95 860 210
(0,24) (0,27) (0,26) (0,21)
4,PC 480 450 - n.d, n.d,
Protefna 360 150 170 n.d. n.d.
(0,75) {0,33)
5.DPL 5000 4300 500 n.d. n.d.
Proteina 1300 850 375 n.d. n.d.
(0,26) {0,18)

aEntre paréntesis se indica el cociente proteina:ilpido. °n.d., no determinado. “El tampon de formacion de los
liposomas contenfa en este caso NaC! | M para Investigar el posible papel de las interacciones iGnicas.

0os
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Puede observarse tambi&n que el proteolfpido se asoci§ con la DPL por de-

bajo de 1a temperatura critica de transicifn de fase (tabla 7, exp. 5)

1.6. MEDIDA DE LA ABSORBANCIA A 450 am DE LOS LIPOSOMAS CON DIPALMITOILFOSFATIDIL-
COLINA MAS PROTEOLIPIDO EN FUNCION DE LA TEMPERATURA.

De los datos del apartado anterior pudo concluirse que un gran porcenta-
Je del proteolTpido se incorporaba en las vesfculas de PC. Fue de interés, por tan-
to,examinar las consecuencias funcionales de tal incorporacién. Para ello se hicle-

ron los experimentos que se describen en este apartado y en el siguiente.

Absorbancia 450 nm, unidades relativae

r
w

L 1 ] 1 i —l i i L
0 : 20 40

Temperatura en la cubel.a,°C

FIGURA 11: Efecto de la temperatura sobre la absorbancla a 450 nm de una suspen=
sidn de V{posomas con o sin proteolfplido. 1: liposomas de DPL, 2: liposomas de
DPL mas proteolfpldo de mielina (la temperatura de transicién de fase del fosfo-
1Tpido no se vi5 afectada). 3: liposomas de DPL mas proteolfpidos de Torpedo (la
temperatura de transicién de fase se desplazd a valores mas bajos).
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La absorbancia de una dispersibn de 1Tpido puro varib con la temperatu-
ra (figura 11, 1), observindose dos descensos marcados a 32°y a 42°C, EI primero
se cree que se produce por la agregacidn de 1iposomas o por fendmenos de hidrata-
cién (120,121). E} segundo refleja la temperatura de transiclén de fase del fosfo-
11pido, como resultado de un fndice de refraccifn mas bajo al incrementarse el vo-
tumen de la bicapa lipfdica y debido al mayor movimiento rotacional de las cadenas
hidrocarbonadas de los Scidos grasos. Pues bien, al Incorporarse e! proteolipido de
mielina purificado (Figura 11, 2) la primera transicl8n fue pricticamente elimina=
da y la segunda no pareci§ sufrir varlaciones, Esto suglere que el efecto del pro-
teolfpido sobre los 1fpidos de las vesfculas no es muy marcado, y en todo caso no
es detectable por este método. Sin embargo,los proteolfpidos de la electroplaca de
Torpedo tienen un efecto mas marcado sobre la bicaps y desplazan la temperatura de
transicién de fase apreciablemente 1o que Indica que posiblemente mantiencn otro

tipo de interacciones con los 1fpidos.

t.7. CAPTURA DE ISOTOPOS Y VELOCIDAD DE SALIDA DE LOS MISMOS A PARTIR DE LIPOSOMAS
CON EL PROTEOLIPIDO INCORPORADO,
En 1a tabla 8 puede observarse que el volumen de captura de los liposo-

mas con proteolfpido era significativamente mas bajo que el de liposomas con sdlo

TABLA 8: Captura de is8topos por |iposomas de fosfatidilcolina con o sin proteolf-
pido de mielina Incorporado.®

I1sétopo Liposoma pL solucién/pmoles tipldo
86g1, PC 1,20
PC+proteo!fpido 0,12
'~C-glucosa PC 1,02
PC+proteol fpido 0,55

.Valores resultado de 5 experimentos con una desviaci8n no mayor del 20 3,
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La Incorporacién del proteolfpido en las vesTculas de fosfatidilcolina

8

no tuvo ningin efecto sobre la velocidad de salida de 6Rb (fFigura 12) y ‘“C-glu-

cosa (no se presentan datos por ser similares a los del Rb) de las mismas.
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FIGURA 12: Esquema de la salida de B6rb de i iposomas de fosfatidilcolina
con o sin proteolfpido. La razén protefna:lipido fue de 0,20, (0) tiposo-
mas de fosfatidilcolina pura, (8) liposomas conteniendo adem3s proteo!f-
pido de mielina, {8) liposomas conteniendo fosfatidilcolina, proteolipido
de mielina y proteolfpidos de la electroplaca de Torpedo {razén protefna:
11pido 0,22) La flecha Indica la adicién de cloroformo (concentracidn fl-
nal 30 mM) al 1fquido de diSlisis (detalles experimentales en MEtodos)con
consiguiente aumento en la permeabilidad de los )iposomas.

Tanto uno como otro istopo salfan a la misma velocidad de 1iposomas
con el proteolfpido incorporado y de aquellos formados con sSlo PC, Sin embargo
ambas especles eran sensibles a la acci8n del cloroformo, Camo es sabido, este
compuesto orgSnico afecta a los 1fpldos de la bicapa induciendo una gran fluidez
en la misma, lo que se traduce en un aumento en la salida de Is8topos. De esta
forma se tiene un control de que los |iposomas formados son ‘normales', Por otra

parte se sabla que los proteo)fpidos de la electroplaca de Torpedo Inducfan un
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aumento en la fluidez de la bicapa (122). Por tanto se mezclaron estos con el pro-
teol [pido de la mielina y se observd que se incrementaba la velocidad de sallda
de askb, sugiriendo que, aparentemente, los liposomas eran sensibles al efecto de

otras proteolfpidos pero no al de 1a mlielina.

2. PROTEOLIPIDOS DE LA ELECTROPLACA DEL TORPEDO MARMORATA.

2,1, EXTRACCION Y FRACCIONAMIENTO CON DEAE-CELULOSA.

Para la extraccién de los proteolTpidos con CH 2:1 Jo mas correcto hu=-
biera sido emplear membranas plasmiticas, pero se opt8 por el uso del Srgano eléc~

trico total, dado que el rendimiento era mayor, Esto se hizo una vez que se com-
probd que las protefnas que se extrafan de la membrana colncidfan (en 1o que a los
pol Ipéptidos de interfs se refiere) con las obtenidas a partir de la electroplaca
completa, como puede observarse en la figura 13. En la membrana, ademfs de otros
polipéptidos estan presentes los de 39, 50, 58 y 63 KDalton que pertenecen al re=
ceptor de acetilcolina purificado por medio de detergentes., En los proteolfpldos,
tanto de la membrana citoplasmitica como del 8rgano eléctrico total, la banda ma-
yoritaria es la de 39 KDalton, aunque tambli&n se encuentran otras presentes.

Al extraer con CM 2:1 1 g, de 8rgano eléctrico de Torpedo 1iofilizado,
equivalente a 11 g, de tejido fresco, se obtuvieron 5 mg., de protefna, El frac-
cionamiento de este extracto sobre una columna de DEAE~celulosa permiti§ la obten-
cién de tres fracciones proteicas (figura 14). La fraccifn |, que contenfa el 133
de la protefna aplicada y la mayor parte de los 1fpidos, se obtuvo al eluir con
CM 2:1, Las fracciones 11 y 111 se eluyeron con CM 2:) y un gradiente de p-toluen-
sulfonato. La fraccifn Il represent8 el 33 ¥ de la protefna aplicada, siendo ba-
Jo su contenido de fosfato, mientras que la fraccifn 111 contenfa el 46,8 % de la

protefna y una cantidad de fosfato aGn Inferior a la de la fracciSn 1, El rendi~
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'FIGURA 13 (izquierda): Comparacidn elec-
troforética de las protefnas de las mem-
branas ricas en receptor y de los proteo
Ifpidos extrafdos de estas y de la Elec~
troplaca total de Torpedo. a, protelnas
totales de membranas ricas en receptor
de acetilcolina. b, proteolfpidos extrafl
dos de las anteriores membranas. ¢, pro-
teolfpidos de la electroplaca total, Se
indica el peso molecular en KDalton., Ge-
les a pH bdsico con SDS al 0,1 2 y polia
crilamida al 13 2.

FIGURA 14 (abajo): Cromatograffa en DEAL-
celulosa de los proteclfpidos de 1a elec-
troplaca de Torpedo, La elucion se inicld
§2"p o Filn¥utPosgRs 08 €S HE 8 i e 5
100 mM, E1 pH del eluyente varid aproxi-
madamente entre 6,6 y 2,5. Se aplich a la
columna el equivalente de 5,1 mg de pro-
tefna. En cada tubo (1,8 mL) se determiné
contenido de protelna, fosfato y azicares
reductores, Se indican entre flechas los
volimenes de elucién de las fracciones |,
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miento total de protefna fue casi del 100 %£. En las tres fracciones habfa azlicares
reductores en baja proporciSn, aunque la fracciSn | era mas abundante en los mis-
mos, probablemente porque iban unidos a 1fpidos, formando glucolfpidos. La tabia 9
presenta, en valores absolutos, el contenido de protefna, fosfasto y azGcares re-

ductores del extracto orginico aplicado a la columna y de las fracciones obtenidas

de la misma.

TABLA 9: Contenido de protefna, fosfato y az(icares reductores del extracto orglni-
co de electroplaca de Torpedo y de las fracciones de la cromatograffa de DEAE-celu-
losa.

Protelna Fosfato Azicares red,
(mg) (ymoles ) (nmoles)
Extracto Infclal?® 5,10 33,0 542
Fraccion | 0,65 23,8 238
Fraccibn 1| 1,65 4,5 146
Fraccidn 111 2,43 3.9 m

®Los valores corresponden al extracto de | g, de tejido liofilizado, que fue el ma-
terial aplicado a la columna, AsT mismo, los valores de las fracciones 1, §) y 11}
proceden del fraccionamiento de esa misma cantidad de material,

Con el fin de ldentificar los fosfolfplidos presentes en las fraccliones,
se hizo una cromatograffa en capa fina (figura 15). Se pueden apreciar tanto dife-
renclas cualitativas como cuantitativas en ta distribucién de los fosfollpidos en
las tres fracciones, En la fraccién | hay principalmente 1isofosfatidilcolina, EM
y PC, mientras que en las fracciones Il y i1l las principales manchas corresponden
a PE y PS+Pl, Por este método no se pueden separar PS y Pl, Las diversas fracclones
proteol{pfdicas aparentemente carecen de |fpidos neutros, cerebrdsidos etc. que mi-
gran en el frente del cromatograma.

E1 anilisis de aminoScidos de las fracciones (tabla 10) también puso de
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FIGURA 15: Cromatograffa en capa fina
de los 1fpidos presentes en las frac-
ciones separadas por DEAE-celulosa,Se
aplicaron 40 nmoles de P} en los pun-
tos senralades | (fraccibn 1), 2(frac-
cién 1) y 3 (fraccién 111).En el pun
to b se aplicd un patrén lipidico con
teniendo lisolecitina, esfingomielina,
fosfatidilcolina, fosfatidiletanolami
na y cerebrdsidos, Revelado con vapo-
res de lodo,

manifiesto diferencias entre las mismas. Antes del anflisis se precipitd la pro-
tefna casi en su totalldad con eter-etanol, con 1o que se consigui8 eliminar una
gran cantidad de 1Tpldos. Este paso resultd esencial para eliminar muchas inter-
ferencias debldas a los 1fplidos, La fraccidn | contenfa el mayor porcentaje de
aminoficidos hidréfobos, mientras que en las otras dos este porcentaje disminufa
sensiblemente. Por el contrario los aminoScidos con carga, sobre todo los basicos,
aumentaron en las dos §ltimas fracciones. Estos resultados sugerfan que la(s)
protefna(s) de la fracciSn | eran mas hidr6fobas y por tanto no interaccionaban
apenas con el cambiador iSnico, Por el contrario, las protefnas de las fracciones

n y 1tl, al poseer un mayor nimero de amlnodcldos cargados se unirfan fuertemente
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a |la DEAE-celutosa, slendo retenidas por esta.

TABLA 10: Composiciin de aminoScidos de las diversas fracciones separadas por me-
dio de cromatograffa en DEAE-celulosa a partir del extracto orgéinico de la elec~
troplaca de Torpedo.?

Fraccién ) Fraccidn 11} Fraccién 111

Acldo aspirtico 6,10 7,98 7,82
Treonina k9 3,98 L,66
Serina 7,23 7,00 8,10
Acldo glutimico 7,72 11,42 9,61
Prolina S,k 5,54 4,29
Glicocola 9,79 9,88 9,55
Alanina 12,57 10,37 8,87
Valina 5,60 5,99 4,87
Metionina 0,39 0,67 -
Isoleucina 6,69 6,20 6,02
Leucina 11,02 10,55 10,63
Tiérosina h,69 3,62 2,90
Fenilalanina 7,50 5,39 5,54
Histidina 1,37 0,97 2,90
Lisina 4,79 5, h3 11,16
Arginina 4,21 5,00 3,06
Aminoacidos Scidos 13,82 19,40 17,43
AminoScidos bislcos 10,37 11,40 17,12
AminoScidos polares sin cargab 27,76 27,07 26,60
Amino§cidos hidr6fobos 48,00 h2,12 38,83

Byalores expresados en moles de cada aminoScido por 100 moles del total, proceden~
tes de dos experimentos en los que no se observ8 una desviacién mayor de un 6 %,

bAmlno!cldos polares sin carga se conslideran: treonina, serina, prolina, glicoco~
la y metionina, Cistina y tript6fano no se determinaron,

La electraoforesis en geles de SDS-poliacrilamida a pH bSsico del extrac~
to aplicado a la columna mostrd la presencia de dos bandas de peso molecular 39 y
42 Kpalton y dos dobletes de 62 y 69 (figura 16). A veces se observs ademis, una
banda de bajo peso molecular, En la fraccién | se observS la presencia de una sola
banda de 39 KDalton y en la fraccifn Il estaba mayoritariamente la de 42 aunque se

podfan distinguir polipéptidos de mayor peso molecular, como ocurrfa en el extrac-
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to iniclal, En la fraccibn I1] el patrdn electnforético fue el miemo que en la
fraccién 11, pero con mayor proporcién de los polipéptidos de mayor peso mole-

cular, La tinci8n con fuchsina permitid la visuallzacibn de algunas bandas en las

i FIGURA 16: Electroforesis de los
i proteolfpidos de la electroplaca
‘ . ‘ , de Torpedo. a, extracto orginico
total de la electroplaca, by c,

. fracciones | y |1 respectivamen-

; ’ te de la cromatografia en DEAE-
: : celulosa. En cada caso la protel
na se delipidd por precipitacién

X con eter-etanol, Se indican las

, — —69 bandas en comin con sus pesos mo
‘ i _ga leculares en KDalton, Geles a
i » pH b8sico con SDS al 0,1 % y po-
i - Vo liacrilamida al 13 2.
X : R
. B
| &
]

4 ' b
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tres fracclones, lo que sugerfa la presencia de glucoprotefnas, No obstante, el

contenido de aziicares era bajo, ya que hubo que aplicar unos 300 pg de protefna

para poder observarlas, y aiin asf los resultados no fueron muy satisfactorios,
Hay que indicar que tanto en el extracto iniclal como en las fracciones,

la movilidad de las protefnas se modificaba si se delipidaban precipitindolas con

eter-etanol, El peso molecular calculado con esta nueva movilidad disminufa en un
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10 ¥ aproximadamente, Al mismo tiempo la nitidez y definici8n de cada bands aumen=
to al eliminar los 1fpidos, por 1o que en general se empled este m&todo de dellpi-

dar las protefnas antes de su electroforesis,

2,2, UNION DE LIGANDOS COLINERGICOS,

La uni8n de (SN)'lcetllcollna se estudl8 tanto en el extracto aplicado a
12 columna de DEAE-celulosa como en las tres fraccliones obtenidas de 1a misma, Ane
tes de esto las fracclones Il y {11 se dializaron frente a CH 2:1 durante 18 horas
para eliminar el p-toluensulfonato, sunque se comprobd que este compuesto no (n-
terferfa en la unidn de (3H)-acetilcolina,

Como ya se indic8, una vez realizada la lncubacl&n.con el ligando radiac~
tivo, se separS el unido del! libre por medio de pequefias columnas de Sephadex LH-20,
En experimentos control en ausencia de protefna, se observd que un 25 2 de la ra-
dlactividad salfa principalmente al final de )8 elucién con CM 2:1 mlentras que el
resto quedaba retenido en la columna, En presencia de protefna en todos los casos
se obtuvleron dos picos, e} primero de ellos al elulr con cloroformo y el segun-
do al eluir con CM 4:1, Sin embargo, mientras que en el caso de) extracto total y
de la fraccién | el primer pico no mostr8 inhibicién de 1a unién de (3n) -acetl-
colina, y el sequndo si, en las fracclones 1} y LIl ocurrfa lo contrario, y era
el segundo pico el que no se inhibfa, Este desigual comportamiento sSlo podrfa
explicarse por el distinto contenldo proteico de las fracclones,

En la tabla 1! puede observarse la cantidad de (BH)-acetllco!lna que se
unfa especfficamente a cada fraccién, asf como ta Inhiblcién producida en dicha
unibn por la preincubaci8n con acetilcolina fria, Esta inhibicidn fue similar para
las tres fracciones estudiadas, pero diferfa bastante en el caso del extracto Inl-
cial. De los resultados obtenidos puede deducirse que la fraccién | contiene mayo-

ritariamente la protefna receptora de acetilcolina, y se produce una purlficacién
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de casi cuatro veces con respecto al extracto inicial, Las fracciones Ii y I1{ es-

taban ambas por debajo del valor obtenldo para el extracto iniclal.

TABLA 11: Unién especlffca de (3H)-acetilcolina a los proteol Tpidos de la electro-
placa de Torpedo separados por DEAE~-celulosa.d

Fracclén (3H)acetilcolina" % Inhibicién
{nmoles/mg protefna)
Extracto total 1,96 48,0
! . 7,10 83,7
1 1,62 72,5
11 1,23 84,3

®tstos resultados son la media de dos experimentos y la varlacién en todos los ca-
sos fue menor del 5 2.

Una vez que se comprob8 que la fraccién | era la que contenfa el recep~
tor en su estado mas purlficado, se hicleron diversos estudios con ella, En primer
lugar se estudid la inhibicidn produclda por diversos agentes colinérgicos , tanto
muscarinicos como nicotfnicos, en la unidn de (3N)~acetllcollna. En la tabla 12
puede observarse el resultado de este experimento. La mi&xima inhibicién fue produ-
cida por «-bungarotoxina, seguida a poca distancla por la acetilcolina. Los 1i-
gandos muscarTnicos atropina y oxotremorina solo bloquearon el 30 y el 24 % de la
unién respectivamente, lo que sugiere que el receptor purificado es de naturaleza
nicotinics.

Hay que indicar dos hechos llamativos con respecto al esquema de elucidn
de las columnas de Sephadex LH~-20, Como ya se indic8, el primer pico obtenido con
estas columnas no presentd uni8n especifica de (3H)-aCetllcollna. Pero adem3s ocu-
rrib que la cantidad de radiactividad presente era mayor en presencia del }igando
utilizado como bloqueante (cualquiera que fuera este) que en su ausencla, Mas ade-

lante se discutirdn las posibles causas de este hecho. Por otra parte, al poner
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TABLA 12: Blogqueo de la unién de (JH)-acetllcoIina por parte de varios agentes co-
Vindrgicos al receptor purificado.?

Ligando Concentracibn % Inhiblcién
(uM)
o ~bungarotoxina 2,3 85,2
acetlicolina 400,0 83,7
d-tubocurar ina 71,5 64,6
hexametonio 500,0 51,0
atropina 10,0 30,8
oxotremor ina 20,0 24,4

8La concentracién de (3H)-acetilcolina en todos los casos fue de 1 pM.

o ~bungarotoxina como inhibidor, las caracterfsticas de la elucién también se mo-
dificaron, resultando ser el primer pico y no el segundo el que mostraba unién es-
pecffica de (JH)-acetllcollna. Esto también se repiti8 al estudiar la unibn de
(3H)-0t-bungarotoxlna. En este caso resulté que se unfan 5,2 nmoles de toxina/mg
de protefna (tabla 13) pero considerando el primer pico, en el que habfa un 81,83
de unién especTfica, ya que en el segundo se unfan 1,5 nmoles pero de forma no
especlfica, pues no era bloqueable por d-tubocurarina, Tanto en &l extracto ini-
cial como en las fracciones Il y til la unién de (3H)-c(-bungarotoxlna fue consl-
derablemente menor que en la fracci8n i. Hay que Indicar que de una columna corri-
da con sSlo (3H)-el-bungarotoxlna no se eluy8 practicamente radiactividad, $8lo

al final de la elucibn, donde no salfa la protefna, subib algo la radiactividad,

pero puede decirse que la cas{ totalidad quedd retenida en la columna,
La uni8n de (3H)-acetllcollna al receptor purificado de la fraccién |
se midié en un rango de concentraciones entre | nM y 5 pM, Se puede observar en la

representacién de Scatchard (figura 17) la presencia de dos distintas afinidades
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TABLA 13: Unién de (3K)-0l~-bungarotoxina a los proteolfpldos de la electroplaca de
Torpedo separados por DEAE-celulosa,.®

(3H) - ol -bungarotoxina
(nmoles/mg prot)

Fraccién

Extracto total 1,62 ¢ 0,12
Fraccidn | 5,20 ¢+ 0,33
Fraccibn 1} 1,47 £ 0,13
Fraccibn 1114 1,15 ¢ 0,10

®E) % de especificidad en 1a unibn de (3H)-o-bungarotoxina fue en todos los casos
de aproximadamente un 80 %, Los resultados son 1a medla de dos experimentos,

KD=3.2 nM KD:1.1 pM
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FIGURA 17: RepresentaciSn de Scatchard de la unidn de (3H)-ace-
tilcolina al proteolfplido de la fraccibn |, Se representan los
sitios de alta (Kg= 3,2 nM) y baja (Kg= 1,1 pM) afinidades, En
abcisas (B) se indica la concentracidn de ligando unido en pmo-
les/mg de protefna. L es la concentracibn pmolar de (3H)'acetll
collna presente en la fncubacién.

que posiblemente representen dos distintos sitlos, El anSlisis de estos resulta-
dos di8 un componente de alta afinidad con constante de disocliacién (Kg) de 3 nM
y una concentracién méxima (Bpy,) de 0,142 nmoles de (3H) -acetilcol ina/mg de pro-

tefna, y un componente de baja afinidad con Kg 1,1 pM y Bnax 7,5 nmoles/mg protel-
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na. Sumados ambos componentes, el nimero m8ximo de sitios de unibn results ser de

7,642 nmoles/mg de protefna.

2.3. MARCAJE CON (3H)-MPTA,

El marcaje de afinidad con {3H)~MPTA se Ilev6 a cabo en una suspensién
acuosa de proteolfpidos precipitados con eter-etanol del extracto orgfnico total.

En primer lugar hay que iIndicar que si la reducci8n previa con ditio~
treitol se suprime , el marcaje se reduce en un 60 3. Y sl antes de marcar con el
tigando de afinidad se bloques el sitio de unién Incubando cone~bungarotoxina, el
marcaje especffico se reduce en un 72 %. El blogueo, que deberfa ser total, sélo
es parcfal, debido quizds a un camblio de conformaci8n sufrido por el proteolipido
al ser precipitado, alterSndose parcialmente ¢) sitio de unibn.

Uns vez realizado el marcaje se redisolvieron los proteolfpidos y se
apllcaron en la columna de DEAE-celulosa. Hubo que redisolver el precipltado de
proteol Tpidos con la ayuda del p-toluensulfonato s8dico, pues con s8lo CM 2:1 no
se disolvfa, También por esto, en lugar de usar en la segunda parte de la elucidn
un gradiente de pTS, s6lo se utiliz8 pTS 50 mM. Se puede observar que en la frac~
cién 1 (figura 18), coincidlendo con el mdximo de protefna hay un m&ximo de ra-
diactividad, En las otras dos fracciones la radiactividad fue mucho menor {tablalh),

En una columna con 56l§ (3H)-HPTA, la radiactividad eluy8 al princlpio,
lo que hizo pensar si esa mixima actividad detectada en la fraccién | no ss debe-
rfa a ligando libre, no unido. Ya que el precipitado se lavs repetidas veces antes
de disolverse en CM 2:1 =~ pTS 10 mM para eliminar la radlactividad no unida, esta
posibilidad solo serfa ciertas en el caso de que el (3H)-HPTA que estaba unido se
disociara de la protefna, Esto serfa diffci) que sucediera, dado que en este caso
la unién ligando=receptor es covalente. Posteriormente esto se corrobord al trans-

ferir cada fracciSn a una solucidn acuosa con detergente para su posterior electro-
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FIGURA 18: Cromatograffa en DEAE-celulosa de los proteolTpidos de
la electroplaca de Torpedo marcados con {3H)-MPTA. E) extracto or
génico de 1 g, de tejido Iloflllzadg se preclglt& con eter-etanol
y se marcS con un total de 1,2 x 10° dpm de (3H)-MPTA. Después
del marcaje el proteolfpido se redisolvis en CM 2:1 - 10 mM pTS vy
la soluclén, contenlendo 956,000 dpm se aplicd a la columna,.la
elucién se hizo con la mezcla anterlor seguida de CM 2:1-50 mMpTS
Se obtuvieron tres fracciones que se Indican entre flechas.

TABLA 14: Marcaje de afinidad con (3H)-MPTA de los proteolfpldos preciplitados y
delipldados después de su fraccionamiento con DEAE-celulosa,

(3H) -MPTA

Fraccién (nmoles/mg protefna)
' 2,83 ¢ 0,21
i 0,63 ¢ 0,32
m 0,77 ¢ 0,14

®Los resultados son la media de dos exper Imentos,

foresis. Antes de realizar esta cada muestra se dial{28 extensivamente y no obstan-
te el 97 2 de )a radiactividad alin estaba presente.

Una vez hecha la electroforesis se pudo analizar qué banda era marcada
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especlficamente por el (3H)=MPTA. En la figura 19 se puede ver la absorbancia a
550 nm de los geles correspondientes al extracto inicial (A), y a las fracciones
I (B) y 1t (C). La separaciSn entre las bandas de 39 y 42 KDalto# es apreciable

en A, estando tamblén diferenciadas las protefnas de mayor peso molecular, En la
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FIGURA 19: Absorbancia a 550 nm de los_geles de proteolfpidos de la
electroplaca de Torpedo marcados con (3H)-MPTA. A, extracto org&ni-
co total, B, fraccidn I, C, fracci8n 11, E) gel se corté en porcio-
nes de 5 mm y se midid la radiactividad como se indica en Métodos,
Se pudo observar que en B la radiactividad mSxima coincidfa con la
banda de 39 KDalton, miéntras que en C no habfa un marcaje destaca-
ble de 1a banda de 42 KDalton ni de las de mayor peso molecular,
T.D. migracién del azul de bromofenol.
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fracciOn t hay un méximo de absorbancia que corresponde a la banda de 39.000 Dal-
ton. En esta msima banda se da el méximo contenido de radiactividad, En la frac~
cién tl el miximo pico de absorbancia corresponde a la banda de 42,000 Dalton aun=
que hay otros con mayor peso molecular, La radlactividad en este caso es similar a
1o largo de todo el gel, sin incrementarse en la zona de las bandas. La fraccidn
11! no se presenta ya que resultd ser muy similar a la anterior,

La especificidad del marcaje con (3H)-HPTA de la banda de 39.000 Dalton
se puso de manifiesto al preincubar con of-bungarotoxina. Despuls se siguid un
procedimiento Idéntico al caso en que no se prelncubS, AsT el marcaje de la banda
de 39.000 disminuyd en un 80 % aproximadamente y s8lo se observd una ligera subi-
da en 1a radiactividad al final del gel. En las fracclones 1 y 11| se mantuvo la
ténica anterior y las principales bandas solo se marcaron de forma no significati-

va,

2.4, ESTUDIO DE LOS GRUPOS SULFHIDRILO Y DISULFURDO EN LOS PROTEOLIPIDOS DE LA ELEC-
TROPLACA DE TORPEDO,

En los proteolfpidos precipltados del extracto orgdnico total pudo cal-
cularse el contenido de grupos =$S- y ~SH a partir de) Scido fodo(3H)ac&tico unido
covalentemente a los mismos. Al tratar con ditiotreitol se redujeron las uniones
~5S- y se valor8 el contenldo total de grupos =-SH (tabla 15). Si al tratamiento con
ditiotreitol le precedfa el tratamiento con N-etiimalelmida, se bloqueaban los -SH

Jibres y solo eran marcados los grupos =5S- despuds de su reduccibn. De esta forma

TABLA 15: Contenldo de grupos =-SH y =$S- de los proteolfpldos totales de !a electro-
placa del Torpedo. Valoraci8n con &cido iodo(3H)acético.d

Tratamiento Valoracién de nmoles =SH/mg protefna
Ditiotreitol =SH + =SS~ 30,3 £ 1,1
N-etilmaleimida+Ditiot, -5S§- 20,6 ¢+ 0,3
Nada -SH 10,9 £ 0,2

®Resultados son la media de dos experimentos.
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se comprobd que el 68 % del tota) de grupos -SH estaba formando puentes -$5~. Por
el contrario, sin tratar con N-etiIimaleimida nl con ditiotreito! s8lo se marcaban
los =SH libres, Como puede observarse la suma de los dos Gltimos valores coincide
pricticamente con el valor de grupos -SH en total (tabla 15).

Ya se dijo que, ql resuspender los proteolfpidos precipitados en el tam-
pon empleado en el tratamiento con N-etliimaleimida, se observs cSmo parte de los
mismos se solubilizaban (independientemente de que contuviera o no N-étilmaleimida).
Con el fin de identificar qué cadenas polipeptfdicas se sclubilizaban, se hicjeron
geles de SDS-poliacrilamida, Estas muestras se trataron también con N-etlimaleimida
y ditiotreitol tratando de observar la posible influencla de los grupos -SH en su
estructura. €n la flgura 20 puede observarse la absorbancia a 550 nm de cada gel,
asf como las condiciones de tratamliento de cada muestra aplicada a los mismos, E)
tratamiento con N-etilmaleimida y ditlotreitol (gel A), con el que se bloquearon
los grupos =SH libres y se redujeron los ~$S-, respectivamente, di§ como resultado
que se detectaran las bandas a (15.000 Dalton), ¢ (58,000) y d (64.000), siendo ma=
yoritaria la primera. El esquema electroforético fue bastante similar sl se pres~
cindfa del tratamiento con N~etilmaleimida (gel B) y, aunque las bandas de mayor
peso molecular se hicieron algo mas visibles, cabe pensar que no habfa agregacién
inespecffica de moléculas al oxidarse grupos =-SH para dar -SS-. Cuando no hubo
tratamiento con ditiotreitol (geles € y D), manteniéndose intactos los grupos -SS-,
ocurrieron dos hechos simultdneos: desaparecieron las bandas c y d y aparecl8 la
banda b (30,000 Dalton) mientras que 1a a se hizo menos visible que en los casos
anteriores. Hay que indicar que tambl&n apareci§ una banda (gel 0) de menor Impor-
tancla y cuyo peso molecular era de 45,000 Dalton,

En suma, parece que es clara la influencia de los grupos =SS~ y ~SH en el
mantenimiento de determinadas interacciones intermoleculares entre los proteollpidos
precipitados y posteriormente solublllzados en medio acuoso, Mas adelante se discu-

tiran las posibles relaciones entre las diversas moléculas detectadas.
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FIGURA 20: Influencia de reactivos reductores y al-
quilantes de grupos -SH sobre los proteolTpidos de
la electroplaca de Torpedo. Los proteol{pidos preci
pitados se disolvieron en parte con NaCl 150 mM, Es
ta disolucién se trat8 con N-etiimaleimida y/o di-
tiotreitol segin se indica en la parte superior,lLas
bandas detectadas y su Importancia relativa se Indi
can mediante cuadrados, La absorbancia a 550 nm in~
dica 1a composicifn segin el tratamiento. Todos los
geles contenfan la misma cantidad de protefna.
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La distribuci8n de los grupos -SH en las distintas fracciones proteoli-
pfdicas de la columna de DEAE-celulosa se estudiS mediante el marcaje con Scido
todo(In)actico y tambi&n espectrofotomitricamente.

En la figura 21 se presenta el esquema cromatogr&fico obtenido después de
1a unién de &cido lodo(3ﬂ)ac6tlco al extracto protevlipfdico total, segin se deascri-
be en Métodos. La protelna se eluyd en tres fracclones de manera similar al caso

del extracto no tratado (flgura 14) o al del marcado con (3H)-MPTA (figura 18), Coln-
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FIGURA 21: Cromatograffa en DEAE-celulosa de los proteol Ipidos de
la electroplaca de Torpedo marcados con &cido lodo(3H)ac6tlco.in
pués de precipitar los proteolipidos y hacer el marcaje segln se
indica en métodos, el precipitado se redisolvid en CM 2:1- pTS 10
mM, vy se aplicS en la columna de DEAE-celulosa para su fracclona-
miento, La eluci8n se hizo con 1a mezcla anterior seguida de CM
2:1 - pTS 50 mM, Se obtuvieron tres fracciones que se indican en-
tre flechas,

cidiendo con los tres plcos de protefna habla también el correspondiente incre-
mento de radiactividad, Vigeramente mas alto en la fracql&n i1. En efecto, en la
tabla 18 puede cbservarse que esta fraccidn tiene una actividad especifica mas

alta que las otras dos,
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TABLA 16: Marcaje con Scido lodo(’H)acitlco y contenido de grupos -SH en los pro-
teolfpldos de la electroplaca de Torpedo fracclonados por DEAE-celulosa.

Fraccién Ac.lodo(sn)acétlcoa nmoles -SH/mg protelnab
{dpm/mg proteina)

I 10,771 23,7
" 16,994 36,7
" 19,489 16,0

Byalores obtenidos de la fracci8n de cada mSximo de los Indicados en la flgura 19,
que daba la mayor radiactividad especfflca.b Determinacibn espectrofotométrica he-
cha por triplicado con una varlaciSn menor de) 12 2,

De forma similar al caso del marcaje con (3H)-HPTA, pudo verse aqul cull
era la banda que se marcaba mas, y que presumiblemente contendrfa el mayor nimero
de grupos =-SH, En la figura 22 se puede observar que el miximo marcaje estaba loca-
)izado en la banda de 42.000 Dalton de la fraccidn Il. No obstante, como es ISgi-
co, el resto de las bandas tamblén se marc8, pero no de forma tan 6stenslble.

Los resultados menclonados anterformente, que demostraron un contenido
de grupos -SH libres mas alto en la fraccién 11, se confirmaron con los obtenidos
espectrofotométr icamente por el mitodo de Habeeb, £n la tabla 16 puede observarse
que en las fracclones [ y 11l el contenldo de grupos ~SH es menor, sobre todo la
fraccién 111, Dado que esta s6lo se diferencia electroforéticamente de la fraccidn
11 en una menor proporcién de la banda de 42,000 Dalton, cabe pensar que esta ban-

da la que provocd esta diferencla en el contenido de grupos -SH,
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FIGURA 22: Absorbancia a 550 nm de los geles de proteolfpldos de le
electroplaca de Torpedo, marcados con écido lodo(3H)actico, A, ex-
tracto orgdnico total, 8, fraccidn |. C, fraccién 11, El gel se cor
té en porciones de 5 mm y se midi§ radiactividad como se Indica en
métodos. En C 1a radlactividad mSxima colncidTa con la banda de 42
Kbalton, y el resto de las bandas, tanto en C como en B, se marca -
ban, pero no tan apreciablemente, T.D. migracién del azul de bromo-

fenol .
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Una adecuada comprensién de los fenbfmenos que ocurren en las membranas
biol6gicas exige el completo conocimiento y caracterizacidn de las mol&culas Im-
plicadas en dichos procesos, En lo que se reflere a las protefnas Intrfnsecas(123),
la solubilizacldn y purificaciSn resultan particularmente diffciles debido a su
acusada hidrofobicidad, Esto provoca la formacifn de complejos !lpoproteicos y ha-
ce muy problemStica la aplicacién de la quimica de protefnas, normalmente desarro-
1lada en medios acuosos.

Tratando de encontrar diversos procedimientos de purificacién, princi-
palmente de tipo cromatogr§fico, para el proteolfpido de la mielina de) Sistema
Nervioso Central, se ha llegado a la purificacifn del mismo mediante la ut#)izacién
de disolventes orginicos con un camblador i6nico: la DEAE~celulosa. Esto no solo
se ha llevado a cabo por la propla importancia de esta protefna en la membrana mie~
1fnica, sino también porque al tratarse de una tfplca protefna intrTnseca de mem-
brana (10,124), todos los procedimientos desarrollados en este caso podrfan apli-
carse a otras protefnas similares, cuya dificultad de estudio es por todos bien

conocida,

1. PURIFICACION DEL PROTEOLIPIDO DE MIELINA POR CROMATOGRAFSA EN DEAE-CELULOSA,

En la extraccidn de) proteolfpido a partir de la mielina se siguleron mé-
todos convencionales. Dichos métodos no permitfan la total eliminacién de Va protel
na bisica de la mielina y adicionalmente reducfan considerablemente el rendimiento
de proteolfpido a lo largo del proceso de purificacidn. Ante esto se optS por su-
primir los pasos intermedios y aplicar directamente en la columna de DEAE-celulosa
el extracto de mielina en CM 2:1,

La cromatograffa de este extracto rindié, como ya se ha indicado, tres
fracciones bien diferenciadas, Pero lo tlamativo de esto fue la obtenciSn de resul-

tados totalmente distintos de los del fraccionamiento del proteolfpido de sustancia
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blanca de cerebro de vaca (125). En aquella ocasién se obtuvieron tres fracciones
cuyo esquema electroforftico era bastante similar: dos bandas de pesos molecul a-
res 5k y 58 KDalton que no estaban en el extracto inicial, y que presumiblemente
serfan agregados de cadenas pollpeptfdicas de menor peso molecutar, En el proteo-
1fpido de mielina, sin embargo, la primera fraccién no contenfa protefna y las otras
dos presentaron movilidades altas en geles de SDS-poliacrilamida (figura 5). Dichas
fracciones tenfan ademfs una composici8n de aminoScidos cualitativamente similar

a la del proteolfpido purificado por otros (45), si bien habfa, en lo que se re-
flere sobre todo a 1a fracci8n 111, algunas discrepanclas cusntitativas, Otra de
las diferenclas 1lamativas con respecto al fraccionamiento del proteolfpido de
sustancla blanca se reflere al rendimiento, 80 % aproximadamente de la protefna

de partida , siendo, sin embargo, en el proteolfpido de mielina muy bajo, apenas
un 52 . Una posible explicacidn de estos resul tados discordantes podrfa ser la
proporcibn de 1fpidos de las muestras apllicadas. Aunque mas adelante se discuti-

rf el posible mecanismo de Interaccién entre ias distintas moléculas y el cam-
biador i8nico en medios orgSnicos, cabrfa pensar que, al menos en parte, e) frac-
cionamiento se realiza en orden a los 1fpidos que asociados al proteolfpido for-
man con este diversos complejos, Asf, en el caso del proteolfpido de sustancia blan-
ca, al producirse una contTnua delipidacibn se van formando agregados de forma
progresiva, pudiéndose eluir estos con los solventes empleados, Esto estd de acuer-
do con los datos que se conocen a cerca de que la eliminacién de fosfolfpidos acl-
dicos (fosfatidilserina y fosfoinositidos) y cerebrésidos provoca la agregacién

del proteolfpido (126)., Sin embargo, la delipldacibn del proteolfpido de mielina
fue, por razones que se desconocen, mas répida, como se comprobl al obtenerse al
principlo una fraccidn exclusivamente compuesta de Ifpidos. La agregacidn simul-
tanea de la protefna no se produjo y entonces quedd retenida en la columna, con

lo que el rendimiento se redujo considerablemente, De cualquier forma la conclu~
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si8n mas Importante es que se aplicd en la columna un extracto con bastante pro-
porcidn de protefna bisica, y las fracclones obtenidas mostraron una clara com=
posicidn proteolipfdica (tabla 1), En suma, la prottefna b&sica, difici} de sepa-
rar de! proteclipido por los métodos convencionales, quedaba por completo retenida
en la columna, El Gnico problema a soluclonar fue, por tanto, sumentar el ren-
dimiento de proteolfpido obtenido. Con este fin se abordaron los experimentos de

adsorcibén-desadsorcién en DEAE-celulosa,

2, PURIFICACION DEL PROTEOLIPIDO DE MIELINA POR ADSORCIQN-DESADSORCION EN DEAE~
CELULOSA.

Estos experimentos permitieron, en efecto, aumentar apreclablemente el
rendimiento, Al estar el eluyente mucho mas tiempo en contacto con el cambiador,
Ta elucidn fue mucho mas eficaz, Ahora bien, debido precisamente a esto, a partir
de un cierto tiempo (mas de 4 horas), se elufa e! proted!fpido con slguna contami-
nacién, probablemente protefna bSsica. Ya se indicd en los resultados que esta
contaminacidn no se debfa seguramente a proteolisls de) proteo)Tpido, dadas las
condiciones en que se realiz§ la elucién y habiéndose comprobado por anlisis de
aminoScidos que se debfa a la presencia de la protefna bésica. Hubo, por :tanto,
que encontrar el tiempo Sptimo de elucidn, en el transcurso del cual se obtenfa
el mEximo rendimiento de proteo!fpido sin contaminacién alguna. Este resultd ser
de 4 horas. Para tiempos mayores se empezaron a detectar |igeras contaminaciones,
Asl pues, se eluyS con CM 2:1 y concentraclones creclentes de Scido ac&tico duran-
te periodos de U horas. La cantidad de protefna obtenida en las eluciones fue
creciendo al aumentar la concentracién de icido, 1legando a obtenerse }a mixima
cantidad con 8cido acético 5 N. Sin embargo no ocurrfa 1o mismo con la proporcifn
de fosfato de las fracciones, ya que la mixima se did en la fraccifn obtenida elu-

yendo con 8clido ac€tico IN, para descender a contlnuaclén hasta 13 mfnima propor-
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ci8n, que se diS en la fraccién elufda con 8cido ac&tico 5 N, Seqgin los cilculos
(tabla 4), la protefna retenida en la columna qued§ ain con menos proporcién de
fosfato. Esto confirma la hipbtesis de que al principlo del fracclonamiento del
proteolfpido de mielina, ya sea en columna o por adsorci8n-desadsorcién, hay una
r8pida delipldacidn, o que provoca una asoclacidn mas fuerte entre la protefnal
y el cambiador. Por esto es necesaria una mayor concentracidon de acldo para po-
der eluir la protefna, obteniéndose mas delipidada que en las primeras fracciones
y pr8cticamente sin formar agregados.

Hasta ahora ha sldo.dlffcil evaluar la homogeneidad de las preparacio-
nes de proteolfpido debido principalmente a las interacciones llpido-protefna y
a la tendencia a formar agregados. AsT se observan varlas bandas en las prepara-
clones de proteolfpido de sustancia blanca {127) lo que ha sido interpretado por
algunos como heterogSQdad (128,129), Estas bandas miiltiples se observan ya sea el
proteoifpido procedente de sustancla blanca o de la mielina. Una banda mayorita-
ria con un peso molecular oscilando entre 23 y 30 KDalton ha sido observada fre-
cuentemente acompafiada de otras de mayor y menor peso molecular, sobre todo de la
denominada DM-20, que tiene un peso molecular de 20,000 y una composicién de aminoa-
clidos similar a la del proteolfpido de mielina. En este caso, aunque e) contenido
de fosfato y tamblén el de azicar sean distintos en las fracciones obtenidas, la
protefna parece ser la misma, pues por electroforesis s8lo se aprecia la misma
bands en todas ellas. La composicién de aminoacidos (tabla 5) salvo ligeras dife-
rencias tamblén lo confirma. £1 peso molecular calculado para esta banda result§
ser de 20,000 Dalton aproximadamente y de 23.000 a pH neutro y b8sico respectiva-
mente, lo que indujo a pensar en si realmente la protelna purificada era el pro-
teolfpido o la ya menclonada DM=20 (129). Sin embargo hay que indicar que en algu~
nas protefnas de membrana similares al proteolipido, e! peso molecular hallado por

electroforesis o por filtraci6n en geles dextranos discrepa del hallado por otros



sistemas tales como centrifugaciSn analftica o composicién de aminoScidos en los
que no influye la conformaciSn que la protefna adopte (130). Habida cuenta, ade-
mis, de la tendencia de las protefnas de membrana a formar complejos anormales
con el SDS, 1o que puede influir en la determinaciSn de! peso molecular (l3llse
puede concluir que este resultado de 20.000 Dalton no es suflciente para juzgar

si se trata o no de la DM~20, Esto se podr§ abordar, quiz8s, en posteriores es-
tudios estructurales. Por otra parte se confirmaron estudios de otros autores de
que distintos sistemas electroforéticos pueden conducir a distintos resultados en
lo que al c8lculo de pesos moleculares se refiere (132). En efecto, el peso mole-
cular calculado a pH bdsico era aproximadamente un 15 % mas alto que el hallado o
pH neutro, estando mas cerca del calculudo pars el proteolfpido de mielina por otros
autores {45). Por tanto no es ficll decidir con certeza, como se acaba de indicar,
si el proteolfpido purificado coinclide o no con la protéfna DM-20, Adiconalmente
hay que indicar que no se ha observado reaccién cruzada Inmunolégice entrs el pro-
teolfpido y la DM-20 (133). Esto puede interpretarse como 1a evidencia de que se
trata de dos protefnas diferentes o de Ia misma que ha perdido un segmento antigé-
nico. No obstante no puede concluirse nada con certeza ya que la inclusion de de-
tergente en estos sistemas podrfa dar lugar a diferencias estructurales entre am-
bas protefnas. QuizSs la diferencia podrla consistir también en la cantidad de Sci-
dos grasos unidos covalentemente lo que alterarfa la hidrofobi¢idad y por tanto la
cantidad de SDS unido, originando las distintas movilidades en los geles de SDS-
poliacrilamida.

La tincién de los geles con fuchsina mostrS la no existencia de gluco~
protelnas en la zona en que se tife el proteolfpido {figura 8). Esto confirma los
resultados de Poduslo et al (134) de que el proteolipido es distinguible de las
glucoprotefnas presentes en la mielina.

La cromatograffa en DEAE-celulosa de clertas protelnas intrinsecas de
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membrana mediante la elucidn con CM 2:1 y un gradiente de acetato aménico se ha
mostrado francamente eficaz (135,136). En el caso del proteolfpido de mielina se
intentd el experimento de adsorcidn-desadsorcién eluyendo con CM 2:1 y concentra-
cliones crecientes de hidréxido amdnico., El rendimiento fue mucho mas bajo (ta-

bla 6) que el obtenido eluyendo con &cido acético, debido probablemente a que la
protefna estd tan fuertemente unida al cambiador que para separarla de este hacen
falta medios muy enfrgicos. Por la misma razdn, mezclas de butanol-agua en la
elucién, que en otros casos resultaron dtiles (38,44), no dieron buenos resultados

aplicadas en ei fraccionamiento del proteolfpido de miel ina.

3. DETERMINACIONES ESTRUCTURALES DEL PROTEOLIPIDO PURIFICADO,

El proteclfpido de mielina purificado por DEAE-celulosa dis, como ya se
ha indicado, una sola banda en electroforesis en geles de SDS-poliacrilamida. La
posible homogeneidad de esta banda se comprobd por medio de la determinaclén del
grupo amino terminal. En efecto, solo se observd una mancha mayoritaria correspon-
diente al aminodcido dansilado alanina. Se detectaron manchas muy débilies que pro-
cederfan de liger{simas contaminaciones, y que si en la electroforesis no se pu-
sieron de manifiesto, aquf si se apreclan gracias a la gran sensibilidad del méto-
do empleado.

Como aminoScido amino terminal del proteolfpido se ha citado a la glico-
cola (108, 137, 138), lo cual no coincide con el resultado presentado aquf. Sin
embargo hay que indicar que la glicocola suele darse frecuentemente en estas de-
terminaciones como un artefacto procedente de otras fuentes que no son la protei~
na a investigar. No obstante, el que se haya obtenido por diversos métodos aporta
bastante certeza al resultado, Segin esto podrfa ocurrir que la hipdtesis de que
la protefna purificada es 1a DM-20 y no el proteolfpido fuera clerta, aunque has-

ta el momento el amino§cido amino terminal de la DM-20 no estd determinado. Sin
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embargo esta discusiSn quedarfa a la espera de la confirmaci6n o no de resul tados
que proponen una identidad, al menos parcial, del proteocl{pido de mielina con la
protefna DM-20, como ya se ha comentado.

En cuanto a8 los mapas peptfdicos, 1o mas )lamativo fue la existencla de
péptidos de apreciable tamaifo que posefan poca movillidad, tanto en la electrofore-
sis como en la cromatografla. El destacado tamafio de las manchas podrfa deberse, o
bien a una heterogeneidad de cadenas polipeptfdicas en el digerido, o a que la pro~
tefna de partida es digerida sSlo parclaimente por los enzimas, debido
probablemente a impedimentos estéricos. La primera posibilidad se puede eliminar
f8cilmente, ya que no solo apareclfa una sola banda en los geles de SDS-poliacrila-
mida como ya se indicd anteriormente, sino que también resultd un solo grupo amino
terminal, y por tanto la casi completa seguridad de que se trata de una sola cadena
polipeptidica. Sin embargo la segunda opcibn es mucho mas probable. En primer lu~
gar porque el materfal utilizado contenfa 1fpidos que podrfan formar complejos con
el proteolfpido. De esta forma clertos grupos susceptibles de ser afectados por
la acci8n enzimatica podrfan quedar protegidos de la misma. En segundo lugar por=-
que al! no poder utilizar agentes desnaturalizantes, tales como urea, 2-mercaptoe~
tanol, S0S (109) etc., debido a que los enzimas encargados de reallzar la diges~
tion quedarfan Inhibidos, el complejo 1fpido~protefna es poco accesible, al menos
en parte, a esos enzimas, Cabrfa preguntarse qué parte de la molécula es la que
preferentemente resiste el ataque enzimStico. Posiblemente pueda tratarse de la
zona que, en contacto con la parte hidréfoba de l1a bicapa lipTdica, mantiene in-
teracciones con los 1fpidos o con otras cadenas polipeptfdicas del medio clircun~
dante, debido también a su hidrofoblicidad (139). Esta hipStesis estd soportada en
parte porque los péptidos mas visibles,y que son también los menos mSviles tanto
en la electroforesis como en la cromatograffa,deben ser los menos polares. Por

otra parte los péptidos de menor tamafio deben pertenecer a las zonas hidrSfilas de
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la protefna, que al no estar protegidas por los Ifpidos, son digeridas sin mayores
dificultades, Recientemente se han obtenldo resultados similares que indican la
posibilidad incluso de que parte de estos p&ptidos hidrdfobos solo parcialmente di-
geridos no sean ni siquiera solubilizados, y por tanto queden sin detectar (140),
con lo que se hace cada vez mas evidente la necesidad de desarrollar nuevas téc-

nicas (t41),

4, INTERACCIONES ENTRE EL PROTEOLIPIDO OE MIELINA PURIFICADO Y LIPOSOMAS DE FOSFATI-
DILCOLINA,

Para el estudio de las interaccliones entre los proteolipidos y los {pidos

de la membrana, y de la posible funci8n de estas |lpoprotefnas, es conveniente uti~
lizar un sistema modelo no muy complicado y convenfentemente bien caracterizado, Es-
te modelo puede ser el liposoma (142) ya que en el mismo es posible incorporar la
mol&cula cuya funciSn pretende dilucidarse, si esta cumple una serie de propieda=
des fisico~quimicas, Este fue el caso del proteolipido de 1a mielina. Dada su natu-
ralezs altamente hidréfoba pudo Incorporarse en un buen porcentaje en las bicapas
de fosfolfpido (tabla 7). La asoclacién entre el proteolipido y los 1fpidos no se
destruyd con los lavados con tampdn, 1o que contrasta con los resultados obtenidos
para la mezcla de |1Tpidos mas albimina bovina, Esto parece Indicar que la asocia~
cidn en ambos casos es muy distinta, como cabrfa esperar de las caracteristicas de
cada protelna.

St blen la temperatura de transicién de fase de gel a liquido cristalino
de la dipalmitolifosfatidilcolina no sufrid una varlacibn detectable por este méto-
do, es Importante sefialar que la pretransicién térmica se amortiqud apreciablemente.
Esta pretransicién, que ademSs de otras causas ya comentadas (120,121), se cree que
se debe al paso desde estructura lamelar rfgida a estructura lamelar flexible, se

ha visto que se elimina a) afadir apoprotefna del proteolipido de mielina a bica~
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pas de dimiristoiifosfatidilcolina (47). Esto sugiere que el efecto del proteo)i=
pido en las bicapas de dipalmitoilfosfatidilcolina es similar, induciendo clerta
desorganizacibn en el empaquetamiento de las cabezas polares de los |{pldos. Un
efecto similar se ha visto que tiene el colesterol (144).

En clertos casos se ha visto que la incorporacion de proteolfpidos en
liposomas Induce un aumento de la fluidez de 1a bicapa (122), Se ha demostrado tam-
bién que protefnas que penetran en la bicapa o que deforman el empaquetamiento de
ias cadenas de fcldos grasos en la misma pueden inducir un incremento en 1a permea~
bilidad de estas estructuras llpfdicas (145), Sin embargo no fue este el caso del
proteol fpido purificado de mielina., La Incorporacion del mismo no indujo ninglin in-
cremento en la velocidad de salida de isStopos atrapados en el interior de los li-
posomas (figura 12), No obstante estos liposomas sl eran sensibles a la accifn
fluldificante del cloroformo { figura 12, flecha) e Incluso se hicleron mas permea~
bles cuando les fueron incorporados los proteolfpidos de la electroplaca de Vorpe-
do, Todo esto indicd que el proteolfpido de mielina, a diferencla de otras sustan-
clas,no perturbaba la bicapa 1lpfdica hasta el grado de aumentar su permeabl|idad
sensiblemente.

Aunque serfan necesarios otros estudlos, fuera de las posibflidades de
este trabajo, los resultados obtenidos sugieren un papel establ!}izador, o al menos
no desestabilizante para el proteolfpido de la mielina. Esto no descarta |a posibi~
lidad de otras funciones mas localizadas que no pudieron detectarse por los m&to-
dos aqul empleados. En cualquier caso resulta atrayente la hipStesis de que en el
mantenimiento de la estructura de la mielina un papel primordial es jugado por esta

protefna, que tan distinto comportamiento tiene con respecto a otros proteolipidos,

5. CROMATOGRAFIA DE INTERCAMBIO fONICO EN DISOLVENTES ORGANICOS.

Es convenlente, antes de seguir discutlendo los resultados de la purifi-
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caci6én por cromatograffa de los proteol!fplidos de la electroplaca de Torpedo, ha-
blar del posible mecanismo por el que actiia el camblador i6nico en presencia de
disolventes orgénicos.

E! agua, debldo a su alta constante dleléctrica, es un excelente di~
solvente para la mayorfa de los &cidos, bases y sales orgdnicas e inorgdnicas, y
por definicién, electrolitos fuertes son aquellos que se disocian total o casi
totalmente al disolverlos en agua. Por esto el desarrollo de las resinas de inter-
cambio §8nico se ha llevado a cabo comunmente en sistemas acuosos, donde su esta~
bilidad y velocidad de intercamblo son elevadas. En disolventes org8nicos los elec-
trolitos se disocian en menor proporcidn que en agua, debido a que la constante
diel&ctrica es mas baja, Como consecuencia de esto el intercambio iSnico es acom-
pahado de una pronunclada adsorcibn electrdTtica.

Uno de los factores a tener en cuenta es el equiiibrado del camblador,
£n disolventes polares no acuosos es completamente similar al de medios acuosos .
£n este paso hay que tener en cuenta la tendencia de los lones a la solvatacién,
las diferencias de presién osm8tica originadas y la repulsién electrostitice en-
tre cargas fljas. Y asf, cuanto menos polar es el disolvente, menor es la solva-
taci8n de los lones, Tambl&n ocurre que al ser la constante dlelé&ctrica menor, las
interaccliones electrostiticas entre lones de carga opuesta son mas fuertes, con
10 que estan favorecidas la formacién y asoclaci8n de pares de fones de carga opues-
ta (146), Es 18gico, por tanto, que en el caso descrito aqul la resina se hinchara
menos, pues ademSs de que el metanol tiene una constante dieléctrica (€ =32) menor
que la del agua (€ =81) (147), la presencia de cloroformo ain producirfa menor
hinchado, Es sabfido que en disolventes no polares, tales como benceno y queroseno,
1a mayorTa de las resinas practicamente no se hinchan(148),

Hay que tener en cuenta aquf que se empled una mezcla de disolventes

(cloroformo-metanol). En este caso la resina absorbe el componente por el que tie-
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ne mayor afinidad, Esta afinidad se debe a Interacciones electrostiticas entre los
lones o grupo polar de la resina y las moléculas de disolvente polar. También In-
tervienen interacciones de London que generalmente son mucho mas débiles (149),

Por esto la resina prefiere el componente mas polar, que en este caso serfa e) me~-
tano} (150). En realidad la resina actuarf{a como un transportador de ls fase meta~
ndlica mientras que el soluto, 1fpidos y proteolipidos en este caso, se distribu-
ye entre esta fase y la fase 1Tquida externa que preferentemente seria clorofér~
mica. De aqul que la protefng retenida en el cambiador fuera la que mas grupos
cargados presentara, pues tenderfa, una vez alcanzado el equilibrio de adsorcién,

a ocupar la fase mas polar, es decir la metanSliica, mientras que las moléculas mas
hidré6fobas, principalmente 1Tpidos y determinados complejos |ipoproteicos gquedan

en la fase menos polar, y por consiguiente son los primeros en ser elufdos. Y efec~
tivamente, los resultados obtenidos parecen confirmar todo lo dicho: en general

la primera fraccin es exclusivamente lipfdica (caso del proteolfpido de mielina)

o contiene protefna con gran proporcién de 1fpidos (caso de los proteolfpidos del
Torpedo). Por el contrario, las protefnas elufdas posteriormente tienen mas aminod-
cldos polares y con carga, e interaccionan con 1ipidos acfdicos y polares (PS, PI,
PE).

Habrfa que considerar preg¢isamente ahora c8mo se realiza la eluciébn. En
esta intervendrlan dos mecanismos relacionados con el uso del 18n hidrofébico p-to-
luensulfonato. Cabe pensar que en un primer paso inicial el i6n desplaza a los gru-
pos cargados de la protefna en su interacclén con la resina. Aqul la forma iSnica
de esta tiene poco efecto, ya que la afinidad de grupos tales como el de la DEAE-
celulosa por los disolventes org8nicos es relativamente fuerte. Ademds, el total de
los sustituyentes garantizs una distancia mfnima considerable entre el centro de la
carga flja y el (8n que se intercambia, con lo que se favorece la disoclacién, In-

cluso en disolventes de relativamente baja constante dieléctrica. Esta disoclacidn
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también es favorecida por las interacciones de London de los constituyentes orgd~
nicos de la matriz de! camblador con el p-toluensulfonato. E) segundo paso, que

en realidad es simulténeo a) primero, es la Interaccion de lones p-toluensulfona-
to con los grupos cargado de la protefna, En efecto, este 18n se ha demostrado
que puede interaccionar con protefnas solubles en medios acuosos, y mas concreta-
mente con los grupos cargados pesitivamente. Su cardcter de &cido moderadamente
fuerte hace que al mismo tiempo queden neutralizados los grupos carboxilo de las
protefnas, al disminuir el pH por debajo de sus puntos [soeléctricos, El resulta-
do es una molécula sin carga y con una superficie mas hidréfoba, que es capaz de
distribuirse preferentemente en la fase org&nlc; de unsistema bifdasico agua~disol~-
vente orgsnico (66) a pesar de su carfcter hidréfilo inicial, En el caso concreto
que aqui se discute, estas molefulas hidrof6bicas no tendrfan inconveniente en
abandonar la fase metanSlica en que se encuentran y pasar a la clorofdrmica, me-
nos polar, para ser eluldas,

En resumen, aunque en presencia de disolventes organicos la capacidad
operativa del camblador puede ser mas baja que la tedrica, al haber zonas no ac-
cesibles a los-lones en soluciSn dado que no hay un hinchado total, la capacidad
de adserci8n es mucho mas alta que en sistemas acuosos (151) y la resina puede se-

parar adecuadamente distintos componentes,

6. EXTRACCION Y PURIFICACION DE PROTEOLIPIDOS DE LA ELECTROPLACA DE TORPEDO.

En princlipio se realizé la extraccién de proteolfpidos a partir de mem-
branas ricas en receptor de acetilcolina, pero el rendimiento fue muy bajo. Como
quiera que la extracclién con CM 2:1 de la electroplaca total rendfa mayoritaria-
mente 'a banda de 39.000 Dalton de peso molecular, al fgual! que ocurrfa con la ex-
traccién de la membrana purificada (figura 13), se decidié a partir de entonces

trabajar directamente con la electroplaca total, sin posteriores fraccionamientos.
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De esta forma e! rendimlento se aumentS considerablemente,

Como ya se ha dicho, el extracto orgénico del Srgano eléctrico de Torpe-
do se aplicS en una columna de DEAE-celulosa para su fraccionamlento. La fraccién
i, que no es retenida por el cambiador, es la que tenfs mayor proporcién de aminoS~
cidos hidréfobos (tabla 10) y de fosfolipidos. Por el contrario, las fracclones |1
y 111 que fueron retenidas por la columna, resultaron mas abundantes en aminofcidos
cargados, y su contenido |lpfdico fue bastante mas bajo. En estas fracciones hubo
también un predominio de PE y fosfollpidos acfdicos {figura 1500 Estas diferenclas
en hidrofobicidad, aminofcidos cargados y composicién lipfdica explicarfan e} dife-
rente comportamiento cromatogrifico de las protefnas que componen el extracto, co=-
mo ya se discutid en el apartado anterior. También en este se explicd e} posible
mecanismo de elucién basado en un gradliente de p-toluensulfonato. Hasta ahora los
métodos utilizados para !a cromatograffia de Intercamblo ISnico en solventes orgf-
nicos se basaban en la elucién con un gradiente de acetato aménico (35, 38, 135,
136) o con n-butanol-&cido f&rmico (152), El método aqul utilizado se diferencia
de los mencionados porque combina 1a presencia de un i6n que sustituye en la resi-
na a los grupos cargados de la protefna al mismo tiempo que interaceiona con esta,
facilitando la elucibn,

El uso de la electroforesis en geles de SDS=poliacrilamida permitié
identificar el contenido de las fracciones obtenidas, en 10 que se refiere a su
composicién pollipeptidica. La banda mejor caracterizada fue \a de 39 KDalton, prac-
ticamente la Gnica que compone la fraccién | (figura 16). Otro polipéptido que es
tamblén mayoritario en el extracto Inicial, y cuyo peso molecular es de 42 KDalton,
se encuentra localizado preferentemente en las fracciones it y iil .Las bandas de
peso molecular mas alto también se encuentran en estas fracciones, sobre todo en
la fraccién 1), Estas proteinas serTan las menos hidr§fobas, ya que son las que

mas se retienen en la columna. Este hecho se confirm§ mas tarde al comprobar su
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solubllidad en solventes acuosos despuls de haber sido precipitadas con eter-eta-
nol del extracto organico total.

Es digno de mencién el que constatemente se encontrara un incremento en
ia movilidad de las protefnas después de delipidar por precipitacién con eter-eta-
nol. Por otra parte, si no se eliminaban los Ifpidos la resolucién era notable-
mente peor, aunque se detectaban las mismas bandas que en los proteolfpidos deli-
pldados. Al producirse la precipitacién debe haber un cambio de conformacidn que
provoque esta diferencla, También podrfa ser debido al diferente contenido 1ipT-
dico y/o a una diferente unién de SDS (131, 153-155). Una combinacién de las cau-

sas cltadas quizds provocarfa este comportamiento anémalo.

7. UNION DE LIGANDO COLINERGICOS.

Tratando de identificar como posibles receptores de la acetilcolina los
proteolTpidos alslados y purificados de la electroplaca de Torpedo, se hicieron
diversos estudlos sobre la unidn de varlos agentes colinfrgicos.

Sin embargo, antes de entrar a discutir los resultados obtenidos, ha-
brfa que hacer determinadas consideraciones. En primer lugar es necesario estable-
cer la validez de los estudfos de unién de ligandos en un medio orgdnico.

Los receptores de membrana, como protefnas intrfnsecas que son, mantie-
nen dos dominlos de interaccién mas o menos bien diferenciados. Se da una interaccidn
por fuerzas hidréfobas, producida meramente por la exclusi6n de toda molécula po-
lar, y una interacci8n con el medio acuoso exterior e Interior de la cé&lula, y en
que 15gicamente deben predominar las Interacciones de tipo i6nico. LEn cusl de di-
chos dominlos se produce la formaci8n del complejo ligando~receptor? Es 18gico e
inmediato que la interaccidn Inicial ocurra en la zona que podrfamos |lamar hi-
dr8fita, puesto que el neurotransmisor proviene del exterior celular. Pero si esto

ocurre en un primer paso, no significa que posteriormente no entren en jueqo otro
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tipo de fuerzas, ya que el sitio activo (operacionalmente definido como la verda-
dera zona de Interaccidn que provoca un determinado efecto, traducido en una trans-
locacién de iones a través de la membrana) podrfa situarse a un nivel mas “pro-
fundo" de la molé&cula, donde las interacclones hidr6fobas podrfan tener un impor-
tante papel. De aquf que, aunque sean las interacciones de tipo polar las prin-
cipales a tener en cuenta, podrfs ocurrir que no fueran las dnicas pars el man-
tenimiento ( @ un nive! operacional) del complejo 1igando-receptor. Desgracisda~
mente, al producirse estos procesos a enormes velocidades, no se han podido dis~
criminar con suficiente exactitud; no obstante son grandes los esfuerzos que se res~
lizan en tal sentido (156). Al menos, si no hay pruebas directas de lo que se ace-
ba de decir, si hay pruebas indirectas de que las interacciones del receptor con
clertos 1fpldos (157, 190, 191) y mas concretamente con una clerta zona o hslo muy
cercano al receptor pueden ser importantes (358,159) en su funcionalidad. S| como
en este caso concreto, la proteflna esta en un medio orgénico, mucho menos polar
que el acuoso, es 156gico que algunas de estas interacciones tengan ain mas impor-
tancia para el mantenimiento de) complejo 1igando-receptor. Ademfs, las interac~
ciones protefna-1fpido estan bastante mas preservadas que cuando la protefna estd
disuelta en un medio acuoso con detergente. Y de hecho son claras las diferenclas
de comportamiento del receptor en su smbiente propio-de la membrana y fueras del
mismo, cuando el detergente sustituye a los 1Tpidos en la estabilizacién de la mo-
lécula proteica en un medio que no es el suyo propio (160).

Tal y como ya se discutiS a) hablar de la cromatograffa de intercamblo
i6nico en medios orgénicos, la Interaccién i6n-16n y otras Interacciones entre es-
pecies polares poseen mas energfa cuanto menor es la polaridad del medio. En efecto,
en un medio acuoso una protefna globular tiene un gran nimero de cargas negativas
y positivas situadas en la Interfase que contacta con la adyacente capa de agua, Es-

ta capa de hidrataciSn representa agua estructurada e inmovilizada por puentes de
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hidr8geno a los grupos polares de 1a protelfna. La presencia de un disolvente no
polar, por ejemplo un hidrocarburo, produce un efecto de ordenamiento, incremen~
t&ndose las fuerzas por puentes de hidrSgeno. En este caso las dos superficies
hidefSbicas evitan 1a capa de agua, creSndose Sreas hidrofébicas que fortalecen
las ya de por si poderosas interacclones polares. Esta combinacién de Sreas po-
lares y apolares proporclonsrfa una fuerza de conduccl8n considerable para la
onién de) ligando (161).

Hay que Indicar que, si bien las fuerzas hidr§fobas son fundamentalmen-
te importantes en la asoclacifn de moléculas alifSticas o aromiticas con protef-
nas, resultando esenciales en las Interaccliones |igando-receptor, también pueden
dar lugar a un aumento de las Interacciones Inespeclficas. Por ello son de enorme
importancia las pruebas de control que garanticen la especificlidad de la unién que
se estd estudiando.

En resumen, los estudios realizados en medios orgénicos por si solos no
darfan una completa idea sobre el proceso de uniSn especlfica del ligando al re-
ceptor, lo mismo que ocurre con los estudios realizados en medios acuosos. Son
aspectos parcilales de un mismo proceso y cuya complementacisn parece evidente,

Otra de las consideraciones que habrfa que hacer es si realmente estas
protefnas alsladas por medio de disolventes orgénicos son receptores colinérgi-
cos farmacol8gicos. A pesar de que se han conseguido extraer en forms activa de
muchos y variados tejlidos tales como tejido cerebral (162), tejido eléctrico de
Electrophorus y Torpedo (63, 163), misculo de diafragma (164,165), misculo intes~
tinal bovino (166), Insectos (167, 168) y misculo sGleo y gastrocnemio de rata
(169), se ha puesto en duda que el receptor aistado en'soluciones acuosas con deter-
gente colncide con el proteolfpido receptor (170). Las diferencias observadas se
basaban sobre todo, en la falta de reaccin InmunolSgica entre los receptores ais-

lados por ambos métodos. Sin embargo, como ha sido sefalado por Taylor (14), el
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método usado por estos autores, y que Incluye la precipitacién del proteo)fpido
con eter, no es el mas conveniente, porque este podrfa no ser elufdo 'de las co-
lumnas de Sephadex LH-20 usadas para su fracclonamiento., De esta forma el mate-
rial elufdo no reaccionarfa con suero anti-receptor ya que no contendrfla realmen-
te el proteolfpido receptor. Alguna consideracién adiclonal se hard despufs de
comentar los resultados de unién de ligandos colinérgicos.

La unién de (3H)-acetllcollna se examind en un extracto total de 8r-
gano eléctrico y en las fracciones obtenidas en la cromatograf{a de DEAE-celulosa.
La mixima unidn se produjo en la fraccidn |, mientras que las fracciones Il y i1}
presentaron menor actividad especffica que incluso el extracto Iniclal, Sin em= *
bargo,hay que tener en cuenta que en este extracto iniclal la inhibici8n produci~
da por acetllcolina frfa fue bastante Inferior a la obtenida en las fracciones,
Considerando los valores obtenidos habrfa una purificacién del receptor de unas
cuatro veces en la fracciSn | respecto al extracto Inicial. Se han reportado va-
lores muy similares para el receptor purificado por cromatograffa de afinided (171);
mientras que hay diferencias en relaci8n con el proteolfpido aistado de misculo{i4),

Otra de las diferenclas observadas entre las diferentes fracclones fue
su elucién en las columnas de Sephadex LH-20, con las que se separ8 el 1igando
unido de! libre. Si en el caso de la fraccidn | y del extracto inicla) era el se-
gundo pico e) que contenfa la mExima actividad especlfica, en las fracciones esto
sucedfa s810 con el primer pico. Estas diferencias podrfan explicarse por el di-
ferente contenido proteico y lipfdico. Las fracciones 1! y 111 estaban mucho mes
delipldadas que la fracclén |, y es sabido que los 1fpidos juegan un papel impor-
tante en el fraccionamlento con Sephadex LH-20, ya que ademis de la mera filtra-
cién en gel hay que tener en cuenta fenSmenos tales como la adsorcién.

El receptor purificado de la fracci8n | pareceria tener naturaleza ni-

cotfnica, ya que Ja méxIma Inhibicién de la unién de (3H) -acetilicol ina fue conse-
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‘ guida con ligandos como la «~bungarotoxina, acetilcolina y d-tubocurarina, Por el
contrario, la Inhibicién prodicida por ligandos de naturaleza muscarfnica, tales
como atropina y oxotremorina fue mucho mas baja, Hay que Indicar que en presencia
de un ligando, ya fuera nicotfnico o muscarfnico, ocurrié que se obtenfa una
gran cantidad de radiactividad en el primer pico. Esta radliactividad es claro que
no [ba unida especfficamente al receptor, puesto que en ausencla del ligando era
mucho menor. Una posibilidad es que se tratara de (3n)-acetilcol ina iibre que en
este caso no quedaba retenida en la columna, Entonces el ligando, en mucha mayor
cantidad que la droga radlactiva, desplazarfa a esta del gel dextrano, provocan-
do sueluci8n al principio de la cromatograffa. Otra posibilidad es que la pre-
sencia de ligando en las concentraciones utilizadas provocara la agregacién del
proteolfpido receptor haciéndole eluir en el primer pldo. Se indicS hace tiempo

(172) que después de la adicién de sulfato de atropina al receptor colinérgico de
corteza cerebral, se producfa un gran incremento en la dispersifn de Rayleigh. Es~

te efecto, que no era especlfico, pues podfa ser producido también por eserina,

anfetamina, dibenzilamina y estricnina (todas ellas aminas bivalentes) seaxplicéd
como un incremento en el tamafio de das partfculas, al unirse simultSneamente dos
moléculas de protefna (173). Un efecto similar se observS cuando la interaccién

protefna~-ligando se estudi8 por polarizacién de fluorescencia (174), por lo que

en este caso podrfa ocurrir algo similar. Sin embargo, aunque ocurri8 con sulfato
de atropina, tamblén se produjo en menor proporcién con el resto de los ligandos
examinados, 8 excepcidn de la o-bungarotoxina. Preclsamente con esta neurotoxl|-
na se observs la mExima Inhibici8n de la unibn de (JH)-acechon, pero el pi-
co que tenfa la droga unida especlficamente ers el primero y no el segundo. Esto
se confirms mas tarde al estudiar la unibn de (3M)- « ~bungarotoxina. En este ca-
so el ligando radiactivo se eluy8 unido especlfficamente al primer pico, y la to-

xina no unida qued§ retenida en su totalidad en la columna. Es obvio que la unién
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de una molécula del tamafio de la of ~bungarotoxina (peso molecular aproximado 8,000

Dalton) a 1a molécula receptora modificd las interacciones de esta‘ con el gel dex-
trano, por 10 que el esquema de elucidén qued§ asf mismo modificado. En cualquier
caso se observS la unidn especifica de 5,2 nmoles d? toxina por mg. de protaina,
que se inhibfa en un 81,3 % a) preincubar con d-tubocurarina,

De todo lo dicho hasta ahora se puede concluir que la fracciSn | alslada
por cromatografia en DEAE~celulosa de un extracto proteolipldico de la electropla~
ca de Torpedo tiena las caracterlsticas de un receptor colinérgico de naturaleza
nicotfnica. Este tendrfa posiblemente dos sitios de unidn (figura 17), uno de alta
y otro de baja afinidad. El primer componente serfa de muy alta afinidad (Kd 3 nM,
Bmay 0,142 nmoles / mg protefna) si se compara con otros valores obtenldos tanto
en el receptor aislado por medio de detergentes (171, 175, 176) como en solventes
orgdnicos (64), pero en estos casos el proceso de purificacién fue muy distinto
del que aqul se ha utilizado. AdemSs en el caso del proteolTpido no se habfan en-
sayado hasta ahora concentraciones tan bajas de (34)-acetlicolina, con lo que el
hallazgo de un sitio de alta afinidad era m8s dificil, E! componente de baja afl-

nidad presentd similares constantes que Jas reportadas en anteriores estudlos.

8. MARCAJE CON (3H)-MPTA,

Karlin estudié el efecto de una serie de derivados de la maleimida so~
bre la electroplace aislada (177). Uno de ellos, el loduro de 4-(N-maleimida)-fe~
niltrimetilamonio tenfa una considerable afinidad por el sitlo activo del receptor.
Debido a esto, el receptor reducido era alqulilado a una velocidad 4700 veces ma-
yor que la N-etlimaleimida. Se estimd que el grupo disulfuro que se reduce y alquila
ests a 10~-12 A del sitio anidnico de! receptor que une el grupo smonio cuaternario.
Presumiblemente es este el grupo -SH que,en su estado oxidado, es el responsable

de 1a unidén cooperativa de acetlilicolina, ya que reactivos que lo reducen disminu-



103

yen la afinidad y eliminan la sigmoicidad de la curva (178).

Posteriormente se observ8 que el MPTA, dado que se une covalentemente al
sitio activo del receptor con bastante especificidad, podfa considerarse como un
marcador especffico de la cadena polipeptfdica que contiene el sitio de unién de
acetilcolina, Y en efecto, resultd que una molécula de peso molecular 40 KDalton se
marcaba especificamente con (3H)-MPTA (80, 83, 179).

En el caso que aqul se discute se llevS a cabo el marcaje con (JH)-MPTA
de los proteollplidos precipltados con eter-etanol. Despu€s de ser separados por
DEAE-celulosa se observ8 por electroforesjs en geles de SDS-poliacrilamida que la
banda mayoritariamente marcada era la Gnlc; presente en la fraccién | (figura 19),
1o que confirm8 los resultados anteriores de que era aquf donde se locallzaba el
sitio de unidn de acetilcolina. E! peso molecular de dicha banda ya se indicé que
era de 39 KDalton, aunque disminufa al delipidarse, Este marcaje se podfa inhibir
en parte, al ser ocupado el sitio activo por la oc-bungarotoxina, Sin embargo, al
marcar con (3)-MPTA los proteollpidos precipitados previamente incubados con la to-
xina, 1a inhibicidn no era total, No obstante se hizo electroforesis de los mis~
mos para ver si la banda de 39,000 se segufa marcando a pesar del bloqueo de la
o ~bungarotoxina y se observd que en este caso no habfa mas radiactividad en la
banda que en el resto del gel, S6lo se detectS una sublda de radiactividad en el
final del gel, debido a que posiblemente el (3H) -MPTA reaccion§ con clertos |fpidos
residuales,

Si no hablfa reduccidn previa con ditiotreitol el marcaje disminufa consi-
derablemente, pero no en su totalidad. Tanto en este caso como en el anterior, e)
que no se de una inhibicidn total del marcaje podrfa deberse a que, al! producirse
la precipltacibn, el proteollpido receptor cambia su conformacibn y se plerde al-
go de especificidad, marc8ndose otros sitios que enmascararfan el marcaje del si-
tio activo, Este mismo efecto serfa producido por la presencia de otras molé&culas

proteo) ipldicas que no contienen el sitio de unidn de acetilcolina,
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Hay que Indicar, antes de terminar esta discusidn, que si bien hay bastantes hechos
que demuestran que esta molécula ailslada en la fraccidn | puede ser considerada re-
ceptor colindrgico, hay una discrepancia al compararia con el receptor alslado por
medio de detergentes: su composicifn de aminoScidos. Mientras que el porcentaje de
aminodcldos hidréfobos de la fracciSn | es mayor que @) del receptor purificado

por afinidad cromatogrifica (78, 171, 180, 181) este parece contener una mayor pro-
porcibn de amincScidos acfdicos. Ante esto se podrfa penser que quiz§s en esta
molécula proteolipfdica falte una porcidn, que serfa la mas hldréfila, y que se
escinde de) resto a 1o largo del proceso de purificacibn., Otra explicacibn & ceca
de las pruebas inmunoldgicas anteriormente citadas (170) podrfa ser que este fragmen- ‘.
to hidrSfilo fuera el regponsable principal de ia reaccibn inmunoibgica, y al es-
cindirse provoca que esta no se produzca de forma apreciable, Mas reclentementa es-
te problema fue reexaminado usando un mé.t:odo que incluye radioinmunoensayo, y ex-
perimentos preliminares presentaron una falta de reactividad cruzada entre los re~
ceptores aislados por ambos métodos (183)., Quizés resulte mas uti) la comparacidn
inmunol8gica de las dos protefnas después de su separacién por electroforesis en
geles de SDS-poliacrilamida, ye que en este caso los dos polipéptidos estarfan

desnaturalizados de forma similar,

9. ESTUDIOS SOBRE GRUPOS SULFHIORILO Y DISULFURO,

Ests bien establecido que los grupos sulfhidrilo son importantes en la
excitablilidad de la electroplaca in vivo (178). Tambi&n se ha observado {184) que
el proteolfpido colinérgico de Electrophorus Incorporado en membranas artificiales
se hace insensible a la acetilcolina cuando todos los grupos -SH se bloquean con
N-etilmaleimida. Suarez-lsla y Hucho (92) han considerado la importancia de la reac~
tividad de los grupos -SH como Indicador de camblos conformacionales en el receptor,

Y asf, bajo la accidn de ligandos colinérglicos se reduce el nimero de grupos -SH en
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la membrana de la electroplaca de Torpedo. Por todos estos hechos y alqunos mas
(185) cltados anteriormente, se crey$ de interés realizar algunos estudlos sobre
el contenido de grupos =SH y =5S- en los proteolfpidos de la electroplaca de Tor-
pedo.

E} marcaje de los proteolfpidos totales con 4cido lodo(3H)acético mos-
tr§ que solo 1/3 del total de grupos -SH estaba en estado reducido (tabla 15).
El resto estaba formando puentes -5S, 1a mayorfa de ellos intermoleculares, pues-
to que el esquema electnforético no variaba apreciablemente en presencia o ausen-
cia de ditiotreitol, Sin embargo donde si se observd fue en la fraccl8n de proteo-
1Tpidos solubllizados en medio acuoso sin detergente, Asl por ejemplo es claro que
1a banda b (figura 20), de peso molecular 30 KDalton, es un dimero de la banda a,
cuyo peso molecular es 15 KDalton. En la formacidn de este dimero intervienen los
grupos =S$S- , ya que al reducir los mismos el dimero desaparece, y aumenta la ban-
da a, Habrfa un equilibrio en el que la formaciSn del dimero estaria favoreclda.
La existencia de una banda de menor importancia, de &5 Kdalton de peso molecular,
indicarfa la presencia de un trfmero, pero su formacién puede que sea simplemente
por asociaciSn de grupos ~SH libres, y no especffica, ya que solo se observs en
asusencia de N-etlimaleimida, es decir, cuando los grupos ~SH estaban sin bloquear,
La formaciSn de las bandas ¢ y d no es tan fScil de explicar. Se observan al rom-
per los grupos -5S-, pero no parecen proceder de otras de masyor peso molecular,
ya que no se detectaron cadenas pol ipeptfdicas mayores. Se ha visto que a partir de
dos cadenas § del receptor de acetilcolina se formaba un dfmero de peso molecu~
tar 130,000 Dalton (78, 91, 93). Sin embargo, en el caso de los proteolipidos no
fue posible detectar esta molScula de mayor peso molecular, cuando desaparecfan las
bandas de 64,000 y 58,000 Dalton. La iunica posibilidad para explicar la aparicién
de estas bandas es que procedan de las de menor peso molecular y se formen por

agregacion de carécter hidréfobo., Al romperse los grupos -SS- que mantienen la con-
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formacifn de las bandas a y b habrfa cambios conformacionales en que las interac-
clones hidréfobas quedarfan favorecidas, En cuanto a la funcién de estas moléculas
nada es posible decir por el momento. Sin embargo es |lamativo el hecho de que s¢
solubilicen con CM 2:1 y posteriormente sean solubles en medios acuosos, lo que
hace pensar que por una parte mantienen interacciones con los lfpldos de la bica~
pa (y por eso son extrafdas como proteclfpidas) y por otra tienen la .capacidad de
adoptar una conformacidn cuya superficie externa es hidrSfila y similar a la de
las proteinas globulares comunes.

Sobel et al. (83) encontraron un polip&ptido de 43 KDalton que se mar-
caba muy apreciablemente con &cido lodo('“c)acétlco. Baséndose en esta y otras
propiedades sugirieron que podrfa actuar como ion8foro en 1a membrana de la alec-
troplaca. Mas tarde se vi8 que la unién covalente de un derivado de la procafna,
un anestésico local, se producTa preferentementa en este polipéptido (186). Sin
embargo, fragmentos subsinfpticos purificados y extraldos con NaOH no contenfan

dicho polipéptido, ain cuando las membranas postsinSpticas tratadas con flcali as-
taban funcionalmente intactas, ya que la cinética de unién de (3H)-acetilicolina no

se alters, asf como la salida de i6n Nat estimulada por carbamilcolina (187) , En
el caso de los proteolfpidos, el marcaje con &cido iodo(3H)acdtico fue mas alto en
la fraccién 11 (46 %) que en 1a | (29 %) y en 1a 111 (25 %). En 1a fraccién !l pre-
dominaba el polipéptido de 42 KDalton, y por electroforesis se demostré que el
mayor pico de radiactividad colncidfa con esta banda., Otra similaridad con la ban~
da de 43 KDalton de Sobel et al. (83) es 1a composicién de aminoScidos. Aunque la
fraccidn 11 es mas hidr8foba, no hay que olvidar que se encuentran otras protefnas
ademfs de la que tiene 42.000 de peso molecular. Por tanto, y a pesar de las discre-
pancias y polémica exlstentégf&zz)poslble que la funcién de este proteolfpido fue-
ra la de canal ISnico, aunque esto necesitarfa posteriores estudios con marcadores
especificos de) lon6foro, cuyo uso cada vez es mas corriente (192-200).

Chang y Bock (74) observaron una alta concentracidn de grupos =-SH en el
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receptor colinérgico alslado por cromatograffa de afinidad de )a electroplaca de
Torpedo extrafda con detergentes. En presencia de | mM Caz*, tratamiento que, al
parecer, incrementa la actividad de los grupos -SH, se encontraron 34 nmoles de
grupos -SH/mg protefna. En ia fraccién Il de 1a cromatograffa de DEAE~celulosa el
contenido fue de 36,7 nmoles / mg de protefna, es decir, mas alto que el encontrado
por los menclonados autores. Sin embargo, en la fraccién i, la cua) contiene el si-
tio de unién de ligandos colinérgicos, el contenido de grupos -SH fue definidamen-
te mas bajo, Por los resultados obtenidos es claro que los polipéptidos que compo-
nen las fracclones | y || juegan diferentes funciones en la membrana. Algunas

de ellas han sido aquf puestas de manifiesto, sobre todo en 1o que se refiere al
receptor de acetilcolina, mientras que otras es indudable que necesitarin una pos-

terior investigacién,
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Los estudios aqul presentados persegufan diversos objetivos:
1) El desarrollo de técnicas de estudio de los proteolfpidos. La ausencia de dichas
técnicas, debido a las particulares caracter{sticas de estas moléculas, no ha per-
mitido hasta el momento un completo conocimiento de c8mo funcionan las mismas en
las membranas celulares.
2) El estudio de dos proteolfpidos de membranas mielfnica y no mielfnica, para mos-
trar que, si blen puede haber relaciones entre ellos en lo que a propledades fisi-
co-quimicas se reflere, 1as funciones que pueden desempedar son muy diversas, Al
mismo tiempo, y como es 18gico, se han intentado determinar ciertas caracter{sti-
cas qufmicas y funcionales que hasta el momento no se habfan evaluado satisfacto-
riamente.

Por ello se puede concluir:

1. La purificacibn de 1a mielina fue seguida por microscopfa electrénica y por
electroforesis. en geles de 5DS-poliacrilamida, comproblndose que el material utiti-

zado era suficientemente puro para los posteriores trabajos.

2. Se desarroll8 un método de purificacidn del proteoifpido de mielina sencillo y
répido. La cromatograffa en DEAE-celulosa de un extracto proteol ipfdico total de
la mielina permiti8:

A) Evitar tratamientos previos de 1a mielina con el fln de purificar el proteo-
1fpido.

B) RetenciSn en la columna de 1a protefna b&sica, principal y constante conta-
minante de las preparaciones de proteolfpido.

C) ObtenciSn de una fraccién de proteolfpido purificado (segin andlisis de ami-

noScides y geles de SDS-poliacrilamida),
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3. E) uso de un procedimiento de adsorciSn-desadsorcién del extracto total a la re-
sina permit{8 aumentar el rendimiento de proteolfpido purificado, conservindose las

ventajas del fracclonamiento por columna,

4. Por un mEtodo nuevo se consigulS la transferencla del proteo)fpido purificado
desde el disolvente orgénico a un medio acuoso con detergente, De este forma pudo
aplicarse la electroforesis en geles de SDS-poliacrilamids con la seguridad de que

todos los componentes proteolipfdicos serfan anallzados.

5. Por electroforesis, tanto a pH neutro como bisico, se observS una sola banda en
la fraccién de proteolfpido purificado, sugiriendo la existencla de una sola cede-
na polipeptfdica cuyo peso molecular sa calcul8 entre 20-23 KDalton, segin el sis~

tema utilizado.

6. El anSlisis de aminodcidos di8§ resultados similares a los obtenidos para el pro-
teolTpido purificado por métodos mas laboriosos, 1o que indicarfa que se trata de

la misma molécula.

7. Para el proteclfpido purificado s8lo se encontr8 un aminoicldo N-terminal:alani-

na. Serfa otra prueba a favor de la existencia de una sola cadena polipeptfdica.

8. Los mapas peptfdicos sugerfan la presencia de zonas poco accesibles a la accién
proteolftica., Quizds se deba a ia formaci8n de complejos !fpido-protefna y/o protefl-
na-protefna con lo que quedan protegidas ciertas zonas del proteolfpldo. Esto habla

en favor de la establlidad de! proteolfpido en la membrana

9, La incorporacidn del proteolfpido purificado a 1iposomas de fosfatidiicolina
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puso mas en evidencia su naturaleza de protefna Intrfnseca de membrana ya sugerida
por algunos de los resultados anteriores. En efecto, un buen porcentaje de protefna

pasaba a mantener interacciones de apreclable magnitud y principaimente de tipo hi-
dréfobo, con los 1fpidos de las vesfculas.

10, A diferencia de lo que sucede con otras protefnas intrfnsecas, tales como los
proteol fpidos de la electroplaca de Torpedo, la IncorporaciSn del proteolTpido de
ia mielina no Indujo camblos aprecliables en las propiedades de las bicapas de fos-

folfpidos . S| bien serfa posible que el empaquetamiento de las cabezas polares de

los fosfolfpidos sufriera 1igeras modificaciones, 1a fluidez de 1a bicapa, medida

por la permeabilidad a pequefias mol&culas, no pareci§ alterarse.

En suma, es muy posible que el proteolfpido se halle implicado en e! mantenimiento

de la estructura multilamelar de la mielina como un componente esencialmente es-
tructural estabil{zante,

Los estudios posteriores tuvieron por objeto caracterlizar qufimica y fun-
clonalmente los proteolfpidos de Torpedo, que incorporados en vesfculas de fosfa-

tidilcolina se comportaron de forma muy distinta que el proteolfpido de mielina,

11. Los proteolTpidos de la electroplaca de Torpedo se fraccionaron por cromato-
terizaron,

graff{a en DEAE-celulosa utilizando en su elucién el iSn hidrofSbico p-toluensul-

fonato. Este nuevo método permitid la obtenci8n de tres fracciones que se carac-

OrEan™
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taje mayor de aminofcidos con carga; por esto interacclonaron mas fuerte con la

DEAE-celulosa y fueron elufdos con el gradiente de p-toluensulfonato,

13. Aunque los proteolfpidos de la electroplaca se hablan estudlado anteriormen=
te, nunca se habla averiguado su composicién polipeptldica. Por electroforesis en
geles de SDS-poliacrilamida se observd que la fracci8n | posefa mayoritariamente
una banda de 39.000 Dalton., En las fracciones 11 y |ii predominaba un pol ipéptido

de 42,000 Dalton y otros de mayor peso molecular,

th, Las tres fracclones se diferenciaron también por su capacidad de unién de 1i-
gandos colinérgicos. La mExima unién de (%)-acetllco!lm y (3H)-0(-bnngarotoxlm
se produjo en la fracclén |, Las fracciones (| y 1! unfan estos 1igandos en mu-

cha menor proporcidn.

15, El sitio de unidn de (3H)-acetllcollna de la fraccién | se bloque8 preferenta-~
mente con llgandos nicotTnicos mas que muscarfnicos 1o que sugerfa que el posible
receptor de la fraccién | era de naturaleza nicotfnica, Este tenfa dos componentes

de unidn , una de muy alta afinidad y otrs de menor afinidad,

16. El reactivo de afinidad cloruro de h-(N-maleimido)fenii(3H)trimetilamonio se
ha visto que se une a un grupo muy cercano al sitio de uniSn de (3n) -acetilcolina,
Solo el proteolfpido de 39,000 Dalton de la fracciSn | se marcS especlficamente
con este reactivo, confirmando que era esta cadena polipeptidica la que contenfa

el sitio de unidn de (3N)-acetllAcoHna. Asl pues, podrfa afirmarse que este proteo-

1fpido de 1a electroplaca esté implicado en el complejo receptor de acetilcolina,

17. En los proteolpidos totales el nimero de grupos -SH libres sra aproximada-

mente la mitad del de grupos -SH formando puentes disulfuro. Estos GGltimos eran
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mayor itarlamente intramoleculares, a excepcidn de los de un proteolipldo de peso
molecular 15,000 Dalton, posteriormente soluble soluble en soluciones acuosas de
moderada fuerza idnica. En este caso la asociacidn de dos moléculas de 15.000 Dal-~

ton dabs lugar especificamente a la formacién de una de 30.000 Dalton.

18, E! marcaje con Scido Iodo(sﬁ)acétlco puso en evidencia que el polipéptido de
42,000 Dalton tenfa un contenido alto de grupos -SH. Aunque ta funcibn de este
proteolfpido no fue aclarada, es posible que esté implicado en funciones de trans-

porte a través de la membrana.

En resumen, de los objetivos enumerados al principio se ha conseguido:
A) Desarrollar una metodologfa que podr§ ser (itil para el estudio de otros proteoli-
pidos.
B) Discernir, al menos parcialmente, la funcién de dos proteolfpidos de membranas
mielfnica y no mlielfnica, poniendo en evidencia que:
C) A pesar de posibles semejanzas quimico-estructurales, este tipo de protefnas

puede ejercer funciones muy distintas y varladas en las membranas,



M4

BIBLIOGRAFIA



i,

2,

3.
L
5.
6.
7.
8,
9.
10,
1",
12,

13.
14,
15,

16.
17.
18,

19.
20,
21,
22,

23,

115

Fourcans, B, y Jain, M.K, (1974) Adv, Lip. Res. 12, 147,

Singer, S.J. (1971) En “Membrane Structure and Function' (Ed. L.!.Rothfield)
Ac, Press, New York,

Guidottd, 6. (1972) Ann. Rev. Biochem. 41, 731.

Lenard, J., vy Singer, S.J. (1966) Proc. Nat. Acad, Sci. U.S.A. 56, 1828,
Wallach, D.F.H., y Zahler, P.H., (1966) Proc. Nat, Acad. Scf. U.S.A. 56,1552,
Gennls, R.B., y Jonas, A, (1977) Ann. Rev. Blophys, Bloeng. 6, 195,

Tanford, C. (1973) €n "The Hydrophobic Effect' J, Wiley and son, New York.
Tanford, C. (1978) Science 200, 1012,

fFolch, J., y Lees, M, {1951) J.Biol. Chem, 191, 807,

Folch, 4., y Stoffyn, P,J. (1972) Ann. New York Acad. Sci. 195, 86.
Ishitani, 0. (1977) Experientia 33, 932.

De Robertis, €., Fiszer, S.,Pasquini, J.M., y Soto, E.F, (1969) J.Neurobiol.
1,41,

Fiszer, S., y De Robertis, E, (1976) J.Neurochem. 9, 153,

Taylor, R.F. (1978) J.Neurochem. 31, 1199,

De Robertis, E. (1975) En “Synaptic Receptors" (Ed. W.F,Bousquet) Dekker,
New York,

Kadembach, B., y Hadvary, P, (1973) Eur. J. Blochem. 32, 343,

Burke, J.P., y Beattie, D,S. (1973) Blochem, Biophys. Res. Commun. 5t, 349.
Kuzela, S., Kolarov, J., y Krempasky, V. (1973) Biochem. Biophys. Res. Commun.
54, 9,

Autilio, L.A,, Norton, W.T., y Terry; R.D. (1964) J.Neurochem. 11, 17.

Lees, M.B, (1966) J.Neurochem, 13, 1407,

Bretscher, M.5. (1971) J.Mol. Bial. 59, 531.

Mueller, T.J., y Morrison, M. (1974) J.Biol. Chem, 249, 7567.

Redman, C.M. (1972) Biochim.Blophys. Acta. 282, 123.



24,

25.
26,
27,
28,

29,

30.

3.

32,

33.

34,
35.

36,
37.
38,
39.
ho.
L1

42,

116

Cattel, K.J., Knight, 1.G., Lindop, C.R., y Beechey, R.B. (1970) Biochem, 4.
17, 1011,

Patel, L., y Kaback, H,R. (1976) Biochemistry 15, 2741,

Guerin, M., y Naplas, C. (1978) Biochemistry 17, 2510.

Stoffyn, P., y Folch J. (1971) Blochem., Biophys. Res. Commun, 44, 157.
Gagnon, J., Finch, P.R,, Wood, D.D., y Moscarello, M.A. (1971) Blochemistry
10, 4756.

Mc Lennan,D.H., Yip, C.C., tles, G.H,, y Seeman, P. (1973) Cold, Spring Har-
bor Symp, Quant. Blol. 33, 469,

Demel, R.A., London, Y., Geurts van Kessel, W.5.M,, Vosserberg, F.G.A., y
Van Deenen,L.L.M. (1973) Biochim. Biophys. Acta 311, 507,

tondon, Y., Demel, R.A,, Geurts van Kessel, W,5.M,, Vosserberg, F.G.A., y
Van Deenen, L.L.M. (1973) Biochim. Biophys. Acta 311, 520,

Demel, R.A,, London, Y., Vosserberg, F.G.A., Zshler, P,, y Van Deenen, L,.L.N.
(1974) Biochim, Blophys. Acta 332, 69.

Schlleper.-P.H.. y De Robertis, E. (1977) Biochem. Biophys. Res. Commun, 75,
886.

Kurihara, T., Nishizawa, Y., y Takahashi, ¥, (1977) Biochem. J, 16, 135.
Altendorf, K,, Lukas, M,, Kohl, B,, Muller, C.R., y Sanderman, H, (1977)

J. Supramol, Struct. 6, 229,

Soto, E.F., Pasquini, J.M., y La Torre, J.L., (1969) J.Chromatog. 41, %00,
Mokrasch, L.C. (1967) Life Sci. 6, 1905.

Sanderman, H., y Strominger, J.L. (1972) J.Blol. Chem. 247, 5123,

Curtis, P.J. (1969) Biochim. Blophys. Acta 194, 513,

Monreal J. (1976) Biochim. Blophys. Acta 427, 15,

Hill, E.E., Husband, S.D.R,, y Lands W.E.M, (1968) J.Biol. Chem, 243, Lhko,

Prottey, C., y Ballow, C.E. (1968) J.Biol. Chem. 243, 6196,



'.3.

W,
bS.

&6,

b7.

18,

b9,
50,
5t,
52,

53.
Sk,
55.
56.

57.

59.
60,

117

Rouser, G., Kritchewsky, G,, Yamamoto, A,, Simon, G., Gall(, C.,, y Baumman, A.J.
(1969) Met. Enzymol. 14, 272.

Scandella, C,4., y Kornberg, A, {1971) Biochemistry 18, Lu47,

Agrawal, H.C., Hartman, B,R., Shearer, W,T,, y Margolis, F.L, (1977) J. Neuro-
chem. 28, 495,

¥Wood, D.D., Gagnon, J., Finch, P.R., y Moscarello, M.A. (1971) Amer. Soc. Neu-
rochem. Transactions 2, 1, 117,

Curatolo, W.J., Sekura, J.D., Small, D.M., y Shipley, G.G. {1977) Biochemistry
16, 2313,

Papahadjopoulos, D., Vail, W.J,, y Moscerello, M.A. (1975) J. Membrane Biol 22,
143,

Pinto da Silva, P,, y Miller, R.G. (1975) Proc. Nat. Acad, Sci. U.S.A, 72,4046,
Feinstein, M.B,, y Felsenfeld, H. (1975) Blochemistry 14, 3049,

Cockle, S.A., Epand, R.M,, y Moscarello, M.A. (1978) Biochemistry 17, 630,
Curatolo, W,, Verma, S.P., Sakura, J.D., Small, D.M., Shipley, G.G., and Wal~
Tach 0.F.H. (1978) Blochemistry 17, 1802,

Lippert, J.L., y Peticolas, W.L. (1971) Proc. Nat.Acad.Sci, VU.S5.A. 68, 1572,
Verma, S.P., y Wallach, D.F.M, (1976) Blochim. Biophys. Acta 426, 616,

Spiker, R,C., y Levin, 1.W, (1975) Biochim, Blophys. Acta 388, 361,

Sator, V., Thomas, J.K., Raftery, M., y Martinez-Carrién, M, (1979) Arch. Bio~-
chem, Biophys, 192, 250,

Sator, V., Gonz8lez-Ros, J.M., Calvo-FernSndez, P,, y Martfnez-Carrién, M,
{1979) Biochemistry 18, 1200,

Karlin, A. (1977) En "Pathogenesis of the Human Muscular Dystrophies (Ed. Row=
land, L.P.) 73, Excerpta Medica, Amsterdam,

Heldmann, T., y Changeux, J.P. (1978) Ann. Rev. Bjochem, 47, 317.

Blederman W. (1898) Electrophysiology Vol. 2 (trans. Welby F,A.) McMillan, Lon-

dres,



61,
62,
63.
64,
65.

66.
67.

69.

70,

n.

71.

73.

7“.
75.

76.

77.

78.

118

Keynes, R.D., y Martins~Ferreira, P. (1953) J.Physiol, 119, 315,

Bennet, M.V.L., Wierzel, M., y Grundfest, H, (1961) J. Gen. Physiol, 449,757,
La Torre, J.L., Lunt, G.S., De Robertis, E. (1970) Proc. Nat. Acad, Sci. USA
65, 716.

De Robertis, E., Lunt, G.S., y La Torre, J.L. (1971) Mol, Pharmacol, 7, 97.
Fiszer de Plazas, S., y De Robertis, E, (1972) Biochim, Biophys. Acta 266,246,
Mustacich, R,V,, y Weber, G, (1978) Proc, Nat. Acad. Scl, U.S.A, 75, 779.
Criado, M., Aguflar, J.S., y De Robertis, E. (1980) Anal. Biochem., (en prensa)
Blanchard, S.G., Quast, U,, Reed, K., Lee, T,, Schimerlik, M.1., Vandien, R,,
Claudio, T., Stracher, C.D,, Moore, H.H,, y Raftery, N, (1979) Blochemistry
18, 1884,

Reynolds, J.A., y Karlin, A, (1978) Biochemistry 17, 2035,

Damle, V.L., y Kartin, A, (1978) Biochemistry 17, 2039,

Weill, C.L., McNamee, M.G,, y Karlin, A, (1974) Blochem, Biophys. Res. Commun,
61, 997.

Raftery, M., Vandlen, R.L,, Reed, K.L., y Lee, T. (1975) Cold Spring Harbor
Symp. Quant. Biol, 40, 193,

Hucho, F., Layer, P., Kiefer, H.R., y Bandini, G. (1976) Proc. Nat, Acad,

Scl. U.S.A. 73, 2624,

Chang, H.W., y Bock, E, (1977) Biochemistry 16, 4513,

Lindstrom, J., Einason, B., y Merlie, J, (1978) Proc. Nat. Acad, Sci, U.S.A.
75, 769.

Reed, K., Vandlen, R., Bode, J,, Duguid, K., y Raftery, M. (1975) Arch. Bio-
chem, Biophys, 167, 138,

Hamilton, S.L., Mclaughlin, M., y Karlin, A. (1977) Biochem, Biophys, Res.
Commun. 79, 692.

Sobel, A,, Weber, M., y Changeux, J.P. (1977) Eur. J. Biochem, 80, 215,



79.
80,

81,
82,
83.

84,

85,
8é.

87.
88,

89.

90.

9.
92,
93.
94,
95.

96.
97.

119

Hucho, F., Bandini, G., y Suarez-ista, B8.A. {1978) Eur. J. Biochem., 83, 335.
Kartin, A,, Weill, C.L., McNamee, M.G,, y Valderrama, R, (1975) Cold Spring
Harbor Symp, Quant. Biol, 40, 203.

Moore, H.H., y Raftery, M. (1979) Biochemistry 18, 1862,

Weiland, G., Frisman, D., y Taylor, P, (1979) Mol, Pharmacol. 15, 213,
Sobel, A., Heidmann, T., Hofler, J., y Changeux, J.P, (1978) Proc. Nat. Acad.
Sct. U.S.A. 75, 510, .

Reiter, M.J,, Cowburn, D.A,, Prives, J.M.,y Karlin, A, (1972) Proc, Nat,
Acad. Sci. U.S.A. 69, 1168,

Karlin, A., y Cowburn, D, (1973) Proc. Nat. Acad, Sci, U,S.A. 70, 3636,
Changeux, J.P., Podleski, T.R., y Wofay, L. (1967) Proc, Nat. Acad, Sci. USA
58, 2063,

Mautner, H,G., y Bartels, S.E. (1970) Proc. Nat. Acad. Sci. U,S,A. 67, 74,
Ruoho, A.E., Kiefer, H,, Roeder, P,, y Singer, S.J. (1973) Proc. Nat. Acad.
Sci. U.S.A. 70, 2567.

Chao, Y., Vandlen, R.L., Raftery, M. (1975) Biochem. Biophys. Res. Commun,
63, 300.

Martfnez-Carridn, M., Sator, V., y Raftery, M. (1975) Biochem. Biophys. Res.
Commun, 65, 129,

Witzeman, V., y Raftery, M. (1978) Biochem. Biophys. Res, Commun, 81, 1025.
Suarez-Isla, B.A., y Hucho, F, (1977) FEBS Lett. 75, 65.

Hamilton, S.L., McLaughlin, M., y Karlin, A. (1979) Biochemistry 18, 155,
Schiebler, W., Lauffer, L., y Hucho, F. (1977) FEBS Lett. 81, 39,

Lowry, OH., Rosebrough, N.,J., Farr, A.L., y Randall, R.J, (1951) J. Biol,
Chem. 193, 265.

Hess, H.H., y Levin, E, (1965) J.Neurochem. 12, 205,

Ames, B.N., y Dubin, D0,T, (1960) J, Biol, Chem, 235, 770,



98,

99.

100,
101,
102,
103.
L
105.
106.
107.

108,

109,
1o,
11,
12,
113,
ALK
115,
16,
nuz.

ns,

19,

120.

120

Trevellan, W.T., y Harrison, J.S. (1952} Biochem. J. 50, 298.

Laemi!, U.K,, y Favre, M, (1973) J.Mol. Blol. 80, 575.

Quarles, R,H,, Everly, J.R., y Brady, R.D. (1973) J. Neurochem, 21, 1177,
Weber, K., y Osborn, M. (1969) J.Biol. Chem. 2bh, 4k06,
Zanetta, P, J., Morgan, J.C., y Gombos, G. (1975) Brain Res. 83, 337.
Segrest, J.P., y Jackson, R.L. (1972) Met. Enzymol, 28, Sk,

Skipski, V.P., Peterson, R.F., y Barclay, M. (1964) Biochem. J. 90, 374,
"Thin layer chromatography* (Ed, E. Stahl) Acad. Press, New York {1965)
Norton, W.T., y Poduslo, S. (1973) J. Neurochem, 21, 743,

Luft, J.H, (1961) J, Biophys, Biochem. Cytol, 9, k09,

Nussbaum, J.L., Rouayrenc, J.F., Jolles, J., Jolles, P., y Mandel, P, {1974)
Biochem, Biophys. Res., Commun., 57, 1240,

Lees, M.B,, y Chan, D.S. (1975) J. Neurochem, 25, 595.

Gray, W.R. (1970) Met. Enzymol. 11, 139,

Hit1, MM, (1974) Biochim. Blophys. Acta 356, 117.

Johnson, S. (1973) Biochim. Biophys. Acta 307, 27.

Nicholls, P., y Miller, N. (1974) Biochim. Blophys. Acta 356, 18k,
Cohen, J.B,, Weber, M., Huchet, M., y Changeux, J.P. (1972) FEBS Lett, 26,43,
Habeeb, A.F.S.A. (1972) Met. Enzymol, 25, 457,

Eliman, G.L. (1959) Arch. Biochem. Biophys. 82, 70,

Fujimoto, K., Roots, B.J., Burton, R.M., y Agrawal, H,C. (1976) Biochim.
Biophys, Acta 426, 659.

Shapira, R,, Mobley, W.C,, Thiele, S.B., Wilielmi, M.R., Wallace, A., y
Kibler, R.F. (1978) J. Neurochem, 30, 735.

Eng, L.F., Chao, C., Gerstl, B., Pratt, B., y Tavaststjerna, M.G. (1968)
Biochemistry 7, 4455,

Abramson, M.B8. (1971) Biochim. Biophys. Acta 225, 167.



12y,

122,

'230
124,
125,

126,

127.
128,
129

130,
131,
132,

133.

134,
135,
136,
137,
138,

139,
140,

1,

12)

Yi, P.M., vy McDonald, R.C. (1973) Chem. Phys. Lipids 11, 114,

Ochoa, E.L.M,, De Carlin, M.C.L., y Pecci Saavedra, J. (1978) Arch. Biochem.
Biophys. 189, 144,

Singer, S.J., y Nicholson, G.L. (1972) Science 175, 720.

Montal, M. (1976) Ann., Rev. Blophys. Bloeng, 5, 119,

Criado, M. (1977) Tesls de Licenciatura, Universidad de Madrid, Facultad de
Clencias Quimicas,

Ricot, C., Nguyen Le T,, Lepetre, M., y Alfsen, A, (1973) Biochim, Bioghys.
Acta 322, 109,

Chan D.S., y Lees, M.B, (1971) Blochemistry 13, 2704,

Boggs, J., y Moscarello, M.A. (1978) Blochim, Blophys, Acta 515, 1,
Agrawal, H.C., Burton, R.M., Fishman, M.A., Mitchell, R.F, y Prensky, A.L,
(1972) J. Neurochem. 19, 2083,

Bridgen, J., y Walker, 1,D. (1976) Blochemistry 15, 792,

Banker, G.A., y Lotman, C.W. (1972) J. Biol. Chem, 247, 5856,

Guengerich, J.P. (1978) J.Blol, Chem, 262, 793).

Lees, M.B,, Sakura, J.D., Sapirstein, V.S.,y Curatolo, W, (1979) Blochim,
Blophys. Acta.

Poduslo, J.F., Everly, J.L., y Quarles, R.H. (1977) J. Neurochem. 28, 977.
Fillingame, R.H. (1976) J. Biol. Chem. 251, 6630,

Altendorf, K. (1977) FEBS Lett, 73, 271.

Wiggins, R.C., Del Valle, U,, Joffe S. (1974) J. Neurochem. 22, 337,
Jolles, J., Schoentgen, F., Jolles, P., Vacher, M., Nicot, C., y Aifsen, A,
(1979) Blochem. Biophys, Res. Commun, 87, 619,

Wood, J.G., Dawson, R.M.C., y Hauser, H. (1974) J, Neurochem. 22, 637.
Chan, D.S. , y Lees, M.B. (1978) J. Neurochem, 30, 983,

Lees, M.B., y Macklin, W.B. (1979) 7th Meeting of the International Soclety

for Neurochemistry. Jerusalem, Abstracts, 447,



142,
w3,
ik,

145,

146,
147,
148,
149,
150.
151,
152,
153.
154,
155.
156,
157,
158,
159,
160,
161,

162,
163,

164,

122

Bangham, A.D,, Standish, M.M., y Watkins J.C, (1965) J. Mol Blol. 13, 238,
Janiak, M.J., Small, D.M., y Shipley, G.G, (1976) Biochemistry 15, 4575,
Yeagle, P.L., Hutton, W.C., Huang, c., y Martin, R.B. (1977) Blochemistry
16, b3h4b,

Kimelberg, H.K., y Papahadjopoulos, D. (1971) Biochim, Biophys, Acta 233,
80s.

Helffrich, F. (1962) En “ion Exchange' Mc Graw Hill Inc. New York,

Gable, R.W,, y Strobe!, H.A, (1956) J. Phys, Chem, 60, 513,

Westernak, T, (1960) Acta Chem, Scand. 14, 1857,

Reichember, D., y Wall, W.F, (1956) J, Chem. Soc. 3364,

Davies, C.W., y Owen, B,D.R, (1956) J, Chem, Soc. 1676,

Katzin, L.i., y Gebert, E. (1953) J. Amer. Chem, Soc. 75, 801,
Sigrist-Nelson, K., y Azzi, A, (1979) Biochem, J. 177, 687,

Tom, S.J., Gogel, G.E., y Loach, P.A. {1977) Biochemistry 16, 877,

Cohen, N,S., Lee, S,, y Brodie, A.F. (1978) J. Supramol. Struct, 8, 111,
Tanford, C., y Reynolds, J.A. (1976) Bfochlm, Biophys. Acta 457, 133,
Barrantes, F.J. (1979) Ann. Rev. Biophys., Bioeng. 8, 287,

Chang, H.M., y Bock, E. (1979) Biochemistry 18, 172,

Marsh, D., y Barrantes, F.J. (1978) Proc. Nat. Acad, Scli. U.5,A, 75, §329,
Axelrod, D., Wight, A,., Webb, W., y Horwitz, A. (1978) Biochemistry 17,3604,
Witzeman, V., y Raftery, M. (1978) Biochemistry 17, 3598.

Triggle, D.J. (1971) "Neurotransmitter Receptor Interactions' Acad. Press
New York.

De Robertis, E., Fiszer, S,, y Soto, E.F. (1967) Science 158, 928,

Fiszer de Plazas, S., y De Robertis, E, (1972) Biochim, Blophys, Acta 27k,
258,

Lunt, G.S., Stefani, E., y De Robertis, E. (1971) J. Neurochem., 18, 1545,



165,

166,
167,
168,
169,
170,

171,
172,

173.

174,
175.

176,

177.

178,

179,

180,

181,
182,

123

Barrantes, F.J., Arbilla, S., Llorente de Carlin, M.C., Y De Robertis, E,
(1975) Blochem. Biophys, Res, Commun. 63, 194,

Ochoa, E.L.M., y De Robertis, E, (1973) Biochim, Biophys. Acta 295,528,
Cattel, K.J., y Oonnellan, J.F, (1972) Biochem. J. 128, 187,

Donnel tan, J.F,, Jewers, P.J., y Cattel, K.J. (1975) J. Neurochem, 25, 623,
Llorente de Carlin, M.C,, y De Robertis, E. (1976) Life Sci. 19, 903.
Barrantes, F.J., Changeux, J.P., Lunt, G.G., y Sobel, A. (1975) Nature 256,
325.

Eldefrawl, M.E., y Eldefrawl, A.T. (1973) Arch. Blochem, Blophys, 159, 362.
De Robertis, E., Gonz§lez-Rodrfguez, J.L., y Teller, D.N, (1969) FEBS Lett,
bk,

Vasquez, C,., Barrantes, F.J., La Torre; J.L., vy De Robertis, E. (1970)

J. Rob. Blol, 82, 221,

Gonzflez-Rodriguez, J,L., y De Robertis, E. (1970) Mol, Pharmacol, 6, 122,
Fu, J.L., Donner, D.B,, Moore, D.E., y Hess, G.P, (1977) Biochemistry 16,
678,

Bulger, J.E., Fu, J.L., Hendy, E.F., Silberstein, R.L., y Hess, G.P. (1977)
Blochemistry 16, 684,

Kariin, A. (1969) J. Gen. Physiol. 54, 245,

Karlin, A., vy Bartels, E. (1966) Blochim. Biophys. Acta 126, 525,

Karlin, A., y Cowburn, D. (197h) En "Neurochemistry of Cholinergic Recep-
tors' (Ed, €. De Robertis y J. Schacht) Raven Press, New York.

Vandlen, R.L., Wu, W.C.S., Eisenach, J.C., y Raftery, M, (1979) Biochemis~
try 18, 1845,

Linstrom, J., Merlle, J,, y Jogeeswaran G, (1979) Blochemistry 18, 4465,
Barkas, 7., Harrison, R,, Lunt, G,G,, y Watson, C.M.J. (1978) Blochem.

Soc. Trans. 6, 636,



183.
184,
185,
186,
187,
188,
189.
190,

191,

192,

193.

194,
195,

196,

197.

198,

199,
200,

124

Barkas, T., De Robertis, E., Harrison, R., y Lunt, G.G.(1980) En prensa.
Reader, T.A., y De Robertls, E, (1974) Blochim. Bliophys. Acta 352, 192,
Moore, H.H., y Raftery, M, (1979) Biochemistry 18, 1907,

Blanchard, $iG., y Raftery, M, (1979) Proc, Nat, Acad, Sci., U,S.A, 76,81,
Neubig, R.R., Krodel, E.K., Boyd, N.D., y Cohen, J.B. (1979) Proc. Nat,
Acad. Scl, U.S.A, 76, 630,

Sobel, A., Heidmann, T,, y Changeux, J.P. (1979) FEBS Lett. 105, 181,
Blanchard, S.G., y Raftery, M. (1979) Biochem. Bfophys. Res. Commun. 79,958.
Andreasen, T.J., y McNamee, M,B, (1977) Biochem, Blophys. Res, Commun. 79,
958,

Andreasen, T.J,, Doerge, D.R., y Mc Nammee, M.G. (1979) Arch, Blochem.
Blophys, 194, 468,

Eldefrawl, A, T,, Eldefrawi, M,E,, Albuquerque, E,X., Olivelra, A,C,,
Mansour, N,, Adler, M., Daly, J.W,, Brown, G.B,, Burgermeister, W,, Witkop,B,
(1977) Proc, Nat, Acad. Scl. U.S.A. 7k, 2172,

Albuquerque, E.X., Eldefrawi, A.T., Eldefrawi, M.E., Mansour, N., y Tsal, M,
(1978) Science 199, 788,

Albuguerque, E.X,, y Bage, P.W, (1978) Proc. Nat. Acad. Scl. U.5.A. 75, 1596,
Eldefrawl, M.E., Eldefrawl, A.T., Mansour, N.A., Daly, J.W., Witkop, B., ¥
Albuquerque, E.X. (1978) Blochemistry 17, 5k7h,

Elllot, J., Dunn, S.M.J., Blanchard, 5.6., y Raftery, M. (1979) Proc. Nat,
Acad. Sci. U.S.A. 76, 2576,

Tsal, N., Oliveira, A.C., Albuguerque, E.X,, Eldefrawi, M.E., y Eldefrawl,
A.T. (1979) Mol, Pharmacol. 16, 382,

Sator,V., Raftery, M., Thomas, J.K., y MartTnez~Carrién, M. (1979) Arch,
Biochem, Biophys. 192, 250,

Krodel, €.K., Beckman, R.A,, y Cohen, J.B, (1979) Molec. Pharmacol. 15,294,

Elliot, J., y Raftery, M, (1979) Biochemistry 18, 1868,



125

ABREVIACIONES

DEAE-celulosa, dietilaminoetiicelulosa
$SDS, dodecilsulfato sédico

MPTA, li-(N-maleimido)feniltrimetilamonio
PMSF, fluoruro da feniimetilsulfonilo
DPL, dipaimitolifosfatidilcolina

CM, cloroformo-metanol

pTS, p~toluensulfonato sédico

PPO, 2,5~difeniloxazol

PC, fosfatidilcoline

PS, fosfatidilserina

PE, fosfatidiletanolamina

P), fosfatidilinositol

C8, cerebr8sidos

EM, esfingomielina

P¢, Fosfato inorglnico

K4, constante de disociacibn

Bmax, Nimero mSximo de sitlos de unién
DTT, ditiotreitol

NEM, N-eti!imaleimida
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