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2
PREFACIO

En el curso de la evolucién, los organismos han evolucionado en
complejidad adquiriendo una serie de mecanismos que les permiten reaccionar
eficazmente frente a las influencias externas. Los sistemas nerviosos central
(SNC) y periférico (SNP) adquieren particular importancia en este contexto, ya
que permiten que la informacién sea transmitida a alia velocidad entre las células
nerviosas (neuronas) y los érganos diana mediante las fibras nerviosas (axones).
Pero ademds de las neuronas también se desarrolls la neu roglia. Forma el tejido
de sostén para las neuronas, e incluye la astroglia y la oligodendroglia. El
desarrollo de un sistema de aislamiento eléctrico para las fibras nerviosas, en
forma de una vaina de mielina fabricada por los oligodendrocitos, fue un paso
decisivo en la evolucién. Para los axones no mielinizados, la velocidad de
transmision del impulso nervioso es proporcional al didmetro del axén. En fibras
miclinizadas la transmision es hasta cien veces mds rdpida: el didmetro del axdn
puede as( ser reducido muy.significativamente sin perder eficacia en la velocidad
de transmisidn,

ILa vaina que rodea los axones del SNC fue descrila por primera vez por
Virchow en 1854 (1), quien la liamé mielina (del griego myvelos, médula). En
I871, Ranvier observé al microscopio dptice discontinuidades en la vaina de
mielina a intervalos de -2 pm, que todavia son llamados nodos de Ranvier (2).
Aqui los axones estdn descubiertos y poseen mayores concentraciones de las
bombas Na+/K+, necesitadas para restaurar el potencial de accién. La alla
velocidad de transmisidn no se alcanza por despolarizacion conlinua, como es el
caso de los axones no mielinizados, sino de manera saltatoria desde un nodo
hasta el siguiente sobre la regién internodal, Como la despolarizacién sélo ocurre
localmente en los nodos de Ranvier, se ahorra una cantidad de energia
considerable durante la repolarizacién.

Al conocimiento del papel fisioldgico que juega una estructura f(an



3

caracteristica como la vaina de mielina se llega a través del estudio detallado de
sus componentes moleculares, su organizacién en la membrana y Sus interaccio-
nes, asi como de su morfogénesis. En esta seccidn se resumird el conocimiento
que hasta ahora se posee sobre todos eslos aspéctos, referentes a la membrana

mielinica del sistema nervioso central.
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COMPOSICION BIOQUIMICA DE LA MIELINA DEL
SISTEMA NERVIOSO CENTRAL

El hecho mds caracteristico de la composicion bioquimica de la
membrana miel fnica con respecto a otras membranas plasmdticas o intracelulares
es su alta relacién [ {pido/prote ina. Dependiendo de las especies, contiene 70-
85% de lipidos y 15-30% de proteina. La mielina, in situ, tiene as{ mismo un
bajo contenido en agua, aproximadamente de un 40%.

Aunque ¢n un principio se pensd que la composicién proteica de la
membrana miel {nica era bastante simple, en afios recientes se han ido descu-
briendo prote i nas minoritarias desde el punto de vista cuantitativo, pero de gran
imporiancia desde el punto de vista funcional. A ello hay que anadir una peculiar
composicién lipidica, con abundancia de glicalipidos, ptasmaldgenos, colesterol

P
y poltfosfoinos ftidos,

|.- Composicion lipidica
En general, la membrana mielinica contiene todas las especies liprdicas

encontradas en extractos de cerebro completo, con la unica excepeidn del
difos(atidilglicerol (cardiolipina), Iipido especifico de membrana mitocondrial,
As{ mismo, tampoco hay ningiin |fpido mielfnico que no pueda ser encontrado
en otra fraccion subcelular del cerebro, Aunque en sentido estricto no se puede
hablar de lipidos especificos de mielina. el galactocerebrésido, por su
abundancia, es et mds tipico de esta membrana cuando se compara con olras
fracciones de cerebro.

Ademds del galactocerebrésido, los | {pidos principales de mielina son el
colesterol y los plasmaldgenos de etanolamina (glicerofosfol i pidos que contienen
una unién éter). Otro de los componentes lipfdicos abundantes es la lecitina

(fosfoglicérido de colina, fosfatidilcolina).,



TABLA 1. Composicion de 1a mielina de sistema nervioso centrai y del cerebro.

Mielina Sustancia blanca  Sustancia Cerebro
gris completo

Hombre Vaca Rata Hombre Vaca (Hombre) {Rata)

Proteina total 300 247 295 39.0 39.5 553 56.9
Lipido total 0.0 753 705 54.9 55.0 32.7 37.0
Colesterol 277 281 273 27.5 236 22.0 23.0
Galactol {pido wotal 275 293 315 26.4 28.6 7.3 21.3
Cerebrésidos 227 240 237 19.8 225 5.4 14.6
Sulfdtidos 3.8 3o 7.1 5.4 5.0 1.7 4.8
Fosfol (pido total 43,1 430 44.0 45.9 46.3 69.5 51.6
PE 156 174 6.7 (4.9 3.6 22.7 19.8
PC fr.2 109 113 12.8 12.9 26.7 22.0
PS 4.8 6.5 7.0 7.9 i11.4 8.7 7.2
Pl 0.6 0.8 1.2 0.9 0.9 2.7 2.4
Esfingomielina 7.9 71 3.2 7.7 6.7 6.9 3.8
Plasmaldgeno 12.3 141 141 1.2 122 8.8 11.6
§

Los valores correspondientes a prote na y tipido totales se expresan como porcenlajes
de peso seco. El resto de los valores se expresan como porcentajes respecto al peso
de lipido total. Abreviaturas: PE. PC. PS y PL. fosfoglicéridos de etanolamina,

colina, serina ¢ inositol, respectivamente. Adaptado de Norton y Cammer, 1984 (78).
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Para la membrana mielfnica del SNC de mamferos, fa relacién molar
colesterol:fosfol i pido:galactol i pido varia entre 2:2:1 y 4:3:2. Es, por tanto, el
colesterol el que aporta la mayor parte de moléculas lipfdicas en mielina, si bien
los galactolipidos pueden representar una Mayor proporcion en peso.

Los Iipidos de miclina constituyen gran parte de los Iipidos totales de
sustancia blanca. La composicién lipidica de la sustancia gris del cerebro es, sin
embargo, bastante distinta. En cerebro de mam ( feros la composicién lipidica de
mielina es muy parecida en todas las especies estudiadas, aunque existen algunas
diferencias. Por ejemplo, la mielina de rata tiene menos esfingomielina que la de
cerebro bovino o humano. También existen variaciones regionales dentro del
sistema nervioso central, siendo mayor la relacién lipido/proteina en miclina
procedente de médula espinal con respecto a la purificada a partir de cerebro,

Ademds de la composicién en cuanto a clases lipidicas, la composicién
de dcidos grasos de muchos de los pidos individuales es altamente caracter {sti-
ca de esta membrana, especiaimente en el caso de los galactoesfingol {pidos. Asf,
las porciones hidrofdbicas de cerebrosidos y sulfdtidos estan constituidas por
dcidos grasos extremadamente largos, desde C,g hasta C,,, predominando los
de 24 dtomos de carbono. Estdn presentes bien en su forma alfa-D-hidroxi
saturacda o bien en la forma n-9 monoeno insaturada (Stoffel, 1990 (3)), vy se
unen a la esfingosina mediante enlace amida formando la ceramida. El otro
esfingol ipido principal, la esfingomielina, no posee dcidos grasos alfa-hidroxila-
dos, siendo los mds abundantes 24:1, 18:0 y 24:0. ademds de pequenas
cantidades de otros residuos de cadena larga.

Respecto a la composicién de residuos grasos de los fosfoglicéridos de
mielina, €sta estd caracterizada por una elevada proporcién de aldehidos grasos.
Proceden de los plasmaldgenos, principalmente de la plasmeniletanolamina, y en
menor proporcidn de la plasmenilserina. Los aldehidos se unen a la posicién |

del glicerol mediante enlaces enol éter o enlaces éter alfa,f3 insaturados, que son
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Libiles ala hidrdlisis acfdica. Constituyen en conjunto alrededor de la sexta parte
de los residuos grasos tolales de los fosfoglicéridos, y estdn integrados
principalmente por los aldehidos palmftico, estedrico y oleico. Los aldehidos
poliinsaturados estdn ausentes.

Los dcidos grasos de los plasmalégenos de etanolamina (unidos a la
posicién 2 del glicerol) son considerablemente mgs complejos e insaturados que
los aldehidos. Son casi exclusivamente insaturados, siendo los m4s abundantes
18:1,20:1, 20:4(n-6), 22:4(n-6) y 22:6(n-3). En el caso de los diacilfosfoglicéri-
dos de etanolamina los residuos grasos contienen especies saturadas unidas, segiin
se cree, a la posicién I del glicerol. Los residuos insaturados se unen a la
posicion 2. Los dcidos grasos mds abundantes son: 16:0. 18:0, 18:1, 20:t,
20:4(n-6) y 22:6(n-3).

Los fosfoglicéridos de colina contienen fundamentalmente los dcidos
grasos 16:0, 18:0y 18:1, y s6lo una pequeiia proporcion de residuos poliinsatu-
rados. Los fosfoglicéridos de serina tienen 18:0 y 18:1, una pequenia cantidad de
20:4 y trazas de otros residuos poliinsaturados. Con respecto a la sustancia gris
de cerebro se p"uede decir que los fosfol fpidas de mielina tienen mayor cantidad
de deidos grasos monoinsaturados y menor cantidad de gcidos grasos saturados
y poliinsaturados.

Aparte de los | (pidos recogidos en la Tabla 1, existen varios otros de gran
importancia. St la mielina es extrarda con solventes orgdanicos newiros, no
acidihicados, los polifosfoinositidos permanecen fuertemente unidos a la prote (na
mielinica y no aparecen en los andlisis lipidicos. Sin embargo. el bifosfato de
lostatidilinositol (PIP,) representa un 4-6 % del fésforo lip (dico total de mielina,
y ¢l fosfato de fosfatidilinositol (PIP) el 1-1.5% (Morell et al., 1989 (4)). En
vista de que la mayor parte de los polifosfoinos (tidos cerebrales se localizan en
mielina, y teniendo en cuenta que la hidrélisis de estos [ipidos catalizada por

lafosfolipasa C es un mecanismo de transduccidn de sefales extracelulares
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ampliamente distribuido, se ha propuesto (Kahn y Morell, 1988 (5)) que la
mielina pudiera servir como un reservorio de segundos mensajeros que podrian
ser utilizados en sitios especificos tanto dentro como fuera de la vaina de
mielina.

Junto a cerebrésidos y sulfdtidos, existen varios galactol{pidos neutros
minoritarios entre los que se incluyen al menos tres ésteres de dcidos grasos y
cerebrosido y dos glicol fpidos derivados de glicerol (diacilglicerilgalactésido y
monoalquilmonoacilglicgrilgalactésido), que en conjunto reciben el nombre de de
galactosildiglicérido. Ademds, también se han descrito al gunos alcanos de cadena
larga y otros fosfolipidos, como el 4cido fosfatidico, en pequefa proporcién.

La miclina de mamiferos contiene entre 0. 1 y 0.3% de ganglidsidos
(glicoesfingolpidos complejos que contienen deido sidlico}, principalmente el
monosialoganglidsido GM 1. Algunas especies, entre las que figuran los humanos,
contienen un gangliésido especifico de mielina, el GM4. La mielina es la tinica
membrana de cerebro que posee un patrén caracleristico de ganglidsidos, Otras
fracciones de membrana Genen un patrén similar al encontrado en extractos de
cerebro compleid, y contienen niveles mayores de polisialoganglidsidos.

La composicidn lipfdica tan caracterfstica de la membrana mielinica
puede ser importante no sélo desde el punto de vista estructural, sino también
desde el punto de vista funcional, Algunos [1pidos abundantes o caracter fsticos
de mielina participan en procesos asociados a membrana. Enire ellos destacan:

a) Los polifosfoinositidos, precursores de segundos mensajeros

(IP; y diacilglicerol).

b) Algunos fdsf’olfpidos acidicos, con capacidad ionoforética para

iones divalentes (Tyson et al., 1976 (6)).

¢) Varias enzimas unidas a membrana requieren la presencia de

[Tpidos especificos para su actividad 6ptima,

d) Los ganglidsidos participan en fenémenos de adhesién celular,
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regulacién del crecimiento celular y en la unién a receptores
especificos en la membrana plasmética.

e¢) Recientemente se ha demostrado que el galactocerebrdsido
participa en la apertura de canales de calcio en cultivos- de

oligodendrocitos (Dyer y Benjamins, 1990 (7)).

LL- La matriz lipidica de la membrana mielinica

El conjunto de la matriz lipfdica de la membrana miel {nica se dispone en
forma de bicapa, al igual que en el resto de las membranas bioldgicas, aunque
con un grosor inusual de unos 4.5-5 nm. Ello es debido en parfe a la gran
longitud de las cadenas de los dcidos grasos unidos a los glucoesfingol fpidos
(Stoffel, 1990 (3)).

Aunque lodavia de manera no concluyente, se puede decir que las
distintas clases lip i dicas de mielina se distribuyen de manera asimétrica entre las
monocapas externa (exiracelular) e inlerna (citoplasmdtica) que componen la
bicapa (Braun, 1984 (8)). Resumiendo, se pueden hacer (res generalizaciones:

a) El colcsigl‘ol se distribuye preferencialmente en Ia monocapa

extracelular; dos de cada tres moléculas totales de colesierol se

localizan aqui, por lo que en esta monocapa existe una molécula

de colesterol por cada molécula de otro I pido.

b) El galactocerebrésido se acumula en su mayor parle en la

monocapa exiracelular, y probablemente también los otros

glucoesfingol i pidos (sulfdtidos y gangliésidos).

¢) El fosfolipido mayoritario de mielina, el plasmalégeno de

etanolamina, se localiza exclusivamente en la monocapa citoplas-

mética de la bicapa. Datos indirectos parecen indicar que los
polifosfoinos itidos se localizan también en esta monocapa,

Tomando todas estas evidencias en su conjunto, se puede decir que la



11

monocapa extracelular de la bicapa estaria conslituida casi exclusivamente por
colesterol y glucoesfingol fpidos en una proporcidn préxima a 1:1; los fosfol i pi-

dos se dispondria preferencialmente en la monocapa ciltosélica.

2.- Composicién proteica

La composicidn proteica de la membrana mielfnica es relativamente
simple comparada con la de otras membranas bioldgicas, con tres fracciones
principales que constituyen la mayor parte de la proleina total. Sin embargo, en
aflos recienies se han ido descubriendo un gran nimero de proteinas minoritatias
en (€rminos cuantitativos, pero de gran importancia desde el punto de vista
funcional, tales como enzimas relacionadas con fendmenos de transporle iénico
o metabdlicos, componentes de sistemas de transduccién de sefiales extracelula-
res, receptores de neurotransmisores, proteinas de reconocimiento y adhesidn
celular, etc. Todos estos descubrimientos han ido desterrando el concepto
tradicional que consideraba a la mielina como una membrana inerte. con la vinica
funcion de aislante, elécirico para facilitar la transmision saltatoria del impulso
nervioso, y cada vez mds se tiende a considerarla como una membrana bioldgica
cualquiera, con funciones especializadas en cuanto a metabolismo, equilibrio
[onico y relaciones con el medio extracehular.

En miclina de sistema nervioso central los dos componenies proteicos
principales, que en conjunto suponen el 60-80% de la proteina total, son las
proteinas proteolipidicas y las protefnas bdsicas. Ambas fueron aisladas a partir
de cercbro completo o médula espinal, antes de disponerse de métodos de
purificacién de membrana mielfnica, las primeras a parlir de extractos de
solventes orgdnicos y las segundas con extractos acuosos acidificados. Una
lercera fraccidn proteica, llamada en conjunto fraccién Wolfgram, engloba varios
polipétidos de alto peso molecular (>40000), y fue primeramente diferenciada

de las otras dos fracciones por sus distintas propiedades de solubilidad (insoluble
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en agua y mezclas de cloroformo/ metanol, soluble en cloroformo/metanc]
acidificado}. En un principio se pensé que las proteinas Wolfgram eran
contaminantes procedentes de otras fracciones subcelulares del cerebro, pero
ahora se liene la certeza de que son componenles leg (timos de mielina. [ncluyen

varias enzimas, tubulina y la glicoprote {na asociada a mielina (MAG).

2.1.- Proteina bdsica

2.1 1.- Secuenciaymieroheterozercidad

La proleina bdsica de mielina (MBP) es una proteina extrinseca,
hidrosoluble, con un peso molecular de 18.5 KDa, que representa un 25-30% de
la proteina total de mielina, .y es la segunda protefna mds abundante después de
las proteinas proteolipidicas. Se localiza exclusivamente en los espacios
citopldsmicos (Iineas densas) de [a vaina de mielina (Harris y Findlay, 1983
(9)). Contiene 170 aminodcidos que incluyen 12 lisinas, 19 argininas, 2 restos
de dcido glutdmico y 9 de dcido aspartico. Ello hace que la carga neta de la
proteina sea de --20 a pH fisiolgico y, consecuentemente., su punto isoeléetrico
es alto (> 10). Contiene un tnico residuo de triptéfano y ninguno de cisteina,
por lo que carece de puentes disulfuro. Se ha secuenciado la prote fna bdsica de
varias especies, comprobdndose un alto grado de conservacion en la secuencia.
Otros hechos propios de la estructura primaria de la MBP incluyen la acetilacién
del extremo N-lerminal, varios sitios de fosforilacién (serinas y treoninas), dos
sitios aceptores del carbohidrato N-acetilgalactosamina (treoninas), un residuo de
arginina metilado, dos sitios de desamidacion, una posible pérdida de la arginina
C-terminal, una regién triprolina (residuos 99-101). y secuencias homdlogas a
las subunidades A y B de la toxina colérica, que podrian participar en uniones
con el gangliésido GMI1 y el ATP, as{ como la ADP ribosilacién de la MBP
(Deber y Reynolds, 1991 (10),

Otro aspecto interesante de esta proteina es que la especie de 18.5 KDa
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Figura 2.- Estructura primaria de la isoforma de 18.5 kDa de
la prote (na basica de mielina humana. Los residuos en negrita
representan  sitios  susceptibles de modificacién
postraduccional, que figura encima de ellos, entre paréntesis;
[PO,). fosforilacién;, [GalNAc], unién a N-
acelilgalactosamina; [Glu], desamidacién; [Me]. metilacién.
Los residuos de arginina que aparecen en negrita sin ninguna
abreviatura encima de ellos estdn sustituidos por citrulina en
el isdmero de carga menos catiénico (componente 8). Los
segmentos subrayados representan secuencias conservadas.



14

existe como varias formas quimicas que han sido llamadas microheterémeros,
isémeros de carga o “componentes” (Wood y Mascarello, 1989 (1)), como
resultado de un distinto grado de modificaciones post-traduccionales (fosforila-
cion, deamidacién, pérdida de la arginina C-terminal, formacion de sulféxido
de melionina,etc.). Estos microheterémeros pueden separarse por cromatografia
de intercambio iénico. El componente menos catidnico (llamado componente &)
contiene séis residuos de citrulina, procedentes de la desiminacion de otros tantos

residuos de arginina (Wood y Moscarello, 1989 ([1)).

2.1.2.- Eosforilacién

Un gran nidmero de estudios han demostrado que la MBP puede ser
fosforilada tanto in vitro como in vivo (Ulmer, 1988 (12). y que cuando se
purifica contiene aproximadamente 0.2 moles de fosfato unido a varios residuos
de serina y treonina. Se han descrito numerosas kinasas y Tosfatasas en mielina,
como la kinasa dependiente de AMP ciclico, kinasa dependiente de Ca®* y
calmodulina, proteina kinasa C. kinasa H?ediada por ganglidsido o la fosfatasa
dependiente de ATP y Mg?* (Deber y Reynolds, 1991 (10)). Ello parece indicar
que los procesos de fosforilacidn pueden tener un papel fisiologico significativo
dentro del funcionamiento normal de la vaina de miclina. De todas las kinasas
capaces de actuar sobre la MBP es la proteina kinasa C la que parece tener
mayor implicacién en la regulacién del estado de fosforilacion de esia prote f na
dentro de la vaina de mielina. Asf, parece ser que el proceso puede estar
regulado por seitales extracelulares que desdencadenan |a cascada de los
polifosfoinositidos. Ello en dltimo término conduce a la liberacién de Ca®™* de
reservorios internos y la formacion de diacilglicerol (DAG), ambas necesarios
para la activacién de la proteina kinasa C.

El significado fisiologico de la fosforilacién de la MBP parece estar

relacionado con el grado de compactacidn de la vaina de miclina. Esia modifica-
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cién postraduccional reduce las cargas positivas de la proteina y disminuye la
interaccidn electrostdtica con fosfol fpidos negativos, que se supone que es la
fuerza principal que conduce a la compactacién dentro de los espacios citoplas-
mdticos de la vaina y la formacidn de las lineas densas. Se sabe que las regiones
menos compactas dentro de la vaina de mielina son mds abundantes en los
microheterémeros menos cargados {mds fosforilados) de la MBP (Cruz y
Moscarello, 1985 (13)), y que el componente 8 (el mds flosforilado) es ¢l de
menor capacidad de agregacion de vesiculas lipidicas que contienen fosfol { pi-
dos negativos in vitro, a diferencia de los componentes menos fosforilados
(Wood y Moscarello, 1989 (11)). Se ha demostrado, asi mismo, que la
propagacién repetitiva de potenciales de accién causa una disminucién en la
estabilidad estructural de la vaina, principalmente en las regiones paranodales
(Moran y Mateu, 1983 (14)). Todos €stos resultados parecen indicar que [a
fosforilacién/defosforilacidn de la MBP puede gobernar el estado de compacta-
cién de la vaina en respuesta a estimulos externas, tales como el prapio
potencial de accidn o la unién de algiin neurotransmisor a receptores especificos
en la membrana miel inica. La propia MBP puede participar en la regulacion de
su fosforilacién estimulando la fosfolipasa C especifica de fosfatidilinositoles
recientemente descrita en miclina (Tompkins y Moscarello, 1991 (15)). Asi, la
MBP no fosforilada estimula in vitre de dos a tres veces la actividad de esta
enzima, que en Wltimo érmino conduce a la activacién de la protefna kinasa C

y a su fosforilacién. La fosforilacién de la MBP reduce cl efecto estimulatorio.

2.1.3.- Metilacién
El andlisis sobre MBP aislada revela que contiene un residuo de arginina
(en la posicion 107) presente en sus formas mono y dimetiladas. Varios (rabajos
parecen indicar que esta modificacién postraduccional puede representar un paso

importante en la formacién de la vaina de mielina. Tiene lugar durante los
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estadios de formacion de la mielinizacién. y podria conslituir una sefial de
iniciacién (Chanderkar et al., 1986 (16)). Las consecuencias de la metilacién en
la bioffsica de la molécula pueden manifestarse como un aumento en la
hidrofobicidad de la regidn en toro a la arginina modificada, y consecuentemen-
le un aumento en las interaceiones prote{ na-proteina {(por ejemplo, con los
proteolfpidos) o prote (na-l{pidos (Young et al., 1987 (17)). La melilacién de
la MBP ocurre tanto in vivo como in vitro catalizada por una proteina metilasa

[ especifica de MBP (Ghosh et al., 1991 (18)).

2.1 4 - Gheestlaetén—

La protena bdsica aislada no tiene ningtin resto glucidico unido a su
molécula, pero sin embargo es un aceptor natural de N-acetilgalactosamina si se
incuba en presencia de una galactosil transferasa apropiada y UDP-N-acetilgalac-
tosamina. Los sitios principales de unién son dos restos de treonina, Thr-95 vy
Thr-98, ambos en la vecindad del triplete de prolinas (residuos 99-101), que
parcce representar una secuencia esencial para la transferencia de la N-acetilga-
lactosamina. Sin embargo, la funcién de esta madificacion todavia no ha sido

descubierta, y todavia se desconoce si el proceso tiene lugar in vivo,

2.1.5.- [soformac—

La helerogeneidad de la prote ina bdsica se ve aumentada por el hecho de
que, segun la especie, la MBP aparece como varias formas moleculares o
isoformas, es decir, proteinas de dislinto peso molecular, todas procedentes del
mismo gen, producto de cortes y empalmes alternativos de los siete exones que
forman parte de é1 (Mikoshiba et al., 199] (19)). La MBP humana estd presente
como (res isoformas diferentes, de 21.5, 18.5 y 17.2 kDa. La isoforima de 18.5
kDa es la especie principal expresada en mielina, Las otras dos difieren en un

peptido de 26 aminodcidos adicionado al extremo N-terminal (forma de 21.5
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kDa) o en la pérdida de un péptido de 11 residuos en el extremo C-lerminal
(forma de 17.2 kDa). Recientemente, ademds, se ha detectado una nueva
isoforma, de 20.2 KDa en humanos (Kerlero de Rosbo et al., 1991 (20)). En
ratén y otros roedores aparece otra isoforma de 14 kDa, ausente en humanos,
bastante abundante.

En general las isoformas distintas a la de 18.5 kDa estdn presentes en
menor concentracion, y hasta el momento se conoce poco respecto a su papel

fisioldgico.

2.1.6.- Estiucturas secundasiaytereiaria

La prote{na bdsica aislada, en solucién acuosa, no parece adoplar ningiin

tipo de estructura secundaria convencional (hélice o estructura B), al menos que
se pucda medir con la técnicas (radicionales de determinacion de estructura
secundaria, tales como dicrofsmo circular, dispersién dptica rolatoria o
espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FT-IR). Estos resultados
no dependen del método de aislamiento de la protefna; son idénticos tamto si la
proteina se purifica con solventes orgdnicos como si se purifica con soluciones
salinas, como por ejempio cloruro cdlcico (Gow y Smith. 1989 (21)). Ei
resullado es bien distinto cuando [a estructura secundaria de la proteina se
cxamina en presencia de lipidos, especialmente si éstos contienen alguin
fosfolipido negativo. En este caso la estructura secundaria de la proteina sufre
una alteracién drdstica, adoplando una conformacién altamente ordenada, con
predominancia de estructura en ldamina B antiparalela (Surewicz et al.. 1987 (22).
Ello es consistente con las predicciones de estructura secundaria realizadas por
Stoner (Stoner, 1984 (23): Stoner, 1990 (24)), cuyo modelo contempla una
ldmina § antiparalela integrada por cinco segmentos de la cadena polipeptidica
Yy que, a falta de una confirmacion experimental, puede constituir una buena

aproximacidn a la estructura secundaria nativa que adopta la proteina dentro de



la vaina de mieiina.

2.1.7.- Actividad encefalitogénica

Se conace desde hace muchos afios que la inoculacidn de MBP a animales
de experimentacién induce el desarrolio de una patologia desmielinizante,
llamada encefalitis alérgica experimental (EAE), cuyas manifestaciones clinicas
son muy semejantes a la patologia desmielinizante humana mds importante, la
esclerosis multiple. La sensibilizacién del sistema inmune frente a la MBP
produce, en dltimo término, la activacién de macréfagos que atacan a la vaina
de mielina y producen lesiones desmielinizantes dentro del sistema nervioso

central,

A
2.2.- Proteinas proteolip { dicas

El protealipido de mielina (PLP) es ¢l componente principal de los
complejos lipoproteicos extraibles con solventes orgdnicos a partir del cercbro.
Fue descubierto por Folch y Lees (Folch y Lees, 1951 (23)) al extraer los
lipidos del cerebro con cloroformo/metanol 2:1 v/iv. Conslituye el componente
proteico principal de la membrana miel i nica, donde represenia un 50-60% de la
proteina total. Se traia de una prolefnla integral de membrana, con varios
dominios hidrofdbicos que atraviesan la bicapa en su iotalidad y se extrae del
tejido nervioso o de membrana miclimca purificada unido a gran cantidad de
liptdos. Esta no es, sin embargo, la causa de sus particulares propiedades de
solubtlidad, porgue ia proteina purificada, desprovista de Hipidos (apoprote i na
proteolipidica o PLA) sigue siendo soluble en solvenles orgdnicos, si bien puede
ser convertida a una forma hidrosoluble por varios procedimientos (Lees y

Sakura, 1978 (26)).



Figura 3.- Prediccion de la estructura secundaria de las
cuatro isoformas mds importantes de la protena bdsica de
ratén, segiin el modelo de Stoner (Stoner, 1990 (24)). Los
nimeros que figuran dentro de algunos segmentos indican
el exdn del que proceden.
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2.2.1 - Eslructura primaria—isolormas

A pesar de que ¢l PLP fue uno de los primeros componenles proteicos de
sistema nervioso en ser aislado, transcurrieron unos 30 afos desde que se
descubrid hasta que se consiguid descifrar en su totalidad su secuencia aminoac| -
dica, principalmente debido a la inexistencia de métodos de separacién de los
pépudos hidrofdbicos resultantes de su hidrélisis quimica o enzimdtica. La
secuencia del PLP se ha establecido por los mélodos cldsicos de Ia quimica de
proteinas, asf como por secuenciacién del cDNA del proteolipido de varias
especies, como rata, ratén, vaca Y humanos. Se trata de una inica cadena
polipeptidica de 276 aminodcidos y un peso molecular de 29891 Da, con la
particularidad de tener unidos covalentemente residuos de dcidos grasos, lo cudl
contribuye a elevar aiin mds la hidrof‘t}bicidad de la proteina.

Contiene 4 restos de treonina y 14 restos de cisteina/hemicistina, de los
cudles 10 podrian formar cinco puentes disulfuro (Shaw et al., 1989 (27)). Tiene
mayor cantidad de aminodcidos dicarbox flicos que de aminodcidos bdsicos, Pero
aproximadamente la mitad de los residuos de dcido aspdrtico o glutdmico estdn
amidados, por lo que el punto isocléctrico de Ia molécula es bdsico (pl =9.2).
Aproximadamente el 60% de los aminodcidos en la secuencia de! PLP son de
cardcler no polar.

La estructura primaria del PLP estd muy conservada a lo largo de la
evolucién, habiendo muy pocas diferencias entre la proteina humana, la bovina
y lade rata, EI PLP humano (también llamado lipofilina) y €l bovino difieren tan
sélo en dos aminodcidos (Stoffel, 1990 (3)). Filogendticamente, el PLP
comienza a expresarse en la mielina de sistema nervioso central de vertebrados
con la aparicién de los primeros tetrdpodos, los anfibios. En los peces estd
ausente, y en su lugar, aparecen proleinas intrinsecas con inmunorreactividad
frenle a anticuerpos contra la proteina Py, 1a glicoproteina intrinseca principal

de fa mielina de sistema nervioso periférico en los vertebrados superiores. Ello
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Figura 4.- Secuencia primaria del PLP humano (lipofilina), Los aminodcidos
en negrita (cys 108 y thr 198) son los sitios de acilacién hasta ahora
localizados.
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parece indicar que la aparicién del PLP en la mielina central se correlaciona con
el salto evolutivo que supone la conquista del medio terrestre. A este respecto,
es de destacar que en las formas de transicién entre [os peces teledsteos y los
anfibios, tales como los peces pulmonados y los celacantos, ya aparece el PLP
como el componente intrinseco principal en la mielina centrai. En el primero de
los casos (peces pulmonados), 1a molécula del PLP aparece glicosilada (revisado
por Wachneldt et al., 1990 (28).

De manera andloga a lo que sucede con la proteina bdsica, existen
isoformas de la proteina proteolipfdica de menor peso molecular, procedentes
de distintas modificaciones post-transeripcionales en el mensajero que codifica la
molécula del PLP. La principal y mds abundante de estas isoformas es el
proleolipido denominado DM?20, en alusién a su peso molecular aparente
deducido a partir de su movilidad electroforética en geles de poliacrilamida con
SDS (migra a un peso molecular aparente de 20 KDa: Agrawal et al., 1972
(29)). La sccuenciade DM20 es idéntica a la del PLP excepto en una delecidn
de unos 40 aminodcidos, correspondientes a los residuos 116-150 del PLP. Este
segmenlo es uno de los mas pofares en la molécula del PLP ¥, por consiguienle,
DM20 es ain mds hidrofébico.

Ademds del DM20 se han detectado oiros proteol ipidos de menor peso
molecular que también podrian estar codificados por el mismo gen (Schindler
et al., 1990 (30)).

2.2.2.- Acilacién
La principal modificacién post-traduccional que experimenta la molécula
del PLP y su principal isoforma DM20 es la acilacién por dcidos grasos,
principalmente palm itico, estedrico y oleico, mediante enlace éster o tioéster en
residuos de treonina o cistefna, respectivamente. Uno de estos aminodcidos

acilados parece ser la treonina 198, si bien se calcula que existen 2 moles de
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dcidos grasos por mol de proteina. Recientemente se ha demostrado que una
gran proporcién de los dcidos grasos unidos covalentemente al PLP lo hacen
mediante enlaces tioéster a residuos de cisteina (Bizzozero y Good, 1990 (31))_.
En concreto, la cisteina 108 ya ha sido identificada como sitio de acilacién
(Bizzozero el al., 1990 (32)..La acilacién del PLP parece ser un proceso
autocalalitico, en el cudl el proteol fpido puede actuar simultdneamente como
sustrato y como aciltransferasa (Bizzozero et al., 1987 (33)). El papel preciso
que juega la esterificacién del PLP en la mielina todavia es desconocido, si bien
podria estar relacionado con la estabilizacidn de su estructura terciaria, Es de
destacar que la secuencia de aminodcidos que rodea a la cisteina 108 es casi
idéntica a la de los sitios de acilacién encontrados en la rodopsina, receptor
acoplado a protenas G, y como en la propia rodopsina, el receplor B-adrenérgi-
Co u otros receptores acoplados a proteinas G, la cisteina acilada en el PLP se

localiza dentro de un dominio hidrof(lico cargado positivamente (Bizzozero el
al.. 1990 (32))7

2.2.3.- Estructura secundaria—

Varios esludios biofisicos sobre la molécula del PLP. mediante técnicas

de dicrofsmo circular, dispersion dplica rotatoria y espectroscopias inlrarroja
y Raman han demostrado que esta proteina tiene flexibilidad conformacional.,
Eslo es, su estructura secundaria se adapta a la polaridad de su entorno. Asi,
cuando la apoproteina estd disuelta en solventes de baja constanic dieléctrica,
lales como mezclas de cloroformo y metanol, predomina la estructura alfa-
helicoidal. La helicidad es muy inferior en solventes acuosos (para la forma
hidrosoluble), y aparecen cantidades sustanciales de estructuras i y desordenada.
El entorno hidrofébico que proporcionan los 1ipidos parece tener un efecto
similar al de los solventes orgdnicos sobre la conformacidn de la proleina. AsT,

el PLP aislado con sus [ipidos mantiene una conformacién principalmenie
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helicoidal, mientras que la proteina delipidada y suspendida en medios acuosos
dispone de mayor cantidad de estructuras 3 y desordenada (Carmona et al., 1988
(34)). Asi mismo, la estructura mayoritaria de la apoproteina incorporada a
liposomas es alfa helicoidal, aunque las estructuras f3 también estdn presentes

(Surewicz et al., 1987 (35)).

2.2.4 - Disposicién-del PLP entamembran

A partir de la secuencia amincacidica de la proteina proleolipidica se
han propuesto varios modelos, en total cinco, sobre la disposicién que adopta el
PLP en la bicapa mielinica, basados en métodos de prediccidn de estructura
secundaria, perfiles de hidrofobicidad y datos experimentales. Los modelos
difieren entre si, fundamentalmente, en el nimero de dominios asignados como
transmembrana {(esto es, dominios hidrofébicos que atraviesan en su totalidad
fa bicapa aclopi;ando una estructura alfa-helicoidal) y en la orientacién de los
dominios hidrofilicos 0 "lazos" que los conectan entre s,

Los dos primeros modelos en ser propuestos fueron los de Laursen el al.
(1984 (36)) v Stoffel et al. (1984 (37)). Ambos contienen {res dominios
hidrofébicos transmembrana y otros dos "cismembrana” (que entran y salen por
cl mismo lado de la bicapa). Los dos modelos coinciden. asf mismo, en la
localizacidn de los extremos N y C terminales, colocando el primero hacia el
medio extracelular (el intraperiodo en la vaina de mielina). y el segundo en el
fluido citoplasmatico (la linea densa). Difieren, principalmente, en la localiza-
cién del mayor de los dominios hidrofilicos, muy cargado positivamente
(residuos 87-153), que es citoplasmdlico en el modelo de Laursen et al (1984
(36)) y extracelular en el de Stoffel et al. (1984 (37)).

El tercer modelo fue propuesto por Hudson et al. (1989 (38)) como
consecuencia de experimentos de inmunocitoquimica realizados sobre cuitivos

de oligodendrocitos, utilizando anticuerpos dirigidos contra secuencias hidrof1li-
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cas o fragmentos de secuencias hidrofébicas de |a molécula del PLP, A
diferencia de los dos anteriores, inicamente se reconocen dos dominios
hidrofébicos transmembrana, y la mayor parte de la molécula del PLP queda
expuesta hacia el medio extraceluiar, incluyendo los extremos Ny C terminales.
De los tres modelos expuestos; éste es el que mejor se adapta a los perfiles de
densidad electronica obtenidos por la técnica de difraccién de rayos X aplicada
a la mielina de sistema nervioso central (Inouye y Kirschner, 1989 (39)).
Recientemente Popot et al. (199] (407) han propuesto dos nuevos
modelos, idénticos entre si pero rotados 1809, que incluyen cuatro dominios
transmembrana. Difieren, por tanto, en la exposicién de los extremos N y C
terminales y de los dominios hidrof(licos. Ambos modelos han sido elaborados
por comparacién de la secuencia del PLP con la de otras proleinas integrales
cuya topologia en la membrana es ya conocida. De los dos, el que presenta
menor contradiccién con os datos experimeniales que hasta ahora se conocen es
el que expone los extremos N y C terminales hacia el espacio citoplasmdtico,
Todos los modelos formulados se ajustan mejor o peor a los dalos
experimentales hasta ahora disponibles, ¥ que son en muchos puntos contradicto-
rios. Estos proceden, fundamentalmente, de estudios bioquimicos (accesibilidad
de determinados fragmentos a proteasas, umion de reaclivos hidrofébicos a
dominios de la proteina, etc.), biofisicos (difraccidn de rayos X) e inmunoldgi-
cos {Inmunocitoquimicos). Los modelos de Laursen et al. (1934 (36)) y Stoffel
el al. (1984 (37)) son tnicos por el hecho de incluir dos dominios "cismembra-
na". una estructura no descrita previamente para ninguna oftra prote i na integral,
El modelo de Hudson el al. (1989 (38)), si bien se ajusta a datos biof(sicos de
difraccién de rayos X, expone un dominio altamente hidrofébico al medio
extracelular, Los modelos de Popot et al. (1991 (40)) son mds cldsicos porque
se ajustan mds a las topologias ya conocidas de oiras proteinas integrales de

membrana. Hasta el momento no se puede decir a ciencia cierta cudl de los cinco
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Figura 5.- Representacién esquemadtica de los cinco modelos hasia ahora propucstos
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Abreviaturas: EXT, Iiquido extracelular; CIT, liquido citoplasmatico. Adaplado de
Popot et al., 1991 (40)
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modelos puede responder mejor a la topologia nativa del proteolipido, a falta

de datos experimentales concluyentes.

2.2.5.- Buncicnes del PLP en lamiekns

En general, los proteol {pidos no miel {nicos, definidos operacionalmente

como prolefnas de membrana que son solubles en solventes orgdnicos, estdn
presentes en una amplia variedad de membranas plasmdticas y de orgdnulos
subcelulares de origen animal, vegetal y de microorganismos, y participan en
fendmenos relacionados con el equilibrio iénico a través de membrana o la
liberacién de neurotransmisores. Varios de ellos aumentan la permeabilidad de
la membrana a los iones H* (Swain y Boyan, 1988 (41)). Na*. K* {Torteson
y Sapirstein, 1981 (42)) o Ca®* (Knowles et al., 1980 (43)}, y otros son capaces
de ltberar neurotransmisores (acetilcolina) en respuesta a un flujo de Ca®*, como
es ¢l caso del denominado mediatéforo, un proteolipido de membranas
plasmfiti(\:as presindplicas del drgano eléctrico de Torpedo (Morel et al., 1991
(44)). Otros proteolipidos estdn asociados con sistemas de transduccidn de
energfa como el de la H-ATPasa, cuya subunidad funcional principal (la F )
es un proteol fpido que actia como canal especifico de protones, y es inhibido
por diciclohexilcarbodiimida (DCCD) (Fillingame, 1980 (45)).

Si bien la definicion cldsica de proteol ipidos es meramente operacional
y engloba proleinas de distinta compesicidn aminoac i dica. se ha demostrado que
el PLP conserva homologias de sccuencia con varios oiros proteol pidos
(Laursen el al., 1983 (46)). En lo referente al PLP. varios estudios in vitro,
utilizando bicapas lipidicas artificiales y liposomas, han mostrado su participa-
cion en fendmenos de translocacién iénica para protones y su inhibicién por
DCCD (Lin y Lees, 1984 (47)) , Na™ y K* (Ting-Beall et al., 1979 (48):
Helynck et al., 1983 (49); Cézar et al., 1987 (50)). Todo ello parece indicar

que el PLP pueda jugar un papel activo en el mantenimiento del equilibrio iénico
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en los compartimentos acuosos dentro de Ia vaina de mielina. Come se ha visto
en el apartado anterior, el PLP es una proleina integral que atraviesa varias
veces la membrana, por lo que una buena proporcion de la molécula puede
interactuar con los |fpidos de la bicapa. Con algunos |ipidos especificos es
capaz de interactuar preferencialmente. Se ha hablado, asi mismo, de la
flexibilidad conformacional del PLP. Cambios conformacionales en la molécula
podrian alterar las interacciones [ipido-proteo! ipido modificando ast la fluidez
y permeabilidad de la membrana, o la actividad de las enzimas asociadas a
mielina (Lees y Macklin, 1988 (51)). Las alteraciones en la conformacién
proteica pueden resultar de la interaccidn de la proteina con iones o ligandos
tales como los nucledtidos. Es de destacar que en la molécula del PLP se han
encontrado homologias estructurales con los dominios que interactiian con
nucledtidos en otras prote fnas, tales como el dominio catalitico de ATPasas o
la superfamilia de las kinasas (Inouye y Kirschner, 1991 (52)).

Aparte de lo hasta ahora descrito, el PLP ptiede también contribuir a la
compaclacidn en el intraperiodo promoviendo la adhesién de las bicapas
mediante interacciones hidrofobicas con los [ipidos, y en las |ineas densas

mediante interacciones lipido-proteina con MBP (Edwards et al., 1989 (53)).

2.2.6.-Bi | 1 eAeTd ; Th_palologias
dismielic

El gen del proteol {pido de mielina ha sido aislado y caracterizado en el

hombre y el ratén (Campagnoni, 1988 (54)}. El gen humano para el PLP
contiene 7 exones y séis intrones, y una longitud- aproximada de 17 kb. Se
localiza en et cromosoma X, cerca del locus para la 3-fosfoglicerato kinasa.
Mutaciones puntuales en el gen del PLP dan origen a enfermedades caracteriza-
das por una mielinizacién deficiente, con distinto grado de severidad, tales como

la enfermedad de Pelizacus-Merzbacher en el hombre, la mutacion jimpy Y su
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msel

alelo jirmpy™ en el ratén, la mutacién md en la rata o la mutacion shaking pup
en el perro, lo cudl da idea de la importancia que esta proteina tiene en la
estructuracién normal de la vaina de mielina.

La enfermedad humana de Pelizacus-Merzbacher se desencadena por un
fallo aparente en el mecanismo de diferenciacién de los oligodendrocitos, que
conduce a un déficit severo de fibras mielinizadas. Se ha demostrado que ‘el
defecto molecular reside en una mutacién puntual en el gen del PLP: Ia
sustitucion de una timidina por una citidina produce el reemplazamiento de un
triptofano por una arginina en la posicién 162, dentro de uno de los dominios
hidrofdbicos de la molécula (Hudson et al., 1989 (55)).

Otras mutaciones puntuales conllevan la sustitucién de un aminodcido por
una prolina dentro de dominios supuestamente transmembrana, Io cudl provoca
distorsiones en la hélice alfa. Tal es el caso de los mutantes md ("myelin-defi-
cient") en la rata (Thr74 por Pro), o los mutantes shaking pup en el perro (His36
por Pro) (Popot et al., 1991 (40)).

El defecto genético en los ratones jimpy radica en una mutacién puntual
en la senal de corte entre of intrén 4 y el exén 5. que conduce a la eliminacién
del ex6n 5 en el mensajero final para el PLP (Macklin et al.. 1991 {56). Ello
provoca la eliminacidn de varios aminodcidos dentro de uno de Tos dominios
hidrofilicos de la molécula, asi como una secuencia C terminal aberrante, rica
en residuos de prolina y cisteina. En el mutante jimpy™¥ se sustituye la alanina

242 por una valina.

2.2.7.- Encefalitisalérgica experimental yenfermedades hrmmanms—
desmielinizanies: esclerosis muliip]

Los primeros trabajos que describen la induccién de encefalitis alérgica
experimental (EAE) en animales de experimentacién mediante la inyeccidn de

PLP sc remontan a los afios 50, pero la identificacion de la prote ina bdsica
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como el constituyente encefalitogénico principal de la mielina resté credibilidad
a estos trabajos iniciales, porque en un principio no se podia excluir taxativa-
mente la presencia de MBP contaminante en los preparados proteolip{dicos
inyectados a tos animales. Ello pudo ser demostrado claramente en la década de
los 80 (Lees y Cambi, 1985 (57)), y desde entonces se ha conseguido inducir
EAE en razas de ratones susceptibles (SIL./}) mediante la inyeccién de Iineas de
células T especificas para el proteol{pido (Satoh et al., 1987 (58)), e incluso
clones encefalitogénicos de células T especificos para el PLP (van der Veen et
al., 1990 (59)). Se han identificado varios determinantes encefalitogénicos en la
molécula capaces de inducir EAE en rafones. Tal es el caso del péplido [39-
151, integrado en ¢l dominio hidrofflico principal del PLP (Figura 5), que es un
potente encefalitégeno para ratones SIL/I (Sobel et al., 1990 (60)), aunque no
tiene actividad en ratones SWR (Sobel et al., 1991 (61)). El péptido 103-116,
por el contrario, es encefalitogénico para ratones SWR.y no para SJL/J. El
péptido 215-232 es encefalitogénico para ratones C3H/He (Endoh et al., 1990
(62)). En conejos, el péplido 91-110 ha sido identificado como determinante
encefalitogénico (Linington et al., 1990 (63)). El hecho de que distinlas especies,
e incluso distintas razas de una misma especie tengan tan diferente susceptibilidad
al PLP y a sus determinantes encefalitogénicos ponen de manifiesto la importan-
cta del factor genético en el desarrollo de la enfermedad.

Ademds de factores genéticos y de antoinmumdad, parece que los virus
también estdn implicados en el desarrollo de la esclerosis miiltiple. Se ha
sugerido que las homologias de secuencia entre las proleinas de mielina y
algunas proteinas virales podrian constituir un mecanismo por el codl las
respuestas inmunes frente a ciertos virus desencadenarian respuestas cruzadas
que conducirian al desarvollo de la enfermedad. Estas homologfas se han
encontrado cntre ciertos segintentos de la molécula del PLP y varias prote(nas

virales, y son mayores que las descritas previamente para la prole (na bdsica
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(Shaw el al., 1986 (64)). En lesiones activas de esclerosis multiple pueden verse
macrdfagos separando lamelas de la vaina de mielina por el intraperiodo (Prineas
et al., 1984 (65)). Los dominios del PLP extracelulares podrian ser el blanco de
las respuestas humorales o celulares desencadenadas frente a proteinas vi ricas
con homologias de secuencia con esas regiones del proteolipido. Se han
detectado también un gran nimero de homologas con el segmento N terminal
del PLP (Lees y Macklin, 1988 (51)).

En el suero y liquido cefalorraquideo de pacientes con diferentes
enfermedades neuroldgicas se ha detectado inmunoreactividad frente al PLP
(Trotter el al., 1983 (66)). Ademds, en condiciones determinadas, los linfocitos
procedentes de algunos pacientes con esclerosis miiltiple proliferan tras su
estimulacion con PLP (Johnson et al., 1986 (67)).

Todos los resultados descritos parecen implicar total o parcialmente a la
molécula del PLP en la fisiopatologia de la esclerosis miiltiple y su modelo en
animales, la EAE. Aunque la etiologia de esta enfermedad todavia no estd
clarificada. la respuesta del sistema inmune celular frente a varios antigenos de
mielina, entre ellos el PLP es la causa principal de la intensa reaccién inflamato-
ria dentro de la sustancia blanca del sistema nervioso central. localizada
principalmente en los espacios perivasculares, y la aparicidn de placas de

desmielinizacidn.

2.3.- Glicoproteina asociada a mielina

Un componente proteico incluido en la region de alto peso molecular
(fraccién Wolfgram) en geles de electroforesis es la glicoprote ina asociada a
mielina (MAG), con peso molecular aparenie de 100 kDa. Se trata de una
glicoprotefna integral de membrana; alrededor de! 30% de su Peso  son
oligosacdridos que contienen fucosa, galactosa, manosa, dcido sidlico, N-

acefilglucosamina y sulfato. Se localiza prefereniemente en la membrana
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periaxonal interna de la vaina de mielina, esto es, en la zona de conlacto entre
el axon y la vaina. Esta posicién es compatible con el papel que se le atribuye
en las interacciones oligodendrocito-axén o célula de Schwann-axén que
desencadenan el proceso de la mielinizacién en los sistemas nerviosos central y
pertférico, respectivamente (Quarles, 1983/1984 (68)). De hecho, la MAG es
capaz de promover la unidén a los axones in vitro (Sadoul et al., 1990 (69)). La
mayoria de los estudios inmunohistoqu f micos indican que la MAG estd ausente
en la mielina compacta multilamelar.

Varios trabajos han identificado clones de cDNA para la MAG. Las
secuencias aminoac fdicas derivadas de estos clones indican que esta molécula
posee un (inico dominio transmembrana que conecta el dominio C-terminal,
citoplasmético, con una regicn N (erminal, extracelular, fuertemente glicosilada,
compuesta de cinco dominios con homologia de secuencia entre si y con las
moléculas pertenecientes a la superfamilia de las inmunoglobulinas. Asf, la
MAG se incluye como miembro de esta superfamilia (Salzer et al., 1987 (70)),
que engloba ademds a otras moléculas del sistema nervioso que participan en
interacciones célula-célula, como la molélula de adhesién celular neural (N-
CAM).

Estudios de desarrollo revelan que el peso molecular de la MAG decrece
a mechda que el sistema nervioso central madura. La causa reside en la existencia
de dos isoformas diferentes, una grande (L-MAG, con esqueleto polipeptidico
de 72 kDa) y otra de menor peso molecular (S-MAG, de 67 kDa), producto de
diferentes cortes y empalmes en ¢l RNA mensajero, concretamente en la porcidn
correspondiente al exén 12 (Fujita et al., 1990 (71)). Como resultado, las dos
isoformas se diferencian en su regién C-terminal (dominio citoplasmdtico), pero
son idénticas en sus dominios extracelular y transmembrana. La expresion de
estos dos diferentes mRNA es regulada durante la mielinogénesis: el mensajero

para la L-MAG sc induce de forma caracteristica durante el perfodo de mayor
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actividad mielinogénica, en (anto que el mRNA para la S-MAG se expresa
principalmente en mielina madura (Afar et al., 1990 (72)). En sistema nervioso
central, L-MAG persiste en una proporcién significativa en el adulto, mientras
que en sistema nervioso periférico se expresan bajos niveles durante el desarro-
llo, y estd prdcticamente ausente en el adulto (Pedraza et al., 1991 (73). Tanto
en SNC como en SNP, S-MAG es Ia isoforma predominante en el adulto.
Estudios recientes, utilizando un retrovirus recombinante para introducir el
cDNA de L-MAG en células de Schwann en cultivo, han demostrado que esta
isoforma es la responsable del contacto inicial entre la célula glial y el axdn

destinado a ser mielinizado (Owens et al., 1990 (74)).

2.4.- Enzimas y receptores asociados a mielina

Durante muchos afios la membrana mielfnica ha sido contemplada
linicamente como una membrana inerte, cuya funcidén seria el actuar exclusiva-
mente como aislante de los axones nerviosos. Consecuentemente, el enfoque
principal de la investigacion bioquimica realizada sobre esta membrana se centrs
durante mucho tiempo sobre sus componentes estructurales lipidicos y proteicos.

Mds recientemente, sin embargo, los resultados obtenidos con nuevos
experimentos, y la reinterpretacién de experimentos anteriores han conducido al
reconocimiento de procesos dindmicos dentro de 1a vaina de mielina, asi como
de la importancia de las interacciones neurona-glia en el funcionamiento normal
del sitema nervioso. Se ha demostrado que los componentes mielnicos exhiben
recambio metabélico, asi como el traslado de lipidos o precursores desde el
axon hasta la mielina, o numerosas modificaciones posttraduccionales (Lees y
Sapirsicin, 1983 (75). En el contexto de estas observaciones. el hallazgo de
numerosas actividades enzimdticas y algunos receplores de neuroiransmisores
asociados a mielina vienen a consolidar la idea de que la mielina no es simple-

mente una membrana inerte, sino que también puede participar en procesos
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metabdlicos tales como a bios (ntesis de Lipidos, la fosforilacidn y desfosforila-
cién de proteinas, y el mantenimiento del equilibrio idnico en los compartimen-

tos acuosos dentro de la vaina o en el espacio periaxonal.

2.4.1 .- Enzimasasectadasarichmr

Hasta ¢l momento son m4s de (reinta las actividades enzimaticas asociadas
a mielina, siendo las mds representativas las que se muestran en la Tabla 2. Dos
de ellas, la CNPasa y una hidrolasa de ésteres de colesterol con un pH optimo
en su actividad de 7.2 retinen los criterios necesarios para ser consideradas
especificas de membrana miel fnica y de oligodendrocito: la mayoria de la
actividad de estas enzimas presente en cerchro se recupera en la mielina
purificada, localizdndose exclusivamente o casi exclusivamente en esta membra-
na. y no en otras biomembranas u orgdnulos celulares del cerebro. Ademds, la
actividad de estas enzimas en cerebro aumenta de forma paralela a la cantidad de
mielina presente, durante ltos estad{os de mielinogénesis activa, y estd severa-
mente disminuida en los cerebros de ralones mutantes com deficiencias en la
formacidn de la vaina de mielina (Suzuki, 1980 (76)). Junio a éslas, aparece un
nimero cada vez mayor de enzimas no especificas de mielina, porque también
estdn presenles en otras biomembranas u organulos subcelulares, pero cuya
localizacién en la membrana miel (nica purificada ha sido confirmada por
criterios bioguimicos o inmunolégicos, y algunas de ellas han podido ser
aisladas a partir de mielina purificada. En este grupo se incluyen un buen
mimero de enzimas relacionadas con la bios f ntesis y degradacion de los 11 pidos
de fa miclina, un hecho que sugiere la transferencia de sustratos desde el axon
hasta la vaina de mielina (Ledeen, 1984 (77)). Otras estdn relacionadas con la
fosforilacidn/desfosforilacién de protenas de la membrana, especialmente de la
proteina bdsica, y algunas fueron tratadas en apartados anteriores. En esta

seccidn se detallardn algunos aspectos de las enzimas de mayor relevancia para



TABLA 2

Actividades enzimdticas en mielina de sistema nervioso central

Enzima AER Referencia

Especificas de mielina

2'-3"-Nucledtido ciclico-3*-
fosfodiesterasa (CNPasa) 3-6 (78)

Hidrolasa de ésteres de coles-
terol (pH = 7.2) 10 (78)

Localizadas en mielina o no especificas

De transporte

Anhidrasa carbdnica 0.5-1.0 (78)
S'-nucleotidasa 2.5 (78)
Na+ ,K-+-ATPasa 0.8 ‘ (78)

Glutation-S-transferasa
(forma Pi) 0.84, 0.36 (79)

De metabolismo lip(dico

Fosfolipasa C especifica de fosfa-
lildilinositol y estimulada por
proteina bdsica de mielina - (15)

Enzima esterificante de coles-
terol ~2 (78)

UDP-gal: ceramida galactosil-
translerasa ~ 1 (78)

Fosfoinositido y difosfoinosi-
tido kinasas 0.16-2.4 (78)

Polifosfoinos{tido mono y di-
fosfoeslerasas 0.7-1.0 (78)



TABLA 2 (Continuacion)

Enzima AER Referencia
Localizadas en mielina o no especificas

De metabolismo linidico
CDP-colina: 1,2-diacil-s#-glice-
rolcolina fosfotransferasa - (78}
CDP-elanolamina: | ,2—dia(_:i1—sn~
giiceroletanolamina fosfotransferasa 0.9 {78)
CTP:elanolaminafosfato citidil-
transferasa 0.19 (78)
Glicerofosforilcolina fosfocolina
fosfodiesterasa 3.2 (80)
Fosfatidato fosfohidrolasa 0.17-0.64 (81)
Colina kinasa - (78)
Ftanolamina kinasa (82)
Acil-CoA sintetasa - (83)
Acil-CoA:lisofosfol i pido
actltrans(erasas - (84)
Neuraminidasa < | (78)
Metilumbeliferil lipasa 5 (85)
Proteina kinasas v fosfitasas
Proteina kinasa C - (86)
Proteina kinasa dependiente de
AMP ciclico - (87)
Proteina kinasa dependiente de Ca+ +
y estimulada por calmodulina - (78)



TABLA 2 (Continuacion)

Enzima AER Referencia

Localizadas en mielina o no especificas

Prote{na bdsica kinasa dependiente

de Mg+ + y estimulada por Ca+ + - (78)
Proleina kinasa modulada por gan-

glidsidos ' - (88)
Proteina bdsica fosfatasas - (89)

Proteina fosfatasa dependiente de
ATP/Mg+ + - (90)

Adenilato ciclasa - 91)

Proteasys

Calpaina Il - - (113)
Melaloproteinasa - (92)
Peptidasas 0.6-0.8 (78)
Lsterasq 1o especifica - (78)
Metilasa 1 osne

prote {na bdasicq . (18)

AER, donde se indique, hace referencia a la actividad especifica relativa de la
enzima, segiin consta en las referencias bibliogrdficas que se cilan (actividad
especifica en mielina/actividad especifica en el homogeneizado total de
cerebro).



38

los objetivos planteados en esta tesis doctoral,

a) 2',3"-nucledtido ciclico 3'-fosfodiesterasa (CNPasa).

La CNPasa fue la primera enzima que se caracterizs inequ  vocamente
como un componente de la membrana miel inica. Representa aproximadamente
el 4% de la proteina total de esta membrana en el sistema nervioso central,
aunque en sistema nervioso periférico su contenido es muy inferior (Vogel y
Thompson, 1988 (93)). La enzima hidroliza nucleétidos ciclicos 2*,3" producien-
do nucledtidos 2'. Su presencia en mielina purificada y membranas de oligoden-
drocito se ha caracterizado mediante criterios bioqufmicos (Sims y Carnegie,
1978 (94)) e tnmunohistoquimicos (Nishizawa et al., 1985 (95)).

La enzima purificada a partir de sistema nervioso central se comporta
como un agregado de alto peso molecular (100 KDa) cuando se somete a
electroforesis en gel en condiciones no reductoras, pero se resuelve en dos
polipéptidos con pesos moleculares aparentes entre 44 y 54 KDa bajo condicio-
nes reductoras, llamados CNP I y CNP I, e incluidos en la denominada
fraccion Wolfgram de las proteinas de miclina. Ambos polipéptidos poseen
actividad CNP4sica (Gillespie et al., 1990 {96)). La mayor de las subunidades
(CNP 1I) se fosforila activamenle in vitro e in vivo mediante kinasas dependientes
de AMPc y calcio, enddgenas de membrana miel nica (Bradbury y Thompson,
1984 (97).

La mayoria de los estudios bioquimicos e inmunohistoquf{micos
porporcionan evidencias consistentes de que la CNPasa es una prote { na
periférica, localizada en las 11neas densas principales (espacios citoplasméticos)
de la vaina de mielina, a semejanza de la(s) proteina(s) bdsica(s), (Vogel y
Thompson, 1988 (93), y como ésta(s), se sintetiza en polisomas libres (Gillespie
et al., 1990 (96)).

A pesar de ser una proteina caracterizada con bastante detalle desde el
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punto de vista molecular, su funcién precisa dentro de la vaina de mielina
todavia no ha podido ser clarificada. LLa CNPasa ha sido implicada en el
metabolismo de las proteinas de mielina (Starich y Dreiling, 1980 (98)). Se ha
sugerido tambign que podria funcionar como una RNA ligasa (Sprinkle et al.,
1987 (99)), porque las RNA ligasas eucaridticas tienen tres actividades enzimdti-
cas asociadas, una de las cudles es la actividad 2',3'-nucleétido ciclico 3'
fosfodiesterdsica. Sin embargo, ¢! significado de esta posible funcién es bastante
incierto, porque en mielina existe muy poco RNA.

El hecho de que en el sistema nervioso central la CNPasa sea uno de de
los primeros marcadores de oligodendrocito en ser expresados, junio a evidencias
que muestran la localizacidn de la CNPasa en posibles dreas de crecimiento de
las membranas de oligodendrocito en cultivo, parecen apuntar hacia una
participacion activa en los primeros estad{os de la diferenciacion de las células
gliales. Ademds, la CNPasa estd enriquecida en aquellas subfracciones de
miclina de mayor densidad, que parecen representar un estadfo de (ransicién
entre la membrana del 61ig0dendrocilo y la miclina madura muliilamelar. Se ha
demostrado, asi mismo, la asociacién de la CNPasa con la matriz citoesquelética
de la vaina de mielina de sitema nervioso central (Pereyra et al., 1988 (100);
Gillespie et al., 1989 (101)).

Un hallazgo reciente (Braun et al., 1991 (102)) ha demostrado que la
CNPasa es susceptible de sufrir isoprenilacién, una modificacion postiraduccional
restringida a una pequefia familia de proteinas entre las que se encuentran las
oncoproteinas ras y algunas proteinas G. Esta modificacidén podria ser la
responsable de la extraordinaria avidez que muestra la enzima para unirse a las
biomembranas, a pesar de no tener reconocido ningin dominio transmembrana
u otros dominios altamente hidrofébicos. La mayoria de las proteinas ciladas,
susceplibles de isoprenilacién, estdn relacionadas con algunos aspectos de la

(ransduccidn de sefales extracelulares © de mecanismos regulalorios que
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influencian el crecimiento celular y la diferenciacién, y aunque atin no se puede
asegurar que la CNPasa pertenezca a esta categoria, esta posibilidad no puede

excluirse.

b) Hidrolasa de ésteres de colesterol (pH= 7.2)

Junto a la CNPasa, es la otra enzima presente en mielina que redne fos
crilerios necesarios para ser considerada como especifica de mielina, Su pH
optimo es de 7.2, a diferencia de las demds hidrolasas de ésieres de colesterol
presentes en cerebro, y es activada por taurocolato y parcialmente inhibida por
Triton X-100. Tiene un peso molecular de aproximadamente 30 KDa, y su
actividad espec{fica relativa (mielina’homogeneizado de cerebro) es la mds alta
de todas las enzimas de mielina, cifrada en torno a 10. Tras su solubilizacién y
parcial purificacién, su pH dptimo cambia desde 7.2 hasta 6.7-6.8. y requiere
la adici6n de fosfatidilserina para la actividad Gptima (Eto y Suzuki, 1973 (103);
Igarashi y Suzuki, 1977 (104)). Sus funciones en la vaina no estdn aun definidas,
porque en la mielina de cerebro normal no existen dsteres de colesterol, si bien

pueden aparccer con el desarrollo de ciertas patologas.

c) Anhidrasa carbdnica

Se ha demostrado por estudios bioquimicos e inmunocitoqu { micos la
asociacion de la anhidrasa carbénica con [a membrana del oligodendrocito y con
la mielina (revisado por Cammer, 1991 (105)). Su actividad en oligodendrocitos
es muy superior a la encontrada en neuronas o astrocitos. La enzima ha sido
purificada a partir de mielina aislada. Tiene un peso molecular de 30 KDa y €S
estimulada por agentes reductores de puentes disulfuro (Sapirstein y Lees, 1978
(106). Su inhibicién por acetazolamida a concentraciones de 10-2-10°8 M sugiere
que la isoenzima presente en mielina es la II, hecho confirmado con métodas

Inmunoqu i micos.
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Sus posibles funciones dentro de la vaina de mielina pueden estar
relacionadas con la regulacion del pH dentro de los compartimentos acuosos
dentro de la vaina, participando asf en mecanismos de transporte idnico y en los
movimientos de fluido a través de la membrana (Lees y Sapirstein, 1983 (75))
y/o con la produccién de bicarbonato, sustrato de algunas enzimas que participan

en la biosfniesis de 4cidos grasos y pirimidinas (Cammer, 1991 (105)).

d) s ’—nucleotidasa_

Su presencia en mielina fue sugerida previamente por métodos histoqu -
micos (Naidoo, 1962 (107)), y confirmada bioqu{micamente en mielina asilada
de cerebro de rata (Cammer et al., 1980 (108)). El hecho de ser inhibible por
concanavalina A sugiere que la enzima de miclina es una glicoprote {na. Trabajos
posteriores han confirmado la presencia de la enzima en la mielina de cerebro
bovino (Casadd et al., 1988 (109)).

La alta actividad especifica relativa (mielma/homogeneizado de cerebro)
de fa 5'-nucleotidasa (alrededor de 2.5) es de especial relevancia, en vista de Ia
potente funcién neuromoduladora de uno de sus productos de reaccidén, la
adenosina. Esta es mds permeable a la membrana que el sustrato, el 5'-AMP,
por lo que la enzima podria funcionar para facilitar el transporte de adenosina
a traves de las bicapas. Su implicacién fisiologica en el funcicnamiento de la
vaina parece mds clara tras el descubrimiento de receptores A, de adenosina en

miclina purificada (Casadd et al., 1991 (110)).

e} Na+,K+-ATPasa

En un principio considerada como marcador de contantinacién procedente
de otras fracciones de membrana, la asociacién de la Na+.K+-ATPasa con la
mielina de sistema nervioso central fue aceplada, aunque no inequivocamente,

tras el trabajo de Reiss et al., 1981 (111). Posteriormente se ha comprobado que
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la actividad de la enzima de mielina puede ser modulada por el grado de
insaturacién de las cadenas hidrocarbonadas de los 4cidos grasos unidos a los
fosfol fpidos (Shantharam y SrinivasaRao, 1989 (112)). Existen estudios citoqui-
micos ¢ inmunoquimicos que localizan a esta enzima en la lamela mds externa
de la vaina de mielina, _
El papel trascendental que desempeiia esta enzima en el movimiento de
iones a través de las membranas pone de manifiesto la importancia que pueden

tener estos procesos en el funcionamienio correcto de la vaina de mielina.

f) Calpaina I7

La proleasa neutra activada por concentraciones milimolares de calcio
(calpaina I) fue purificada y caracterizada recientemente a partir de mielina de
cerebro bovino (Yanagisawa et al., 1988 (113)). Previamente se hab(a sugerido
que la l]letllb{ana mielinica contenfa una proteasa neutra enddgena, capaz de
degradar a la proteina bdsica y a la glicoproteina asociada a mielina. La
degradacidn de las prote fnas de mielina no es inhibible por EGTA a menos que
la mielina se solubilice previamente con detergente (Sato et al.. 19844 (114)), lo
cudl sugeria que la proteasa deberia estar unida a algin sitio hidrofébico de la
membrana mielinica, y que su activacién seria dependiente de los iones calcio
enddgenos de la vaina.

Las calpainas han sido ampliamente estudiadas en los illimos afios a
causa de sus peculiares caracteristicas, tales como la protedlisis limitada de
proteinas unidas a membrana o proleinas citoesqueléticas. En el caso de la
calpaina asociada a mielina, su presencia adquiere mayor relevancia si se
considera que su actividad frente a la proteina bdsica y la MAG parece estar
aumentada en pacienies aquejados de esclerosis multiple (Sato et al., 19845
(115)). Su actividad estd regulada por los lipidos de la miclina; se estimula

fuertemente con los Iipidos acidicos, especialmente fosfatidilinositol (PI) y
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fosfatidilserina (Chakrabarti et af., 1990 (1 16)).

Su funcidn en la vaina de mielina parece estar relacionada con el
metabolismo de las protefnas de mielina, cuya alteracién podria conducir al
desarrollo de una patologia desmielinizante (Chakrabarti et al., 1989 (117)).
2.4.2.- Recepiores deteciados en mieling

La presencia en mielina de altas cantidades de polifosfoinos ftidos, asf
como de las enzimas de su metabolismo sugeria que, al igual que ocurre en otras
biomembranas, el recambio de estos !ipidos pudiera estar mediado por la
estimulacion de receptores espec ficos. La presencia de receplores muscari nicos
de alta afinidad, de los subtipos M; y M, en mielina, y la estimulacién de la -
hidrélists de los fosfoinositidos de mielina por agonistas muscarfnicos (carba-
col), ha sido demostrada recientemente (Larocca et al., 1987 (118)). Un paso
clave de este fendmeno es la formacion de dos segundos mensajeros, el IP; y el
(Imulglmuol mediante la hidrélisis del PIP, catalizada por la fosfolipasa C. Un
posible cﬁ,cto del diacilglicerol serfa la activacién de la protefna kinasa C
presente en mielina (Tabla 2), cuyo sustrato es la prote na bdsica. La liberacion
de Ca-+ - via IP; en mielina, hasta el momento, no parece clara. Los agonistas
muscarinicos, como es carbacol, activan la fosfolipasa C y la hidrdlisis de
fosfotnositidos, por una parte, e inhiben la actividad de adenilato ciclasa, por
la otra. El primero de los efectos parece estar mediado por los receplores M,,
mientras que en la inhibicidn de 1a adenilato ciclasa participarfa el subtipo M.
En la activacién de ta fosfolipasa C mediada por receptores M, parecen
participar prolefnas G, delectadas en mielina aislada. solubilizadas y parcialmen-
te purificadas. Han stdo identificadas tentativamente como G, (son ADP-
ribosiladas por toxina pertussis) y G, (ADP-ribosiladas por toxina colérica)
(revisado por Larocca et al., 1990 (91Y).

Como se ha comentado en un aparfado anterior, recientemente se ha

descrito la presencia en mielina de sistema nervioso central de receptores A, de
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adenosina {Casadé et al., 1991 (110)). Ei agonista (R)-fenilisopropiladenosina
(R-PIA) es capaz de modificar la microviscosidad, produciendo una fluidificacién

de la membrana,

2.5.- Otras proteinas minoritarias de mieling

2.5.1.- Plasmotiptmr

La plasmolipina es un proteol fpido no relacionado estructuralmente con
los proteol {pidos cldsicos de mielina (PLP y DM20), que fue inicialmente
aislado y caracterizado en membranas plasmdticas de rinén. Contiene dos
subunidades similares de 14-18 KDa. Tras la adicién de ambas subunidades a
bicapas lipfdicas son observables cambios en la conductancia de la membrana,
por la formacién de canales especfficos de cationes, selectivos de K4 ¥
dependientes del voltaje (Torteson y Sapirstein, 1981 (42)). Recientemente, se ha
demostrado que este proteol {pido estd también presente en mielina de sistema
nervioso central (Cochary et al., 1990 (1 19}), donde prodria representar entre
un 2.2-4.8% de la proteina tolal. Es expresada por oligodendrocitos, pero no
por astrocitos (Fischer et al., 1991 (120)), y desde el punto de vista filogenélico,
a diferencia de las otras proteinas principales de mielina, parcce restringirse al
sistema nervioso de mam/{feros (Sapirstein et al., 1991 ($21)). o cusil podria
reflejar una funcién fisioldgica especifica, caracter(stica de [a mielina de
mamiferos. La capacidad de la plasmolipina para formar canales de K+ sugiere
que su funcidn puede estar relacionada con la regulacién de la excitabilidad de
la membrana, y seria consistente con el descubrimiento de canales de K+ en la

membrana de oligodendrocito (Barres et al., 1988 (122)).

2.5.2.- MQSP (Myelin/Qligodendroeyte-SpeetficProtein)

Recientemente se ha descrito una nueva proteina de membrana de
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superficie, identificada con un anticuerpo monoclonal, expresada exclusivamente
en mielina de sistema nervioso central y oligodendrocitos de vertebrados
superiores (Dyer et al., 1991 (123)). Tiene un peso molecular de 48 KDa y un
punto isoeléctrico de 6.7, e interactia con los microtilulos citopldsmicos en el
oligodendrocito. Esta proteina podria jugar un papel importante en las
interacciones membrana-citoesqueleto durante la formacion y el mantenimiento

de la mielina de sistema nervioso central.

2.53.- yehn=Ot Ve iare
Glycoprotein)-

Se trata de una glicoproteina minoritaria, diferente de la glicoprotefna

principal de mielina (MAG), que fue inicialmente identificada con un anticuerpo
monoclonal (Lininglon et al., 1984 (124)). Se trata de una proteina con peso
molecular de 51-54 KDa, dependiendo de las especies, expresada durante los
estad (os tard{os del desarrollo, bastante despugs del inicio de la mielinizacién.
La alta capacidad desmielinizante inducida por sueros anti-MOG ha pueslo en
evidencia la importancia que puede tener esta proteina en ¢l mantenimiento de

la estructura de la vaina (Schluesener et al., 1987 (i125)).

2.5.4.- BES75—
Otra protefna minoritaria, con peso molecular de 57.5 KDa, detectada
con una anticuerpo monoclonal derivade de ralones inmunizados con mielina de
rata parcialmente delipidada (Miller et al., 1989 (126)). Representa menos del

[ % de la proteina total de la membrana.

25,5, Leeting-Soluble Copebetar 51—

Se trata de una lectina con especificidad hacia ios glicanos de las

glicoproteinas ricos en manosa, que podria desempenar una importante funcidn
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en la estabilizacidn y la formacién de la vaina de mielina, sirviendo como puente
molecular entre las glicoproteinas de superficie de las células formadoras de
mielina, tanto oligodendrocitos como células de Schwann (revisado por Zanetia
et al., 1991 (127)). Entre los ligandos encontrados para esta lectina figura la
MAG, tanto en sistema nervioso central como en sistema nervioso periférico.
La CSL estd presente no sélo en las células mielinizantes, sino también
en la mielina compacta, y anticuerpos contra ella estdn presentes en la mayoria

de los pacientes aquejados de esclerosis multiple.

2.5.6.- Tubuylina
La presencia de tubulina asociada a la mielina purificada fue demostrada
por criterios bioquimicos e inmunoldgicos (Reig et al.. 1982 (128)). Estd
inlegrada en la fraccién Wolfgram, vy podria podria desempeiiar un papel

imporlante en el proceso de mielinizacién,
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ORIGEN Y ESTRUCTURA DE LA VAINA DE MIELINA
DE SISTEMA NERVIOSO CENTRAL

Aunque muy parecidas desde el punto de vista morfolégico, las vainas de
miclina de los sistemas nerviosos central y periférico muestran profundas
diferencias desde los puntos de vista bioquimico y ontogenético. Filogenética-
mente, la mielina del SNP aparece antes que la central, siendo ya detectada en
anélidos y crustdceos. Por ¢l contrario, la mielina del sistema nervioso central
se asocia comunmente con los vertebrados. Son sintetizadas por diferentes tipos
celulares: el oligodendrocito, que origina la mielina de SNC tiene su origen
embrioldgico en el tubo neural, mientras que la célula de Schwann, formadora
de la mielina de SNP, deriva de las células de la cresta neural. Ambos lipos de
miclina tienen una caracteristica comdn en su composicién bioquimica: la alta
relacién lipido/proteina. Sin embargo, cada una conserva una composicidén
proteica diferente.

Hay un hecho caracteristico que de por si establece una profunda
diferencia en el proceso de mielinizacidn en los sistemas nerviosos central y
periférico: mientras que una célula de Schwann es capaz de formar un tinico
internodo, un oligodendrocito puede emitir 20-50 procesos citoplasméticos y, por
tanto, formar 20-50 internodos. Ademds, en SNP, algunos axones, generalmente
de pequeiio calibre (fibras de Remak) estdn abrazados por células de Schwann
y rodeados por su ciloplasma, pero éstas no son capaces de formar mielina, Es
decir, con raras excepciones. las células de Schwann abrazan a todas las fibras
nerviosas en el SNP, pero sélo algunas son capaces de producir una vaina de
micelina a su alrededor, mientras que otros axones permanecen no mielinizados,
aunque abrazados por un proceso citopldsmico de la célula de Schwann.

En cualquier caso, y siempre en SNP, es un requisito indispensable para
la génesis de la vaina de mielina que las células de Schwann secreten una ldmina

basal cubriendo el conjunto célula de Schwann-futuro internodo (Bunge et al.,
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1986 (129)).

En esla seccidn se describird el proceso de la mielinogénesis v la

morfologfa de la vaina de mielina de SNC.

1.- El oligodendrocito

La primera descripcién del oligodendrocito fue dada por Robertson en
1899 (130), el cudl observs, utilizando técnicas de impregnacién metdlica sobre
preparaciones de SNC, pequefias células ramificadas de aspecto caracteristico
en el cortex y en la sustancia blanca. Sin embargo, fue el histslogo espaiol Pio
del Rio Hortega quien describié y dio su nombre definitivo a este tipo celular,
en referencia a sus escasas ramificaciones (procesos) en comparacién con otro
tipo de célula neuroglial por entonces conocido, el astrocito (Del Rio Ortega,
1921 (131); Del Rio Ortega, 1928 (132)). Posteriormente se comprobd que los
oligodendrocitos podian observarse tnicamente en aquellas regiones del SNC
que contenfan mielina,

Fue el propio del Rio Horlega quien clasificé a los oligodendrocitos
desde dos perspectivas diferentes:

a) Alendiendo a su posicidn: perineuronales (si su cuerpo celular es
adyacenie al soma neuronal) o interfasciculares (si estdn interpuestos entre fibras
nerviosas miclinizadas en la sustancia blanca),

b) Atendiendo al tipo y mimero de ramificaciones de los procesos: tipo I
(soma pequeno con procesos frecuentes, largos y muy finos): tipo II (soma
Mayor, con menos procesos primarios que son de mayor didmelro), tipo III y
tipo IV (mds alargados y con sé6lo uno o dos procesos).

La clasificacidn de del Rio Hortega ha sido postertormente confirmada
por microscopia electrénica, y atin hoy tiene validez.

El oligodendrocito procede de una célula progenitora glial bipotencial,

denominada O-2A, capaz de diferenciarse en dos tipos celulares distintos: los
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oligodendrocitos y los astrocitos tipo 2. Son éstos un tipo particular de astrocitos,
caracterizados por sus prolongaciones multipolares y una morfologfa de tipo mds
bien oligodendroglial, primero detectados en sistemas in vitro, aunque evidencias
recientes parecen confirmar su existencia in vivo (Lubetzki y Zalc, 1990 (133)).
La diferenciacién de la célula ©-2A en uno u otro sentido depende de un factor
exdgeno, como ha podido demostrarse utilizando cultivos de células disociadas
de nervio dptico de rata neonata (Raff et al., 1983 (134)). Asi, si la célula O-
2A se cultiva en un medio que contiene 10% de suero fetal bovino la mayoria
de fas células se diferencian en astrocitos tipo 2. Si se cultivan en un medio que
conticne menos de 1% de suero fetal bovino, la mayor parte se diferencian en
oligodendraocitos, lo cudl parece sugerir que es ésta una propiedad constitutiva
de la célula O-2A en ausencia de sefial extracelular. La diferenciacion tiene lugar
invitro en dos o tres dias, al tiempo que se paran las divisiones celulares. Esta
diferenciacién precoz, sin embargo, no es observada in vivo: las células O-2A
contindan proliferando durante varias semanas después del nacimiento producien-
do oligodendrocitos y, probablemente, astrocitos tipo 2, lo cudl parece indicar
la existencia in vivo de un factor que se opone a la diferenciacién precoz de las
célutas O-2A. Varios trabajos han mostrado la estimulacién de varios factores
de crecimiento sobre la proliferacidn de las c€lulas O-2A en cultivo, impidiendo
a la vez su diferenciacion prematura en oligodendrocitos. Entre estos factores
destacan ¢t PDGF (Plateler Derived Growth Factor) (Richardson et al., 1988
(135)). que es segregado por los astrocitos tipo 1 en cultivo: el IGE (Insulin-like
Growth Factor), que (ambién parece ser segregado por astrocitos tipo |
(Lubetzki y Zalc, 1990 (133)), y el FGF (Fibroblast Growth Factor) (McKinnen
et al., 1989 (136)).

La importancia que tiene la presencia de los astrocitos tipo [ para que la
mielinizacion mediada por oligodendrocitos se lleve a cabo ha sido recientemente

puesta en evidencia in vivo en médula espinal de rata aduita (Franklin et al.,
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1991 (137)).

Estudios recientes han sugerido que los procesos emitidos por los
astrocitos de tipo 2 se asocian estrechamente a los nodos de Ranvier, por lo que
podr {an jugar algin papel en el mantenimiento de la vaina de mielina. Si ello se
llega a confirmar, la célula O-2A darfa nacimiento a dos tipos celulares
distintos, ambos implicados en el proceso de mielinizacién (Raff, 1989 (138)).

Contrariamente al caso de los oligodendrocitos, parece que la diferencia-
cién de las células O-2A en astrocitos tipo 2 requiere una sefal extracelular que,
como se ha comentado antes, estaria contenida en el suero fetal bovino. La
diferenciacidn astrocitaria na serfa una propiedad intrinseca de la célula 0-2A.
Uno de los posibles candidatos como factor de diferenciacion astrocitaria es cl
CNTF (Ciliary Neurotrophic Growth Factor), aunque varios otros factores
también pudieran estar implicados.

El papel que las neuronas o ciertos factores neuronales ejercen sobre la
diferenciacion glial es controvertido, aunque algunos trabajos como el de Levine
(1989 (139)) parecen indicar que algiin factor contenido en el medio condiciona-
do de interneuranas cerebelares en cultivo es capaz de retardar la diferenciacién
de los progenitores gliales en oligodendrocitos.

En resumen, los conocimientos que hasta ahora se poseen indican que la
diferenciacion de los oligodendrocitos es el resultado de interacciones molecula-

res entre los distintos tipos de células gliales y, quizds, neuronales.

2.- Maduracion de ios oligodendrocitos

Un oligodendrocito es considerado maduro, capaz de formar mielina,
cuando ha sintetizado en su cuerpo celular todas las moléculas constitutivas de
esta membrana, tanto especificas (galactocerebrésido, CNPasa, PILP, MBP,
MAG) como no especificas {colesterol, fosfolipidos, etc.). De todos estos

constituyentes, el mds precoz en ser sintetizado es e galactocerebrdsido (GalQ),
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por lo que la diferenciacién del oligodendrocito ha sido considerada como
contempordnea a la expresion del GalC. Esta es precedida por la expresidén del
marcador antigénico O4, y en este estadio la diferenciacién hacia la via
oligodendroglial no estd definitivamente [ijada: la célula precursora adn puede
ser inducida hacia un fenotipo astrocitario. Incluso cuando la expresion de GalC
ha tenido lugar, se ha demostrado in virro que una variacién brusca en ias
condiciones de cultivo, por ejemplo suplementar el medio con un 10% de suero
fetal bovino, hace aparecer células con fenotipo mixto oligodendroglial vy
astroglial, expresando a la vez GalC y GFAP (Prote(na ac{dica fibrilar de glia,
marcador de astrocitos). Estos datos sugieren que la expresién de GalC es uno
de tos fenémenos mds iniciales en la diferenciacién de la célula O-2A .

Estudios in vitro (Dubois Dalcq et al., 1986 (140Y) e in vive (Monge et
al., 1986 (141)) han puntualizado ciertos detalles en la maduracién del oligoden-
drocito, que pueden resumirse como sigue: _

a) No responde a un mecanismo del todo o nada.

b) Parece ser un proceso discontinuo en el tiempo. GalC y CNPasa son

marcadores precoces, precediendo la expresidn del GalC en 24 horas a 1a

expresion de la CNPasa. Tras un perfodo de cinco. dias aparecen los
marcadores tard {os, cronoldgicamente: MBP, PLP y MAG. Veinticuatro
horas mds tarde aparecen las primeras vainas de mielina.

La secuencia de expresidn de todos estos componentes en el oligodendro-
¢ito no necesariamente se corresponde con su secuencia de deposicidn en la vaina
de mielina. Por ejemplo, la MAG, que es el dltimo contponente en ser sintetiza-
do, es el primero en ser depositado en la vaina de mielina. Es éste un hecho
significativo, porque a la MAG se le atribuyen las funciones de reconocimiento
de axones por los procesos oligodendrogliales en los primeros estad{os de la
mielinogénesis (Owens y Bunge, 1989 (142)).

Todos los datos hasta ahora presentados, obtenidos fundamentalmente
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siguiendo la expresion de marcadores antigénicos mediante técnicas inmunocito-
quimicas o inmunohistoqu {micas, han sido confirmados a grandes rasgos con
técnicas de biologa molecular (hibridacién 1 situ y Northern Blot) para detectar
la aparicién de los ARN mensajeros correspondientes, si bien se han detectado
algunas diferencias puntuales, en particular en lo concerniente al PLP. Asf, se
ha confirmado que el mensajero del PLP precede en mds de una semana a la

aparicién de la proteina,

3.- La mielinogénesis en el SNC

Es sabido que en rata y rat6n la mielinizacién, que sigue a la maduracidn
de los oligodendrocitos, comienza alrededor del séptimo dia tras el nacimiento,
siendo muy intensa entre los dias 12 y 20, y mdxima alrededor de los dias 18-
21 postnatal, completdndose alrededor del d (a2 30. En humanos, por el conlrario,
la miclinogénesis tiene su inicio hacia el sexto mes de embarazo, completdndose
entre dos y cuatro afios postparto (Stoffel, 1990 (3)). En términos generales, la
miclinizacion sigue el orden det desarrollo filogenético: segtin va madurando el
sistema nervioso, primero mieliniza el SNP, luego la médula espinal, y por
iltimo el cerebro. Incluso dentro del cerebro, dreas diferentes mielinizan e
distintos estadfos, siendo las dreas de asociacidn intracorticales las dltimas en
hacerlo (Morell er al., 1989 (4)). La mielinizacidn, pues, sigue un gradiente
caudo-rostral.

En el periodo de mielinizacién intensa, el oligodendrocito es capaz de
sintelizar mds de S0 veces su propio peso en membrana. En rata y ratdn, la
cuantificacién de los ARN mensajeros codificantes para las tres proteinas
mayorilarias de miclina (MBP, PLP y CNPasa) muestra un perfil de evolucién
trifdsica: un primer perfodo, entre el dia de aparicidn del mensajero y los dias
7-11 posiparto con un aumento lento en fa tasa de ARNm; un segundo periodo,

entre los dras 7-11 y el dfa 30 postnatal én el que hay un aumento brusco e
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tmportante en la tasa del mensajero, seguido de un decrecimiento rdpido, y un
ultimo periodo, alrededor del dia 30, caracterizado por la estabilizacion de la
tasa del mensajero. El primer periodo corresponde a una fase de desarrollo
durante el cudl un nimero creciente de células progenitoras se diferencian en
oligodendrocitos. El ditimo perfodo corresponde al equilibrio necesario para el
mantenimiento, en la edad adulta, de una tasa constante de proteinas. El segundo
periodo corresponde al de mayor actividad de mielinizacién. durante el cusl los
oligodendrocitos mantienen una enorme actividad sintética. Se ha demostrado que
el aumento brusco en la tasa de ARNm se corresponde realmente con un aumento
en la transcripcién, y no en la estabilidad de los mensajeros, sugiriendo la
existencia de algiin amplificador de la trascripeidn (enkancer). El hecho de que
la tasa de mensajeros para MBP y PLP aumenten cuando los oligodendrocitos se
cultivan con neuronas (Macklin et af., 1986 (143)) sugiere que la sedal de
amplificacién podria ser de origen neuronal,

Trabajos recientes llevados a cabo sobre células de Schwann (Monuki er
al.. 1989 (144)) han desvelado la existencia de sehales intracelulares de
mielinizacion. La célula de Schwann en cultivo, a diferencia del oligodendrocito,
cesa rdpidamente de expresar sus marcadores miel fnicos, El aumento de la tasa
de AMP cfclico en las células de Schwann induce la reexpresién de estos
marcadores ¢ induce la transeripcién de un gen denominado SCIP (Suppressor-
Cyclic AMP-Inducer-Protein). La tasa del mensajero del gen SCIP alcanza su
madximo 12 horas después de [a puesta en contacto de las células de Schwann
con el AMPc, y es entonces cuando sobreviene la induccidn de la transcripcion
de los genes de [a mielinizacidn. Pese a que estos resultados se han obtenido en
c€lulas de Schwann, la expresion del gen SCIP no estd restringida al SNP, sino
que es (gualmente expresado en el SNC,

Los resultados expuestos pueden ayudar a componer la cascada de eventos

que conducen a la mielinizacién: el contacto entre axones y células mielinizantes
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induciria una elevacion en ia tasa de AMPc. Este segundo mensajero levantaria
la supresidn cjercida sobre el gen regulador SCIP, cuya expresion activaria la

expresion de los genes mielfnicos que inducirfan la mielinizacidn.

4.- Formacion y estructura de la vaina de mielina

La mielinizacién en el SNC comienza cuando los axones destinados a ser
miclinizados adquieren un didmetro aproximado de 1 pm. En este punto, los
oligodendrocitos elaboran extensiones o procesos a partir de su membrana
plasmdtica que abrazan a los axones formando estructuras en forma de cdliz,
Posteriormente, la extensién del proceso celular provoca que uno de los "labios”
del cdliz, el que serd la lengiieta interna de la vaina madura. se introduzca por
debajo del otro (la lengiieta externa). El desarrollo de la vaina de mielina se
produce por la rotacidn subsecuente de esta lengiieta interna alrededor del axor.
Casi inmediatamente después de este fenémeno acontece la compactacidn de la
vaina, esto es, la aposicion de la cara citoplasmatica de una bicapa con la vecina
y exclusion de citoplasma que las separa, y Ia aposicion de las caras extracelula-
res.

Las aposiciones citoplasmdticas dan lugar a las denominadas |ineas
densas cuando cortes de la vaina de mielina se observan al microscopio
electronico, debido a su gran densidad electrénica. Andlogamente, las aposicio-
nes extracelulares originan las 1ineas intraperiddicas, que aparecen al microsco-
pio electrénico como una [inea doble de menor densidad que la Ifnea densa.

El proceso de compactacidn origina una estructura en muiticapa caracteri-
zada por la repeticién de la unidad membrana-espacio citoplasmdtico-membrana-
espacio extracelular-membrana. Esta disposicién espiral altamenie ordenada de
membrana y compartimentos acuosos puede alcanzar, dependiendo de Ia especie,
un apreciable grosor, entre 5 y 20 multicapas (Deber y Reynolds, 1991 (10)),

Segun avanza el proceso de formacion de la vaina de mielina, la conexidn
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entre el cuerpo celular del oligodendrocito y las membranas compactantes se va
alenuando gradualmente, hasta tal punto de que en la mielina madura esta unién

es muy dificil de visualizar por microscopia electrénica.
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ANTECEDENTES Y OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION

Las evidencias recogidas en la introduccidn indican que definitivamente
hay que desterrar el tradicional concepto que consideraba a la mielina como una
membrana inerte, y sustituirlo por el de una membrana capaz de experimentar
procesos dindmicos en lo referente al metabolismo de sus propios componentes,
a la regulacion de los niveles idnicos en los compartimentos de la vaina y/o del
espacio periaxonal y a la respuesta frente a sefiales externas. Significalivamente,
éste concepto podria ser también extrapolable a los dos componenies proteicos
principales de esta membrana, las prote{nas hdsicas y ios proteol ipidos, durante
mucho tiempo considerados como prote f nas meramente estructurales. Particular-
mente en el caso de los proteolipidos, por su gran abundancia y su probable
implicacién en el desarrollo de patologfas desmielinizantes, el conocimiento de
su papel funcional dentro de la vaina es especialmente importante.

Para investigar este aspecto, los sistemas reconstituidos de membrana han
sido especialmente ttiles con otras prote fnas funcionalmente activas, permitiendo
su caraclerizacidn delallada y los requerimientos basicos para su actividad. Este
abordaje experimental requiere, por una parte. el aislamiento sin pérdida de
aclividad de la proteina a partir de la membrana, y por ofro, la eleccién de un
entorno lipidico adecuado para su reconstitucién. Con respecto a éste tltimo
aspecto, los ensayos de reconstitucién llevados a cabo con el proteol { pido de
mielina han utilizado Ifpidos muy poco relacionados con el entorno lipfdico
nativo en que estd embebida esla protefna en ta mielina, a pesar de la importan-
cia que tienen las interacciones con I{pidos especificos para la actividad de gran
nimero de protefnas funcionalmente activas.

El aislamiento y purificacién de las proteinas de membrana conlleva
grandes problemas metodoldgicos, siendo el mayor obstdculo el de identificar

aquellos procesos capaces de disgregar la matriz lipidica de la bicapa y disociar
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las proteinas sin producir desnaturalizacion. Como muchas de estas prote {nas
son componentes integrales de la membrana, como es el caso de los proteol { pi-
dos, los procesos que tienen como fin aislarlos y purificarlos tienden a ser
laboriosos y, en algunos casos, pueden conducir a pérdidas de actividad
bioldgica. Una vez aisladas, -la naturaleza altamente hidrofébica de estas
proteinas continuan obstaculizando su pesterior puiificacién y caracterizacién.

En general, el aislamiento de prote(nas intrinsecas de membrana ha sido
llevado a cabo mediante el uso de detergentes, agentes caotrépicos o solventes
orgdnicos. Cada uno de ellos tiene sus propias ventajas e inconvenientes, Los
detergentes han sido y son ampliamente utilizados en la solubilizacién y
purificacién de proteinas intrinsecas (Tandford y Reynolds, 1976 (145)). Sin
embargo, algunos de ellos pueden inhibir [a actividad proteica, pueden interferir
con procesos posteriores de purificacién o andlisis y generalmente son dificiles
de eliminar. Por este motivo, los detergentes de eleccién son los no idnicos,
utilizados con ¢xito en la purificacion y reconstifucién de muchas prote nas
intrinsecas sin pérdida sustancial de actividad. que ademds no interfieren con
métodos de purificacién tales como la cromatografia de intercambio idnico o la
cromatografia de exclusin por tamafio. Entre éstos, son preferibles los que
poseen una alta concentracién micelar critica (CMC). porque ello facilita su
eliminacidén posterior y la reconstitucidn de la plotu na punﬁcada en membranas
artificiales para ensayar su actividad,

Cada una de las clases generales de compuestos utilizados para solubilizar
protefnas de membrana (agentes caotrépicos, detergentes o solventes orgdnicos),
ejercen su accién por medio de mecanismos distintos. El término "agente
caotrépico” hace referencia a aquéllos aniones inorgdnicos., generalmente
voluminosos, capaces de aumentar la solubilidad de moléculas hidrofébicas en
el agua. Tal es el caso de los iones SCN- o ClO,-. El efecto de estos iones,

denominado también salting-in., se contrapone al de otros aniones inorgdnicos,
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como el 8042‘, utilizados para precipitar proteinas a partir de sus soluciones
(efecto salting-our). En general, se acepla que los aniones caotrépicos son
desnaturalizantes, en tanto que los aniones que ejercen efecto salting-out son
estabilizantes de la estructura proteica {disminuyen fa solubilidad de los grupos
hidrofébicos en la molécula proteica al aumentar la fuerza iénica de la solucién)
(Volkin y Klibanov, 1989 (146)). El poder caotrépico de los aniones .se

correlaciona con la serie liotrdpica de Hofmeister:
S0/ > CI > Br > NO; > Cl0; > SCN’

Los aniones de la izquierda son los de mayor poclef estabilizante (salting-
our), mientras que los de la derecha son los de mayor poder caotrdpico.

En el campo de la purificacién de las proteinas de mielina, existe una
gran discusidn acerca de cudl es ¢l sistema idéneo, detergentes o solventes
orgdnicos, para la caracterizacion funcional de las protefnas, concretamente de
los proteolfpidos. En el caso concreto de los proteol {pidos, debido a sus
particulares propiedades de solubilidad, los solventes orgdnicos han sido
utilizados profusamente en su aislamiento, purificacion y caracterizacidn
funcional (Boyan y Clement-Cormier, 1984 (147)). Los defensores de los
solventes orgdnicos justifican su uso en el hecho de que estos solvenles
mantienen un entorno hidrofébico similar al que los proteol ipidos encuentran en
la membrana. Ademads, la extraccién de la membrana con solventes orgdnicos
supone que los proteolipidos se extraen asociados a lipidos, sin hacer uso de
medios acuosos, con lo cudl la estructura terciaria de la prote ina se conserva vy,
presuntamente, también su actividad bioldgica (Boyan y Clement-Cormier, 1984
(147)). Uno de los crilerios generalmente utilizados para determinar si los
proteol fpidos purificados estdn o no desnaturalizados es el de su solubilidad en

solventes orgdnicos, generalmente en la mezcla cloroformo/metanol 2:1 v/v (CM
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2:1). Es ésta una caracteristica no sélo de los complejos lipido-prote ina, sino
que permanece una vez que los proteolipidos han sido totalmente delipidados.
Esto es, es una caracteristica de la apoproteina (Lees y Sakura, 1978 (26)). En
general, cuando una disolucién de proteol{pidos se enriquece en un solvente
polar, como puede ser el metanol o el agua, la proteina tiende a agregarse
irreversiblemente, volviéndose totalmente insoluble en CM 2:1 o en otros
solventes de proteol {pidos. Se dice entonces que el proteol { pido estd desnaturali-
zado (Folch-Pi y Stoffyn, 1972 (148)). Ello sucede cuando se evaporan
soluciones de PLP en mezclas en las que el solvente mds polar es el menos
voldtil, como sucede en el caso del CM 2:1. Sin embargo, si el proceso es
suficientemente lento y controlado, los proteol ipidos delipidados (apoproteol i pi-
dos) pueden ser transferidos a medios acuosos a altas concentraciones sin pérdida
de solubilidad. Es decir, en virtud de su alta flexibilidad conformacional los
proteolipidos pueden adoptar una conformacidn hidrosoluble (Lees y Sakura,
1978 (26)).

Una de las aproximaciones mds fdciles, aunque quizds demasiado
ingenua, para probar si un método determinado produce o no desnaturalizacién
de los proteol i pidos, ¢s si la prote ina purificada contintia siendo soluble en CM
2:1. Sin embargo, el ensayo funcional, y/o el andlisis de estructura secundaria
por técnicas espectroscdpicas (Infrarrojo, Raman-Ldser, Dicroismo Circular)
tienen la dftima palabra.

Los ensayos funcionales de gran nimerc de proteolipidos han sido
llevados a cabo con proteinas aisladas y purificadas con solventes organicos.
Algunos de los mds representativos son: el proteolipido de membranas
plasmdticas presindpticas del 6rgano eléctrico de Torpedo, denominado
mediatéforo (Israel et al., 1986 (149)). proteol i pidos de reticulto sarcopldsmico
(Knowles et al., 1980 (43)); proteolipidos de membranas plasmadticas de rifdn

(Torteson y Sapirstein, 1981 (42)), proteolipidos de microorganismos calcifica-
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bles (Swain et al., 1989 (150)) y proteol i pidos de mielina (Helynck et al., 1983

(49); Cézar et al., 1987 (50)). En el campo de la purificacién de los proteol {pi-
dos en general, y de las prote{nas totales de mielina en particular, la tecnologia
rdpida de la cromatografia l{quida de alta eficacia en fase reversa (RP-HPL.C)
no ha sido prdcticamente explotada, a pesar de sus ventajas inherentes como
herramienta analitica y semipreparativa. Ello es debido, en primer término, a
que su aplicacién a la separacién de proteinas, y especialmente a las proteinas
de membrana, es bastante reciente, pero en gran medida a la falta de fases
méviles adecuadas, con suficiente poder eluotrépico y capacidad de solubiliza-
cién para permitir la separacién de protefnas altamente hidrofébicas.

En contraposicién, otros investigadores abogan por ¢l uso de detergentes
por considerar como desnaturalizantes a los solventes orgdnicos. Se sabe que
nuchos solventes orgdnicos inactivan o desnaturalizan (Laane et al., 1987 (151))
0 al menos desestabilizan o perturban (Arnold, 1988 (152)) la conformacién de
proleinas enzimdticas. Probablemente ambas posturas son reconciliables en el
caso concreto de los proteolfpidos, entendiendo por tales a las prole i nag
intrinsecas de membrana solubles en CM 2:1 en su estado delipidado (apoproteo-
lipidos). En este caso concreto, los solventes orgdnicos de baja constante
dieléctrica, a priori deben reproducir el entorno natural de que disponen en la
bicapa, en la cudl estdn profundamente embebidos, de manera parecida a como
lo hacen los detergentes no desnaturalizantes, esto es, reemplazando a los 1 ipidos
en la vecindad de la porcién hidrofébica de la prote ina de membrana (Helenius
ct al.. 1979 (153)). Esta posibilidad ha sido amphamente estudiada con el
proteol ipido de mielina por 1écnicas espectroscépicas tales como el dicrofsmo
circular, y mds modernamente por espectroscopias tnfrarroja y Raman-Ldser.
La apoproieina proteolipfdica adopta una conformacién mayoritariamente alfa-
helicoidal (60%) cuando estd disuelta en solventes orggnicos de baja constante

dieléctrica, pero adopta una disposicién mayoritariamente en tdmina 8 cuando
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se fuerza a la proteina a adoptar una conformacién hidrosoluble (Folch-Pi y
Stoffyn, 1972 (148)). Por otra parte, la proteina aislada junto a sus Iipidos, o
taapoprote i na reconstituida en liposomas adopta una estructura mayoritariamente
alfa-helicoidal (Carmona et al., [988 (34); Surewicz et al., 1987 (35)). Parece,
pues, que al menos desde el punto de vista estructural, los solventes orgdnicos
remedan el entorno lipidico que la proteina encuentra en la membraﬁa,
adoptando una conformacién semejante. Cuando la polaridad del medio en que
estdn disueltos aumenla, como hemos comentado antes, tienden a la agregacion
irreversible y a la insolubilizacién. Desde el punto de vista estructural, los
detergentes no idnicos, en concreto el octilghicdsido, produce un aumento de
estructuras affa en la apoproteina, efecto similar al de los solventes orgdnicos
de baja constante dieléctrica o los I{pidos (Carmona et al., 1988 (154). Sin
embargo, a (alta de datos concluyentes los ensayos funcionales con la proteina
purificada por los dos sistemas, solventes orgdnicos y detergentes no desnaturali-
zantes, parece el tinico recurso disponible para reconciliar ambas posturas.
Teniendo en cuenta todo lo expuesto, los objetivos iniciales de esta tesis

doctoral fueron:

V.- La purificacion de las proteinas de la membrana mielinica wiilizando
solventes orgdnicos, aplicando la tecnolog (a rdpida de la cromatografta

l{quida de alta eficacia en fase reversa (RP-HPLC),
2.~ La solubilizacién y purificacion de las proteinas de mielina utilizando
detergenies no desnaturalizanies. Efectos sobre la estruciura secundaria

de las cadenas polipept (dicas.

3.- Laextraccidn selectiva de los | (pidos de mielina, libres de prote tna, para



62

la formacion de liposomas. Caracterizacion bioqu finica 'y morfoldgica y

propiedades de permeabilidad.

4.-  La reconstitucion de los proteolfpidos purificados en los liposomas.
Andlisis de estructura secundaria sobre la prote i na reconstituida y efectos

sobre la permeabilidad de las membranas liposomales.

Cada uno de estos objetivos se detallan en los capftulos III-VI. El
cap{tulo II se dedica a la purificacién, caracterizacién morfoldgica y bioqu {mi-
ca de la membrana mielinica de cerebro de vaca, que ha sido utilizada para la

consecucién de los objetivos que componen la presente tesis docloral.
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CAPITULO i

PURIFICACION DE LA MEMBRANA MIELINICA
DEL CEREBRO
CARACTERIZACION MORFOLOGICA Y BIOQUIMICA
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INTRODUCCION

En general, todos los procedimientos de aislamiento y purificacidn de la
membrana mielinica se basan en el principio de que al homogeneizar el tejido
nervioso en sacarosa isoténica de baja fuerza idnica, la mielina se separa de los
axones y forma vesiculas en el rango de tamafios de mitocondrias y nicleos.
Ello unido & la alta relacién 11 pido/prote fna que liene esta membrana, otorga a
estas vesiculas la densidad mds baja de todas las fracciones de membrana del
sistema nervioso. Esta-propiedad permite su aislamiento por centrifugacion
diferencial o por centrifugacién en gradiente de densidad, normalmente de
sacarosa. Los métodos utilizados se pueden dividir en dos grandes categor{as
segtin utilicen un tipo u otro de centrifugacion.

En general, cuando el objetivo se centra en la purificacién de miclina, y
no interesan otras fracciones de sistema nervioso, la mayorfa de investigadores
utilizan métodos basados en la centrifugacién en gradiente discontinuo de
sacarosa. Para ello, los homogeneizados de cercbro completo o de sustancia
blanca en una solucién de sacarosa 0.32 M se depositan sobre una solucién mds
densa (tipicamente 0.85 M) de sacarosa y se centrifugan. en cuyo caso la
membrana mielinica permanece en la interfase. Alternativamente, se pueden
preparar los homogeneizados de cerebro en solucidn densa de sacarosa. en cuyo
caso la mielina permanece flotando en su superficie tras [a cenirifugacién. Con
ambos procedimientos los niicleos, las mitocondrias y los sinaptosomas, cn
principio, migran a través de la solucidn densa de sacarosa y forman un
precipitado en el fondo del tubo. Las membranas microsomales también deberfan
formar un precipitado o permanecer parcialmente suspendidas en esta capa. En
la préctica, sin embargo, la mielina obtenida con un dnico paso de centrifugacidén
en gradiente contiene contaminantes de otras fracciones celulares, principalmente
de axolema, membranas plasmdticas de células gliales, fragmentos de retfculo

endopldsmico y contaminantes axoplasmdticos, por lo que se hace precisa la
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utilizacién de nuevas etapas de purificacién. Estas generalmente comienzan con
un choque osmético con agua, a fin de que el material atrapado, incluidos los
axones, se liberen de la fraccién de mielina, seguido de un nuevo paso por
centrifugacion en gradiente para separarlos. ‘

En este capitulo se describe el método que se utilizé para purificar la
membrana miel{nica a partir de cerebro bovino, basado en el de Norton y
Poduslo (1973 (1)), y se muestran los resultados concernientes a su caracteriza-

cién morfoldgica y bioquimica.,
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MATERIALES Y METODOS

Materiales

Los cerebros de vaca se obtuvieron del matadero municipal de Madrid a
partir de animales sacrificados en el momento, y se {ransporfaron hasta el
laboratorio en bafo de hiclo, La sacarosa, las placas para cromalograf{a en capa
fina, el fluoruro de fenilmetanosulfonilo (PMSF), el dodecilsulfato sédico (SDS),
el dcido tricloroacélico y los reaclivos para la electroforesis fueron suministradas
por Merck (Alemania) - Los nuclestidos y el octilglucdsido (OG) utilizados en las
determinaciones enzim4ticas fueron de Sigma (EEUU). El reactivo de plata para
la tincién de los geles de electroforesis fue de Bio-Rad. El Triton X-100 se
adquirié a BDH (Inglaterra). El durcupan ACM y el éxido de propileno fueron

de Fluka (Suiza).

Purificacién de la memhbrana mielinica

Todas la etapas del procedimiento que se indica se realizaron a 0-4 “C,
y todas las soluciones utilizadas se preenfriaron a esta temperalura antes de ser
usadas. Las soluciones de sacarosa se prepararon en tampén Tris-HCI 0.1 M y
PMSF 1| mM como inhibidor de proteasas.

La sustancia blanca, diseccionada a partir de los hemislerios cerebrales,
se troced finamente y se lavd repetidas veces con solucidn satina {(NaCl 0.9 %)
para eliminar restos de sangre, y se homogeneizé al [0% (p/v) en solucién de
sacarosa 0.32 M utilizando una batidora durante | minuto a mdxima velocidad
(en cuatro intervalos de 15 s), y un homogeneizador manual de vidrio tipo Potter.
El homogeneizado se centrifugd a 5000 g durante 20 minutos en un rotor Sorvall
$S-34, se desechd el sobrenadante, y el precipitado se lavd dos veces con
sacarosa 0.32 M en idénticas condiciones de centrifugacién. Con €stos lavados
previos (Waehneldt y Mandel, 1970 (2)) se eliminan proteinas solubles y

contaminantes microsomales. El precipitado final, resuspendido en sacarosa 0.32
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M, se deposité cuidadosamente sobre una solucién de sacarosa 0.85 M,
previamente disiribuida en tubos de nitrato de celulosa para el rotor SW-27 de
Beckman (18 ml/tubo). Se centrifugé a 23000 rpm durante 30 minutos, y el
material colectado en la interfase se sometid a un choque osmdtico resuspendién-
dolo en diez volimenes de agua (conteniendo PMSF | mM). Se centrifugd a
23500 g en rotor SS-34, se desechd el sobrenadante, y el precipitado.se
resuspendié en otros 10 volimenes de agua y se centrifugé en las mismas
condiciones. Sobre el material sedimentado se repilié el paso de centrifugacién
en gradiente, resuspendiéndolo en sacarosa 0.32 M, depositdndolo sobre la
solucién de sacarosa 0.85 M y centrifugando a 23000 rpm en rotor SW-27
durante 45 minutos. La mielina purificada, que permanece en la interfase tras la
centrifugacién, se lavé tres veces con diez volimenes de agua, como arriba, y
se congels con nitrégeno 1{quido, tras lo cudl se liofilizé, o bien se conservd a -

80 °C hasta su uso.

Microscopia electrénica (secciones ultrafinas)

Las muestras de membrana miel i nica purificada se sedimentaron en una
microfuga (Beckman) a 13_.000 r.p.m. (11.900 g) v se fijaron en glutaraldehido
al 4% en tampén fosfato 1 mM, pH 8, durante 4 b a temperatura ambiente. Se
dejaron lavando en tampén fosfato durante una noche, y se llevdé a cabo una
postfijacién con tetréxido de osmio al 1 % en tampén cacodilato 0.1 M, pH 7.4,
durante lh a temperatura ambiente. Se lavaron las muestras con tampdn
cacodilato 0.1 M pH 7.4 tres veces en ciclos de 10 min. y se deshidrataron
gradualmente segiin el siguiente esquema: alcohol etilico de 509 (tres veces
durante 15 min cada una), alcohol etilico de 709 (tres veces durante 15 min cada
una), alcohol etflico de 702 con acetato de uranilo al 1% (durante toda la noche,
en nevera y en la oscuridad), alcohol de 962 (tres veces durante 15 min cada una)

y alcohol absoluto (tres veces durante 15 min cada una). A continuacidn se lleva
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a cabo la inclusién de las muestras afadiendo éxido de propileno (dos veces
durante 10 min cada vez), éxido de propileno _ durcupan ACM (1/1) durante 10
min y por ultimo durcupan ACM. Este dltimo paso se realiza poniendo en las
cdpsulas una gota de la mezcla de durcupan ACM, a continuacidn las muestras,
y completando el volumen de la c4psula con durcupan ACM. Se dejé polimeri-
zar la resina en estufa a 56 °C durante tres dfas. |

LLos blogues polimerizados se cortaron en ultramicrotomo {Reichert-Jung),
con cuchillas de vidrio (LKB), -consiguiéndose cortes de un espesor entre 60 y
90 nm, que se recogicron sobre rejillas de microscopta de 200 mesh precubiertas
con Formvar.

Las rejillas con las muestras se sometieron a una posierior tincién con
citrato de plomo para aumentar el contraste. Para ello se coloca la rejiila con los
cortes ultrafinos sobre una gota de la solucién de citrato de plomo duranie cinco
minutos, en atmésfera de NaOH (formada con unas cuantas perlas de NaOH)
para evitar que se formen precipitados de carbonato de plomo, La solucién de
citrato de plomo se prepara disolviendo 1,33 g de nitrato de plomo (Pb(NQO;);)
y 1.76 g de citrato sédico (Naz(C4Hs07),-H,0) en 30 g de agua. Después de 30
min se afiaden 8 ml de NaOH [N y se completa hasta S0 ml con agua. Para la
(incién, ésta solucién se diluye 100 veces con NaOH 0.0IN antes de ser usada.

Las rejillas se observaron al microscopio clectrénico (Jeol 1200 EX I1).

Caracterizacién analitica de la membrana purificada

Se determiné el contenido en proteina, fosfolipidos y colesterol de la
membrana purificada liofilizada utilizando técnicas anal iticas espectrofotométri-
cas. La proteina se determind por el método de Lowry el at.. 1951 (3),
incluyendo un 3% de dodecilsulfato sédico (SDS) en el reactivo C (Aguilar et
al., 1982 (4)), y utilizando seroalbimina bovina como patrén. El contenido en

fosfol i pidos se dedujo a partir de Ia determinacién de fésforo en las muestras,
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por el método de Ames y Dubin, 1960 (3), utilizando una solucién de KH,PO,
I mM como patrén; el tanto por ciento de fosforo encontrado en las muestras s€
multiplicé por 25 para calcular el tanto por ciento de fosfolfpidos (Autilio y
Norton, 1963 (6)). El contenido en colesterol se determind por el método enzi-
mético de Siedel et al., 1981 (7), utilizando un kiz comercial suministrado por
Boehringer-Mannheim (Alemania). Como patrén se utilizé colesterol puro'de

Fluka (Suiza).

Cromatografia en capa fina de lipidos polares y neutros

Los lipidos polares y neutros presentes en la mielina purificada se
identificaron mediante cromatogfaff a sobre placas HPTLC de 10x20 cm
precubiertas con gel de silice 60 (sin indicador fluorescente) (Merck). Los
11 pidos de la membrana se extrajeron por el método de Folch et al., 1957 (8),
con la mezcla cloroformo/metanol 2:1 v/v {CM 2:1). La fase inferior, lavada, se
evaporé a sequedad con corriente de nitrégeno, y el residuc se redisolvid en un
pequeio volumen de CM 2:1. Alicuotas de esta soluciones se sembraron en las
placas, utilizando una jeringa Hamilton. Se utilizé un doble desarrollo monodi-
mensional para lipidos polares y lipidos neutros. Brevemente, las placas sc
lavaron totalmente, en sentido longitudinal, introduciéndolas en una cubeta con
n-hexano/éter etilico 1:1 (v/v) y dejando que el solvente ascendiera hasta el
borde superior; se secaron con un secador de aire, y luego se sembraron las
muestras formando una banda continua de 1 c¢m, a | cm del extremo inferior de
la placa. Se introdujeron en las cubetas presaturadas con el solvente de Tipidos
polares (cloroformo/acetato de metilo/n-propanol/metanol/solucién acuosa de KCi
al 0.25% 25:25:25:10:9, por volumen) (Vitiello y Zanetta, 1978 (9)), y se
dejaron desarrollar hasta una longitud de 12 em medidos desde el borde inferior
de la placa. Esta distancia resulté ser la mds adecuada para la resolucién

completa y simultdnea de los lipidos polares y los I{pidos neutros. Las placas
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se secaron con secador y se introdujeron en un desecador con cloruro cdlcico a
vacio durante 30 minutos. Luego se inirodujeron en la cubeta presaturada con
el solvente para lipidos neutros (n-hexano/éler etilico/dcido acético gilacial
80:20:2 por volumen) en la misma direccidn, completdndose el desarrollo hasta
el extremo superior de la placa (Olsen y Henderson, 1989 (10)). Se secaron con
secador y se revelaron con el reactivo de acetato de cobre (acetalo de cobre al
3% plv en acido ortofosférico al 8% v/v). Las placas se nebulizaron intensamen-

te con este reactivo y se calentaron a 160 °C durante 20 minutos en estufa,

Electroforesis de las prote inas

Preparacion de las muestras

La membrana miel {nica purificada se disolvid por completo en solucién
de SDS al 2.5% en Na,CO; 1% con la ayuda de un sonicador de baifio
(Bransonic), a una concentracién de 3 mg de proleina/ml. Antes de la
electroforesis, las proteinas en solucién se transfirieron al tampén de muestras
para la electroforesis (2.5% SDS en Tris-HCI 0.25 M, pH 6.8) utilizando
minicolumnas de Sephadex G-25. Brevemente, se empaquelan jeringas de insulina
de 1 ml con Sephadex G-25 hinchado en agua. Se equilibran extensivamente con
el tampén de electroforesis (al menos 2 ml por jeringa) y se centrifugan a baja
velocidad durante 3 minutos en centrifuga de mesa con cabezal oscilante,
colgdndolas de tubos de pldstico de 10 ml. Se afiade la solucidn de mielina sobre
las jeringas centrifugadas (hasta 200 pl/jeringa), y se vuelven a centrifugar en-las
mismas condiciones colgdndolas sobre un nuevo tubo. Este sistema resulld
especialmente dtil para producir una "diflisis instantdnea” en muestras de
pequefio volumen (50-200 pl), muy dificiles de dializar en un tubo de didlisis
convencional. Con ello se consigue la sustitucién de un tampén por el otro
(eliminando totalmente ¢l carbonato sédico), sin dilucién de las muestras (se

obtiene exactamente el mismo volumen que s¢ anade a la columna) y con una alla
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recuperacién de proteina (90% para volimenes de 200 p1), independientemente
de la concentracién de proteina que tenga la solucién inicial (en un ensayo
previo fa recuperacién de proteina no varié dentro del rango de concentraciones

de 0.2 a 3 mg/ml).

Condiciones de la electroforesis y método de tincion

A todas las muestras se les afiadié glicerol (10%) y azul de bromofenol
(10 pg/ml). El desarrollo de los geles (7 x 8 cm, 0.75 mm de grosor) se realizd
de acuerdo a Laemmli (1970 (11)), usando geles isocrdticos con un 14% de
acrilamida. Las muestras, conteniendo entre 5 y 20 ug de prote{na, se cargaron
sobre un gel concentrador (stacking gel) de acrilamida al 3%. Se utilizé una
unidad vertical Migthy Smail II (Hoeffer Scientific Instruments), con una
corriente de 3 mA, hasta que el azul de bromofenol llegd hasta la parte inferior
del gel (aproximadamente una hora). Los geles se lifieron con plata utilizando un
kit comercial suministrado por los laboratorios Bio-Rad. Como proteinas de
referencia, de pesos moleculares conocidos, se usaron: fosforilasa b, seroalbtimi-
na bovina, ovalbimina, anhidrasa carbénica, inhibidor de tripsina de soja y alfa-
lactalbiimina (94, 67, 43, 30, 20.1 y 14.4 KDa, respeclivamente), adquiridas a

Pharmacia,

Determinaciones enzimaticas

2' 3'-nucledtido c(clico 3'-fosfodiesterasa (CNPasa, EC 3.1.4.37)

Se utilizé el método de Prohaska et al., 1973 (12), excepto en que el
fosfato inorgédnico liberado en la reaccion se midid por la reaccidn colorimétrica
del reactivo ascérbico-molibdato (Ames y Dubin, 1960 (5)). Las muestras de
mielina se homogeneizaron en bafio de hielo a una concentracién de 1 mg de
prote{na/ml en tampén Tris-maleato 50 mM, pH 6.2, en presencia o ausencia

de octilglucdsido 60 mM (concentracién final), con la ayuda de un homogeneiza-
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dor manual de vidrio tipo Potrer. Alicuotas de 20 pl de las muestras (20 pg de
protefna) se afadieron sobre 200 pl de tampén Tris-maleato 50 mM, pH 6.2
conteniendo el sustrato (2',3'-~AMPc 7.5 mM, concentracion final), La reaccion
se mantuvo durante 10 minutos a 30 °C y, transcurrido este liempo, s¢ paré
introduciendo los tubos en un bafio de agua hirviente durante | minuto. Durante
este tiempo, la CNPasa hidroliza al 2',3'-AMPc produciendo cantidades
equimolares de 2'-AMP. A partir de ésle, por reaceién de la fosfatasa alcalina,
se liberan cantidades equimolares de fosfato inorgdnico: sobre los tubos hervidos
se afiadieron 100 ul de tampén MgCl, 21 mM, Tris-HCI 0.3 M, pH 9,y 0.712
unidades de fosfatasa alcalina de E. coli (Sigma), y se incubaron a 30 “C durante
20 minutos. E! fosfato inorgdnico liberado se midié en alicuotas de 5-10 pt de
los medios de incubacién mediante la reaccion colorimétrica con el reactivo
ascérbico-molibdato (formado al mezclar 1 volumen de dcido ascérbico al 10%
(p/v) en agua con 6 volimenes de maolibdato aménico_ tetrahidratado al 0.42%
(p/v) en dcido sulfirico 1N). Las alicuotas tomadas de los medios de incubacidn
se complelan hasta un volumen de 100 p! con agua destilada, y sc anaden 900 pl
del reactivo ascérbico-molibdato. Se deja desarrollar el color incubando todos los
tubos a 45 °C durante 20 min.. y se lee la absorbancia a 820 nm. Como solucién

patrén se utilizé KH,PO, | mM.

S'-nucleotidasa (EC 3.1.3.3)

Se utilizé el método de Rodriguez de Lores Arndiz et al., 1988 (13), en
las condiciones de pH y concentraciones de sustrato y MgCl, usadas por Cammer
et al.. 1980 (14). Las muestras de mielina se homogeneizaron en tampdn KCI
100 mM, MgCl, 10 mM, Tris-HCI 50 mM, pH 7.5, en baiio de hielo con ia
ayuda de un homogeneizador de vidrio tipo Porter, 2 una concentracion de 15-
30 mg de protefna/mi, y se mantuvieron en bafio de hielo hasta el inicio del

ensayo.
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Alicuotas de 20 pl de las muestras se afadieron sobre 267 ul del tampdn
de arriba, conteniendo el sustrato (5'-AMP, 12.5 mM concentracién final), y se
mantuvo la reaccién durante 45 minutos a 37 °C. Transcurrido este tiempo, se
pard la reaccién anadiendo a todos los tubos 5 pl de dcido tricloroacético al
40% . Estos se centrifugaron en una microfuga para tubos Eppendorff (Beckman)
a mdxima velocidad durante 5 minutes, y se midié el fosfato inorgﬁn'iCO
liberado en alicuotas de 25-100 ul de sobrenadante, por la reaccién colorimétrica
del reactivo ascérbico-molibdato, como arriba. Como controles se utilizaron

tubos conteniendo muestra y sustrato, pero incubados a 0 °C.

ATPasas

El método utilizado se basa en el procedimiento de Rodriguez de Lores
Arndiz et al., 1988 (13), incorporando al medio de reaccidn azida sédica 4 mM
para inhibir ATPasas mitocondriales, como recomiendan Reiss et al., 1981 (15).

El método se basa en determinar la hidrélisis del ATP mediante la
liberacién de fosfato inorgdnico tras la incubacion de las muestras con el
sustrato. Si en el medio de ensayo se incluyen iones Na+, K+ y Mg?*, se mide
fa actividad ATP4dsica total de la muestra (la suma de Mg?*-ATPasay Na+ K-+-
ATPasa). Por el contrario, si en el medio s¢ incluye unicamente iones Mg?*.
y ademds se anade un inhibidor especifico de la Na+ K+-ATPasa {ouabaina),
entonces sélo se mide la actividad de la Mg?*-ATPasa. Por diferencia entre la
actividad ATPdsica total y la de la Mg? " -ATPasa se determina la actividad de
la Na+.K+-ATPasa. As{ mismo, el grado de contaminacién mitocondrial de la
mielina puede determinarse midiendo la actividad ATP4sica total en ausencia y
presencia de azida sédica 4 mM.

El tampén para la determinacién de ATPasas totales fue: NaCl 100 mM,
KC! 20 mM, MgCl, 3 mM, ATP 4 mM, NaN; 4 mM, Trs-HCI 0.16 M, pH

7.4. Para la determinacion de Mg?*-ATPasa se usé el medio siguiente: MgCl,
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3 mM, ouabaina | mM, ATP 4 mM, NaN; 4 mM, Tris-HC! 0.16 M, pH 7.4.

Las muestras de mielina se homogeneizaron en tampén Tris-HCL 0.16 M,
pH 7.4, a una concentracién de 20-25 mg de proteina/ml, en presencia 0
ausencia de deoxicolato sédico al 0.1%. Todas las muestras y los medios de
reaccién se preincubaron a 37 ?C durante 10 minutos. Luego, alicuotas de 30 pl
de las muestras (100-300 pg de proteina) se afnadieron sobre los tubos
conteniendo 400 p1 del medio de reaccién correspondiente, se agitaron los tubos,
y se incubaron durante 30 minutos a 37 oC. Como controles, se incubaron tubos
equivalentes, conteniendo muestra y sustrato, a 0 °C. La reaccidn se pard
afadiendo 10 ! de dcido tricloroacético al 40%., se cenirifugaron los tubos, y
se midié el fosfalo inorgdnico liberado en los sobrenadantes por la reaccién del

reactivo ascorbico-molibdato.

Anhidrasa carbénica (EC 4.2.1.1)

Se utilizé el método de Sapirstein y Lees. 1978 ((16), a su vez inspirado
en ¢l mélodo colorimétrico de Maren, 1960 (17). EI método s¢ basa en
determinar la velocidad de cambio del pH mediante un indicador. el rojo de
fenol. en ausencia y en presencia de la enzima,

La solucién indicadora estd compuesta por rojo fenol 1.25 mg/ml en
Na,CO; 2.6 mM, y se saturé con anhidrido carbdnico, en bafo de hielo,
durante al menos una hora antes de comenzar los experimentos. A lo largo de
todo el tiempo en que se realizaron los ensayos., se borboted gas carbdnico sobre
esta solucién. La reaccién se llevé a cabo en tubos de vidrio (7.5 cm x 7 mm),
y todas las soluciones y muestras s¢ mantuvieron en bano de hielo. Sobre el
fondo de los tubos se pipelearon 70 pt de tampén Na,CO; 0.3 M, NaHCO;
0.206 M, pH 9.0, y sobre ¢], se pipetearon 10-50 ul de suspensién de miclina
(25 mg prote{na/ml, en presencia o ausencia de Triton X-100 al 1%). Se agitd

a baja velocidad en vortex, procurando que la muestra se mezclara homogénea-
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mente con el tampén, pero sin que ninguna gola se proyectara hacia las paredes
del tubo. y se volvié a colocar en el bafo de hielo. Luego se aiiadieron 500 pd
de la solucidn indicadora de rojo fenol, se tapd inmediatamente el tubo con el
dedo y se agité en vorrex a baja velocidad hasta que el color rojo vinoso del
indicador vira al amarillo, Se. realizaron blancos sin muestra, 0 con muestra
hervida durante 3 minutos, para determinar el tiempo de reaccién no catalizado,
El tiempo que tarda en virar el indicador en los tubos que contienen muesira se
denomina tiempo catalizade. La actividad enzimdtica se caleuld mediante {a

ecuacidn:

AE = tiempo no catalizado - tiempo catalizado

tiempo catalizado

Una unidad de actividad enzimdtica corresponde, por tanto. a una reduccién en

el 50% del tiempo no catalizado.,
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RESULTADOS Y DISCUSION

Por el procedimiento que se describe en Materiales y Métodos se consigue
un alto rendimiento de membrana miel{nica purificada con alto grado de pureza.
A partir de 50 g de sustancia blanca fresca se consiguen como promedio 2.25¢
de membrana purificada liofilizada, 6 28 g de membrana purificada fresca con
una concentracién media de proteina total de 25 mg/ml. Como criterios de
pureza de la membrana se eligieron: la morfologia, el andlisis bioqui mico
cuantitativo y cualitativo, y las actividades de varios marcadores enzimaticos.

Desde el punto de vista morfoldgico (Figura 6), la preparacion obtenida
muestra las estructuras tipicamente multilamelares, con bandeado caracteristico,
producido por la alternancia de lineas electrénicamente densas (l7neas densas
principales) con otras s transparentes (intraper{cdos), de morfologia muy
semejante a la que muestran las vainas de mielina in vivo. No se observé la
presencia de orgdnulos subcelulares como mitocondrias. ni tampoco de
sinaptosomas, axones o ntcleos.

El andlisis bioquimico cuantitativo (Tabla 3) reveld unos resultados muy
parecidos a los descritos en Ia bibliografia para la miclina bovina del sistema
nervioso central, reflejando una alta relacién lfpido/proteina (3:1, en peso). y
la presencia de altas cantidades de colesterol y galactol ipidos.

Las clases lipidicas que forman parte de la mielina purificada se
analizaron por HPTLC, utilizando un dobie desarrolio monodimensional para
lipidos polares y l{pidos neutros (Figura 7). Las clases mds abundantes fueron
los cerebrésidos (que se separan en dos bandas de distinta movilidad segin si el
dcido graso que estd unido a la esfingosina estd o no alfa-hidroxilado), el
colesterol y los fosfoglicéridos de etanolamina, Estos dltimos son mds
abundantes que los fosfoglicéridos de colina, lo cudl es caracteristico de la
membrana mielfnica, a diferencia de lo que ocurre en la mayoria de las

biomembranas. Es de destacar que no se detecté cardiolipina (difosfatidil






TABLA 3

Composicién de la membrana mielfnica obtenida por el procedimiento que se
indica en Materiales y Métodos

Componente Datos experimentales Datos bibliogréficos”
Protefna total 252 +£250) 247
Fosfol f pidos 3114297 32.4
Colesterol 19.9 + 2.6 (7) 21.2
Galactol fpidos 23.8% 22.1

Los resultados se expresan como el porcentaje en peso seco (g/ 100g de
membrana liofilizada) 1 desviacién estdndar. Los nimeros entre paréntesis se
refiere al nimero de determinaciones sobre mielina procedente de diferentes
purificaciones. '

“Datos recalculados a partir de los de Norton y Cammer. 1984 (18) para la
mielina bovina de sistema nervioso central.

"Calculado por diferencia (100 menos la suma de fosfolipidos, colesterol y
proteina).
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glicerol, DPG), un 1ipido especifico de membrana mitocondrial. Con respecto
a los lipidos neutros, dnicamente fueron detectables pequen i simas cantidades de
dcidos grasos libres. No se detectaron ni monoglicéridos. ni diglicéridos, ni
triglicéridos, ni ésteres de colesterol.

El andlisis cualitativo de las proteinas presentes en la mielina purificada
se llevé a cabo por SDS-PAGE (Figura 8). El patrén electroforético encontrado
responde al descrito en la bibliografia, con cuatro bandas principales, PLP,
DM20, proteina bdsica (BP) Iy CNPasa (ésta tdltima resuelta en un doblete de
pesos moleculares muy préximos), ademds de un buen ndmero de proteinas
minoritarias de pesos moleculares aparentes superiores a 30 KDa, detectables en
gran medida gracias a la gran sensibilidad del reactivo revelador de plata.

A juzgar por los resultados que se muestran en la Figura 8, la proporcidn
de DM20 es casi comparable a la del PLP en la mielina de cerebro bovino,
confirmando resultados previos (Schindler et al., 1990 (19)). y en contra de la
idea tradicional de que la DM20 es una isoforma minoritaria del PLP en la
mielina del sistema nervioso central. Esta idea se fundamentd en el andlisis
cuantitativo de geles de electroforesis tefiidos con Coomassie Brillant Blue R-
250. Sin embargo, se ha demostrado que la éapacidad de tincion de DM20 con
este reactivo es bastante inferior que la de PLP; ademds, la mayor hidrofobicidad
de DM20 se traduce en una mayor propension a la agregacion ¢ insolubilidad en
los tampones de muestra para electroforesis, lo cud! puede conducir a subestimar
Ia cantidad real de DM20 que existe en la membrana purificada. La preparacién
de muestras para la electroforesis detallada en la seccidn de Materiales y
Métodas, junto al revelado con reactivo de plata solventan estos problemas.

La Tabla 4 resume los resultados de actividades enzimiticas llevados a
cabo sobre la membrana purificada, conservada de dos maneras distintas:
congelada con nitrégeno l{quido y conservada a -80 °C hasta su uso, o bien

liofilizada y conservada a -30 °C hasta su uso. Se escogieron cuatro enzimas
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asociadas a mielina, una de ellas especifica de esta membrana, la 2',3'-
nucledtido ciclico 3'-fosfodiesterasa (CNPasa). Los ensayos se llevaron a cabo
homogeneizando las muestras en presencia o ausencia de detergente, porgue la
actividad de muchas enzimas asociadas a membrana requieren la presencia de un
surfactante para su actividad- mdxima. En todos los casos, la actividad en
presencia de detergente fue muy similar independientemente del estado de
conservacion de la membrana. Sin embargo, cuando el ensayo se llevd a cabo en
ausencia de detergente, las actividades correspondientes a la membrana congelada
fueron muy inferiores a las de la membrana liofilizada. Para €sta dltima, las
actividades fueron muy parecidas en presencia o ausencia del detergente. Parece,
pues, que cl proceso de liofilizacidn de la membrana facilita ta exposicién de las
enzimas al sustrato, permitiendo que algunas enzimas con actividad "latente”
aclten sobre el sustrato. En el caso de la membrana congelada, se requiere
detergente para que la actividad enzimdtica total se manifieste. La excepeidn a
lo comentado se da en el caso de la 5'-nucleotidasa, donde, en ausencia de
detergente, la actividad es muy parecida independientemente del estado de
conservacton. Para esta enzima en concreto, se sabe que los detergentes no
estimulan su actividad, e incluso pueden inhibirla (Cammer et al.. 1980 (14)).
En términos absolutos, las aclividades especificas de las enzimas en
miclina bovina listadas en la Tabla 4 son bastante inferiores a las publicadas para
mielina de cerebro de rata por Reiss et at., 1981 (15). El valor encontrado para
el marcador especifico CNPasa en presencia de detergente (9700 nmol/min/mg
de proteina) es bastante inferior al encontrado por estos autores (48000
nmol/min/mg de proteina) para la mielina de rata, pero sin embargo es superior
al encontrado por otros autores (3630 nmol/min/mg de prote ina) para mielina de
cerebro bovino purificada por otros métodos (Casads el al., 1988 (20}). Con
respecto a la anhidrasa carbdnica, los resultados mostrades en la Tabla 4

concuerdan bien con las estimaciones de Cammer et al., 1977 (21) para la



TABLA 4

Actividades enzimdticas especificas en la mielina purificada y efecto de su estado
de conservacion

CONGELADA LIOFILIZADA
CNPasa
sin OG 1900400 (3) 73304700 (3)
con OG 92004900 (3) 97004 1400 (3)
5'-Nucleotidasa 16.54+2.1 (3) 14.6+3.0 (3)
Anh. carbénica
sin Triton X-100 0.70+0.02 (5) 1.3640.17 (5)
con Triton X-100  1.3140.24 (5) 1.34 40,16 (5)
ATPasa total 38.4 60.0
Na/K-ATPasa 32.4 50.0
Mg-ATPasa 6.0 9.0
A'TPasa total
con 0.1% DOC 57.0 -
Na/K-ATPasa 48.6 -
Mg-ATPasa 8.4 -
ATPasa total
sin NaN; 34.8 69.6

Los resultados para la anhidrasa carbdnica se expresan como unidades/mg de
proteina, definidas como se indica en Materiales y Métodos. El resto de las
aclividades especfficas se expresan como nmol Pi/min/mg de proteina. OG.,
octilglucdsido; DOC, deoxicolato sédico.
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mielina purificada de cerebro bovino, cuya actividad es muy inferior a la de la
mielina de cerebro de rata o ratén. Lo mismo es aplicable al caso de la actividad
ATPdsica total si se comparan los resultados listados en la Tabla 4, para mielina
bovina, con los de Reiss et al., 1981 (15) para mielina de rata. Sin embargo,
desde el punto de vista cualitativo, en ambos casos la mayor parte de la actividad
ATPidsica total cs inhibible por ouaba(na (Na,K-ATPasa). Ademds, el hecho de
que la actividad ATP4sica total sea muy parecida en presencia o ausencia de
azida sédica 4 mM indica que la enzima que se detecta en la mielina purificada

no procede de contaminacién por membranas mitocondriales.
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PURIFICACION DE LAS PROTEINAS DE MIELINA
POR RP-HPLC
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INTRODUCCION

El andlisis y la purificacion de las proteinas totales que componen la
membrana mielinica ha estado obstaculizado durante afios por sus particulares
propiedades de solubilidad, especialmente en el caso de los proteol { pidos, hasta
tal punto de que no existe ningin procedimiento rdpido y cuantitativo para la
purificacién de estas proleinas. Debido a su naturaleza hidrofdbica, su
aislamiento se ha llevado a cabo generalmente en presencia de defcrgentes
desnaturalizantes, sobre {odo de dodecil sulfato sédico (SDS). Sdlo después de
la solubilizacion en SDS, las proteinas totales que forman parte de la membrana
miel nica pudieron ser analizadas y purificadas por electroforesis preparativa en
gel (Agrawal et al., 1977 (1)), o por cromatograffa [iquida de alta eficacia de
exclusién por tamaiio (SE-HPLC) (Trotter y Wegescheide. 1985 (2}). La
extraccion con solventes orgdnicos (Gonzdlez-Sastre, 1970 (3); Skalidis et al.,
986 (4)) permite el aislamiento de proteinas individuales de mielina, pero no
¢s adecuada para la separacién simultdnea de todos los componentes profeicos
de esta membrana.

Durante los ullimos aios, la técnica de la cromatografia Hiquida de alta
resolucign en fase reversa (RP-HPLC) ha experimentado un gran desarrollo en
lo concerniente a la purificacién de proteinas de membrana (Welling et al., 1987
(5); Shan et al., 1990 (6)). Esta técnica se basa en las interacciones hidrofdbicas
que tienen lugar entre ligandos hidrofébicos unidos a la fase estacionaria y los
agrupamientos hidrofébicos de las protefnas. La gran variedad de fases
estacionarias disponibles en el mercado limitan el problema de la separacién de
las protefnas de mielina por RP-HPLC a la eleccién de una fase movil
apropiada. Esta, idealmente, debe reunir unas caracter{ sticas f{sico-quimicas
adecuadas, tales como baja densidad y viscosidad (para evitar el uso de altas
presiones), transparencia ultravioleta a 280 nm (para aumentar la sensibilidad en

la deteccion de Ia proteina), y un alto poder eluotrdpico que. en fase reversa,
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es inversamente proporcional a su constante dieléctrica o polaridad. Esta iiltima
caracteristica es muy importante cuando se trabaja con proteinas altamente
hidrofébicas, porque en caso contrario éstas pueden permanecer retenidas en la
columna. Ademds es aconsejable que el solvente sea miscible con agua para la
elucién en gradiente. Muchos de los solventes orgdnicos utilizados habitualmente
en RP-HPLC satisfacen la mayor parte de las propiedades anteriores. Sin
embargo, no cumplen uno de los requisitos fundamentales: no son capaces de
disolver las proteinas lotales de mielina, especialmente los proteol (pidos. La
baja solubilidad de la muestra en la fase mévil pucde originar precipitaciones
dentro de la columna provocando el colapso de {a misma, y puede favorecer,
especialmente en el caso de protefnas de membrana, la agregacién y las
interacciones inespecificas de la muestra con la fase estacionaria, que se traduce
en una recuperacién baja y unos resultados no reproducibles (Josic et al., 1990
(7.

Algunas de las proteinas menos hidrofébicas de mielina, tales como la
proteina bdsica o la glicoprote (na asociada a mielina (MAG) se han conseguido
purificar por RP-HPLC a parlir de extraclos crudos. utilizando solventes
tradicionales en esta técnica, como las mezcelas de acetonitrilo y agua (Giegerich
ct al., 1990 (8); Shimamura et al., 1990 (9)). Estas mezclas, sin embargo, son
incapaces de disolver los componentes mds hidrofébicos. especialmente los
proteol ipidos. Recientemente, el n-propanol ha sido utilizado como modificador
orgdnico para la elucién de las prote inas de mielina en RP-HPLC (Bizzozero et
al., 1989 (10)). Sin embargo, Iz baja solubilidad de las proteinas en esta fase
movil alarga considerablemente la preparacién de las muestras y reduce la vida
tiul de la columna.

A pesar de que la caracter(stica fundamental de los proteol {pidos es la de
su solubilidad en solventes orgdnicos, sélo un nimero limitado de solventes o

mezclas de los mismos se muestran efectivos en su solubilizacién o en su
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extraccion a partir de sustancia blanca de cerebro o de mielina purificada. A
parte de la mezcla cloroformo/metanol 2:1 v/v (CM 2:1), el solvente tradicional
de proteol ipidos, €stos pueden disolverse en mezclas que contienen cantidades
variables de cloroformo y metanol, o solventes relacionados, tales como las
mezclas de cloruro de metileno o tetracloruro de carbono con melanol o etanol,
Los proteolipidos de mielina también son solubles en solventes simples cuya
estructura puede considerarse como una mezcla de hidrocarbures clorados y un
alcohol, tales como el tljicloroelanol (Lees, 1965 (1D)) o el 2-cloroetanol. Todos
estos solventes, debido a sus propiedades f1 sico-quimicas, no son de uso general
en RP-HPLC,

Ast pues, el primero de los objetivos planteados en este capitulo fue el
de encontrar un solvente o mezcla de solvenles, compatibles con ia tecnologia
de RP-HPLC, capaces de disolver las proteinas de mielina. Conseguido este
propdsito, se ha puesto a punto la metodologia que permite la separacidn rdpida
de las tres [racciones proteicas principales de esta membrana a escalas anal ftica

y semipreparativa,
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MATERIALES Y METODOS

Solventes y reactivos quimicos

Todos los solventes orgdnicos empleados fueron de grado anal itico o de
grado HPLC. El tetrahidrofurano (THF) de grado HPLC se obtuvo de Probus y
de Merck (Lichrosolv®), El agua se obtuvo a partir de un sistema de purificacién
Milli-Q (Millipore). El dodecil sulfato sédico (SDS), Ia acrilamida, la N,N'-
metilén bisacrilamida, -el persulfato amdénico, la N,N.N' N'-etrametiletilen
diamina (TEMED), la glicina, el Tris, el 4cido trifluoroacético y ¢l Coomassie
brillant blue R-250 se compraron a Merck. Los reactivos para la tincién con plata
de los geles de electroforesis se compraron como un Kit a los laboratorios Bio-

Rad (Silver Stain Plus). El Sephadex LH-60 fue de Pharmacia.

Materiales biolégicos

Los cerebros de vaca (aproximadamente un afio de edad) se obtuvicron a
parur de animales sacrificados en el momento en el matadero municipal de
Madrid, y se (ransportaron hasta el laboratorio en bafio de hielo. S¢ diseceiond
la sustancia blanca de los hemisferios cerebrales, se (roced y se lavé con solucidn
de NaCl al 0.9%, y se utilizd inmediatamente para la purificacién de membrana
miel fnica, o bien se conservé congelada a -30 °C en atndsfera de nitrégeno, o
se liofilizd y conservd a -30 °C con gel de sflice como desccante y en atmdsfera
de nitrégeno.

La membrana mielinica se purificé a partir de sustancia blanca reciente-
mente diseccionada y lavada, como se detalla en el capitulo II. La preparacidn
final de mielina purificada se congeld con nitrégeno liquido v se conservé a
-80 “C, o se liofiliz6 y almacené a -30 °C con gel de silice y aimdsfera de
nitrégeno.

La preparacidn proteolipidica utilizada en los ensayos de solubilidad se
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obluvo a partir de sustancia blanca por la modificacién del método de Folch et
al., 1957 (12), descrita por Monreal, 1975 (13), y se liofilizé seglin el método
de Aguilar et al., 1982 (14). El liofilizado contiene un 30% de proteina y un
70% de lipidos. Su patrén electroforético estd formado exclusivamente por los
proteolipidos PLP y DM20, asi como agregados proteolipidicos de alto peso
molecular, '

Los extractos crudos de proteina bdsica se prepararon de dos formas
distintas:

a) A partir de la sustancia blanca de cerebro bovino, delipidada con CM
2:1, segiin el métedo de Oshiro y Eylar, 1970 (15).

b) A partir de mielina purificada, utilizando soluciones de CaCl, segin el
método de Gow y Smith, 1989 (16). |

Los extraclos se liofilizaron y se conservaron a -30 °C. En algunos casos,
se ulilizé protefna bdsica purificada de conejo (18.5 KDa, Calbiochem), o
protefna bdsica bovina purificada (Sigma).

La fraccidn Wolfgram se purificé a partir de membrana mielinica

liofilizada segtin el método de Kurihara et al., 1971 (17).

Cilculo del indice de polaridad (P') en las mezclas de solventes
La polaridad de una mezcla binaria de solventes se calculd de acuerdo a

la [Grmula:
P' = aPa + bIPb

donde P' es el indice de polaridad de la mezcla final, a y b son las fracciones
de volumen de los solventes individuales y Pa y Pb sus respectivos fndices de
polaridad. La férmula anterior y el valor de los {ndices de polaridad de cada uno

de los solventes se tomaron de Snyder, 1974 (18).
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Ensayos de solubilidad

Un mililitro de cada una de las mezclas ensayadas de THE y agua se
afiadieron sobre las siguientes cantidades de material bioldgico, contenido en
tubos pequefios de vidrio: 6 mg de preparacién proteolipfdica liofilizada (1.8 mg
de proteina); 6 mg de mielina liofilizada (1.73 mg de proteina); 64 mg de
mielina fresca (1.73 mg de proteina), 0 68 mg de sustancia blanca fresca (5.5
mg de proteina). Los tubos taparon, se agitaron en un vorfex y se centrifugaron
a 100.000 g durante 30 minutos. De cada sobrenadante se tomaron alicuotas para
Ia determinacién de proteina. Los resultados se expresan como el porcentaje de
proleina solubilizada con respecto a la proleina total de la muestra corresporn-
diente.

La solubilidad del preparado proteolip{dico liofilizado en mezclas de THF
y agua se investigd lambién tras su solubilizacidn previa en la mezcla clorofor-
mo/metanol 2:1 v/v (CM 2:1). Para ello se preparé una solucién stock de crudo
proteolip idico liofilizado en CM 2:1 (50 mg de liofilizado por ml). A partir de
esla solucion se pipetearon alicuotas de 120 pl (1.8 mg de proteina) en tubos de
vidrio. Se evapord el solvenle con una corriente de nitrégeno, y los residuos se
trataron con un mililitro de la mezcla de THF y agua correspondiente, como se

describe arriba.

Electroforesis

Preparacion de las muestras

Los extraclos obtenidos con las mezclas de THF y agua en los ensayos de
solubilidad, y las fracciones obtenidas por RP-HPLC se liofilizaron directamente.
Los lioftlizados oblenidos, asi como los maleriales bicldgicos de partida
(miclina, sustancia blanca, crudo proteolip {dico) se procesaron para electroforesis

en gel de poliacrilamida con SDS (SDS-PAGE) de dos maneras distintas:
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a) Delipidando con THF anhidro, y disolviendo el residuo proteico
delipidado en el tampén de muestra para la electroforesis (Tris-HCI 0.25 M. pH
6.8, conteniendo 2.5% de SDS), con la ayuda de un sonicador de baiio
{Bransonic 12).

b) Disolviendo las muestras, con o sin 1pidos, en solucién de Na,COj; al
1% conteniendo SDS al 2.5%. sonicando cuando fue preciso. Este medio f’ue
particularmente 1itil para disolver las fracciones liofilizadas obtenidas por RP-
HPLC. Antes de la electroforesis, las proteinas disueltas se transfirieron al
tampén de muestra para la electroforesis (Tris-HC[ 0.25 M, pH 6.8, conteniendo
un 2.5 % de SDS) utilizando minicolumnas rellenas con Sephadex G-25, como se

describid en el capftulo i1 (ver Pag. 84).

Condiciones de la electroforesis y méiodos de tincion

Se prepararon geles (7 x 8§ cm, 0.75 mm de grosor) de acrilamida a una
concentracidn del 14 %, con un gel concentrador (stacking) de acrilamida al 3%.
Las condiciones de SDS-PAGE fueron las descritas por Laemmli (1970 (19)). El
buffer de desarrollo fue 0.05 M Tris, 0.384 M glicina, 0.1% SDS, pH 8.4. Se
utilizé una unidad vertical Mighty Small If (Hoeffer Scientific Instruments).
conectada a una fuente de atimentacion LKB 2103, La intensidad de corriente
cléctrica fue de 3 mA, y el tiempo de desarrollo fue de unos 40-60 minutos. La
cantidad de muestra en cada calle fue de 1-30 pg de prote i na. en un volumen de
5-15 pl, y llevaron un 10% de glicerol y 10 pg/ml de azul de bromofenol.
Completado el desarrollo, los geles se tifieron de dos formas distintas:

a) Con Coomassie Brillant Blue R-250: [.os geles se tifieron toda la noche
en una solucién del colorante al 0.25% en metanol/agua/dcido acético glacial
45:45:5, en volumen, y se deslifieron con metanol/agua/dcido acélico glacial
27:64:9, en volumen, hasta que el el contraste entre las bandas y el fondo fue

suficientemente alto.
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b) Con la tincidn de plata: se usé el método de Gottlieb et al., 1987 (20),

utilizando el kit de los laboratorios Bio-Rad (Silver Stain Plus). Los geles se

mantuvieron en la solucidn reveladora durante unos 15 minutos.

Andlisis densitométrico-de los geles de electroforesis

Los geles tefidos se analizaron en un densitémetro ldser (Molecuiar
Dynamics 300A Computing Laser Densitometer). Los pesos moleculares de las
bandas se calcularon utilizando el software incorporado al ordenador conectado
al aparato, por comparacién con la movilidad de proteinas de referencia de peso
molecular conocido: Fosforilasa b (94 KDa), seroalbimina bovina (67 KDa),
ovoaliimina (43 KDa), anhidrasa carbénica (30 KDa), inhibidor de tripsina de
soja (20.1 KDa) vy alfa-lactalbimina (4.4 KDa), todas ellas obtenidas como un

kit de Pharmacia (Suecia).

Cromatografia en capa fina de alta eficacia (HPLTQC)

La composicidn lipidica cualitativa de las muestras se examing sobre
placas de HPTLC de 10 x 10 cm o de 10 x 20 cm precubiertas con gel de silice
00 F,s, (Merck). Las muestras, disueltas en CM 2:1 se aplicaron como bandas
de 1 cm de ancho, a 1.5 cm del.extremo inferior de la placa, usando una jeringa
Hamilton. Las placas se desarrollaron por el métoda descrito por Viuello y

Zanella, 1978 (21), y se revelaron exponiéndolas a vapores de yodo.

Cromatografia Iiquida de alta eficacia en fase reversa (RP-IIPL.C)
Preparacion de tas muestras
Antes de inyectar en la columna, la membrana miel fnica purificada y
liofilizada se delipidé de dos formas distinias:

a) Can Sephadex LH-60: se disolvid la mielina liofilizada en la mezela

THF/agua 4:1 v/v, conteniendo un 0.1% de dcido trifluoroacético (TFA), a una
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concentracién de 2 mg de protefna por ml, y se filtré a través de una columna
de 5 ml rellena con Sephadex LH-60 (Bizzozero et al., 1982 (22)), equilibrada
y eluida con la misma mezcla. Las prote{nas delipidadas eluyen en el volumen
vacio de la columna (V,).

b) Con THE anhidrg: 50 mg de mielina liofilizada se trataron con 8 ml de
THF (grado HPLC) en wbos de vidrio con tapdn de rosca. Se agité con un
agitador de tubos tipo vortex y se centrifugd a mdxima velocidad en centrifuga
de mesa durante 10 minutos. Se separd el sobrenadante, y sobre el precipitado
se repitid el mismo tratamiento otras cinco veces. El precipitado final se disolvid
en THF/agua 4:1, 0.1% TFA a una concentracién de 3.5 mg de prote{na por
ml. Este procedimiento produce una delipidacién del 95% . con una recuperacidn
de proteina en torno al 88%.

Antes de inyectar, la mielina delipidada, disuelta en THF/agua 4:1 v/v,
0.1% TFA, se diluyé con agua conleniendo 0.1% de TFA hasta que la
concentracidn {inal de THF en la muestra fue del 30% en volumen. Todas las
muestras se filtraron a (ravés de filtros FHLP de 0.5 pm (Millipore), o se
centrifugaron en una centrifuga para lubos Eppendorff a mdxima velocidad

durante 15 minutos antes de ser inyectadas.

Equipamiento, columnas y condiciones de elucion

Se utilizé un sistema de HPLC de Perkin-Elmer equipado con dos bombas
y un formador de gradientes, conectado a un detector ultravioleta LC-75 de
longitud de onda variable y a una estacién de datos modelo 3600 (Perkin-Elmer),
Se utilizaron las coluninas Altex RPSC Ulirapore C-3 (tamario de poro de 300
A; tamaio de particula de 5 pm) analitica (4.6 mm x 7.5 cm) y semipreparativa
(10 mm x 25 cm), suministradas por Beckman. Para fa columna analitica se
incorpord al inyector un foop de 500 pi; para la columna semipreparativa se

utilizé un loop de 4.8 ml. La elucién se llevé a cabo a temperatura ambiente (23-
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26 “C). con deleccion ultravioleta a 280 nm. El flujo fue de | ml/min para la
J

columna analitica y de 4.7 mi/min para la columna semipreparativa.

Determinaciones analfticas

La proteina se determiné por el método de Lowry et al., 1951 (23).
incorporando un 3% de SDS al reactivo C (Aguilar et al., 1982 (14)), y usando
seroalbimina bovina como patrén. El fésforo lipidico se determing por el

método de Ames y Dubin (1960 (24)).
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RESULTADOS

Solubilidad de los proteol fpidos en solventes orgédnicos

Como estudio previo, se ensayé la solubilidad de los proteolfpidos
purificados y liofilizados en mids de 130 mezclas de solventes orgdnicos, de los
cudles los mds representativos se muestran en la tabla 5. Como criterio
comparativo, se escogis el indice de polaridad (P') propuesto por Snyder, 1974
(18). En HPLC de fase reversa, el valor de P' para un solvente es inversamente
proporcional a su poder eluotrépico: solventes con bajo fndice de polaridad son
los que poseen mayor capacidad de clucidn de solutos.

Desde el punto de vista de la solubilizacién de un determinado soluto por
un solvente, es (il distinguir entre la "fuerza” del solvente, cuantificada
mediante P', y su selectividad, que podria definirse como la capacidad que liene
un solvente para exhibir interacciones especificas con un soluto, ¥y que otros
solventes con la misma polaridad (P') no poseen. La selectividad de los solvenies
se cuantifica mediante tres pardmetros, Xpo Xy ¥ X, que, desde el punto de vista
prdclico, reflejan [a capacidad relativa de un solvente para funcionar, respectiva-
menie, como aceptor de protones, dador de protones, o participar en interaccio-
nes dipolo-dipolo. De acuerdo al valor de cada uno de estos tres pardmetros,
Snyder (1974 (18)} clasifica a los solventes en nueve grupos de selectividad
diferentes. Por ejemplo, los solventes incluidos en el grupo [ (éteres, aminas y
guanidinas sustituidas) son fuertes aceptores de protones (x, alto), dadores débiles
de protones (x, bajo) y poseen un momento dipolar intermedio (x,). El grupo 11
estd constituido por solventes con capacidad aceptora y dadora de protones
(alcoholes alifdticos). Otros alcoholes mds acfdicos (glicoles. alcohol benc{lico)
se incluyen en el grupo IV. El grupo VIHI engloba los solventes con gran
capacidad dadora de protones, tales como el cloroformo y el agua.

En la prdctica, éste autor recomienda como el primer paso para investigar



TABLA §

Solubilidad de la fraccin proteolipidica liofilizada en solventes orgdnicos.

Mezcla Polaridad (P")  Grupo de Selectividad Solubilidad
CM 2:1 5.13 I + -+ -
n-propanol/agua 76:24 5.13 VIII -
n-propanol/agua 76:24 5.13 VI -
0.1% TFA

isopropanol/agua 79:21 5.13 VIII -
n-propanol/metanol 54:46 5.13 11 -
n-butanol/metanol 55:45 5.13 [ -
THEF/metano! 61:39 5.13 il -
THF/agua 80:20 5.16 VIIE + -+ -+
THF 4.20 II -
THF/etilenglicol 73/27 4,53 v + ++
THF/etilenglicol/agua 4.84 VI + ++
76:14:10

THF/etilenglicol/metanol 4.84 11 +
59:27:14

diclorometano/metanol NI n +++
2:1

1, 2-dicloroetano/metanol NI 11 + -+ -
2.1

2-cloroetanol NI NI + 4+
acetonitrilo 6.20 Via -
acetonttrilo/agua 75:25 6.90 VIII -
0.1% TFA

acetonttrilo/agua 50.50 7.60 VI -
0.1% TFA

acetonitrilo/agua 25:75 8.30 VIII -
0.1% TFA

Se trataron 10 mg de PLP liofilizado (3 mg de proteina) con un mililitro de las
mezclas que se indican. Después de agitar en vortex, se asignaron las siguientes
unidades arbitrarias de solubilidad: (-), partfculas suspendidas, sin aparente
solubilizacién; (+), fuerte turbidez sin particulas suspendidas visibles; (- ),
turbidez ligera; (++ ), solucién transparente, sin ninguna particula suspendida. El
dcido trifluoroacético (TFA) no se tuvo en cuenta para el cdlculo del ndice de
polaridad en las mezclas que lo contienen. Las proporciones de los solventes en las
mezclas se expresan en volumen, NI, no indicado. En las mezclas, se selecciong el
grupo de selectividad del componente mds polar (Snyder, 1974 (18)).
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la solubilizacién completa de un soluto, el encontrar la polaridad Sptima
utilizando una mezcla de dos solventes con distinia P'. Tras ello, la selectividad
mds adecuada puede determinarse utilizando una mezcla con el éptimo valor de
P', pero perteneciendo a otros grupos de selectividad. Puesto que los proteol i pi-
dos se han disuelto y extraido tradicionalmente con la mezcla CM 2:1 (P'=
5.13), se ensayaron varias mezclas con idéntica polaridad y ampliamente
utilizadas en la técnica de RP-HPLC (Tabla 5). Las mezclas de n-propanol,
isopropanol o n-butanoll con agua o metanol fueron ineficaces, incluso cuando se
incluyé dcido (0.1% TFA). Lo mismo ocurrié con las mezclas de THF y
metanol. Sin embargo, el THF mezclado con agua en 1a proporcién 80:20 v/v,
con una polaridad prdcticamente idéntica a la del CM 2:1, disolvié por completo
la muestra. Lo mismo ocurrié con otras mezclas binarias y ternarias que incluyen
el THF, a pesar de que su P' es muy distinto de 5.13. Tal es el caso de
THE/etilenglicol 73:27 ¢ THF/etilenglicol/agua 76:14:10 (por volumen). Las
mezclas de acetonitrilo y agua, quizds la fase mévil mds utilizada en RP-HPLC,
fueron ineficaces, incluso conteniendo 0.1% de TFA.

Los resultados recogidos en la Tabla § indican que, ademds de las mezclas
ya descritas en la literatura (CM 2:1, 2-cloroetanol, dicloromelano/metanol 2:1
dicloroetano/metanol 2:1), sélo algunas mezclas en las que participa ¢l THF son
capaces de disolver completamente a los proteol (pidos purificados. Entre ellas,
las mezclas de THF y agua parecen a priori las mds adecuadas como Fase mdvil

para RP-HPLC, por o que se investigaron con detalle,

Solubilidad de los proteolipidos en mezclas de THF y agua

Los proteol{pidos pueden disolverse en mezclas que contienen diferentes
proporciones de THF y agua. La Figura 9 muestra el rango dentro del cudl el
PLP liofilizado fue soluble. Tanto el THF puro como la mezcla que contiene un

50% de agua disuelven cantidades minimas de protefna. Por el contrario, las
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Figura 9.- Solubilidad de los proteolipidos de mielina en mezcias de
THF y agua. Simbolos blances: séis mg de un extracto proteclipidico
liofilizado (1.8 mg de proieina) se trataron con | ml de la mezcla
correspondiente. Tras agitar y centrifugar, se determind la cantidad de
proteina solubilizada en alicuotas tomadas de los sobrenadantes.
Simbolos negros: alicuotas de 120 pl de una soluciéon 50 mg/ml del
extracto proteolipidico liofilizado en CM 2:1 (1.8 mg de proteina) se
pipetearon en tubos de vidrio. Tras evaporar los solventes con una
corriente de nitrégeno, los residuos se trataron con I ml de la mezcla
de THF y agua correspondiente. Tras agitar y centrifugar, se
determind la proleina solubilizada en alicuotas de los sobrenadantes.
Los resultados se expresan como el tanto por ciento de proteina
solubilizada en funcién del contenido en agua de la mezcla (en
volumen), o su (ndice de polaridad correspondiente. Cada punto
representa la media de tres experimentos diferenles. Las barras

verticales representan la desviacién estdndar.

60
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mezclas que contienen entre un 17% y un 23% de agua disuelven la preparacién
proteolipidica completamente; si la cantidad de agua es mayor del 23% o menor
del [7%, la solubilidad disminuye marcadamente,

Cuando la muestra de proteol fpidos se disolvié previamente en CM 2: [,
se evapord el solvente con una corriente de nitrégeno, y los residuos se trataron
con las mezclas de THF y agua (Figura 9, simbolos negros), la cantidad de
proteina disuelta disminuyd marcadamente (la solubilidad maxima fue en torno
al 65%). Esta pérdida de solubilidad es atribuible a la exposicién de los
proteolipidos a altas concentraciones de metanol, menos vol4til que el
cloroformo durante el proceso de evaporacién. La pérdida de solubilidad de los
proteol { pidos (“desnaturalizacién") inducida por metanol es un proceso conocido
desde hace tiempo (Folch-Pi y Stoffyn, 1972 (25)). Sin embargo, a pesar de la
pérdida cuantitativa de solubilidad, el perfil de la curva de solubilizacidn es muy
similar a la curva control (Figura 9, simbolos blancos). El porcentaje mdximo
de solubilizacién corresponde también a la mezcla que contiene aproximadamente

un 20% de agua en volumen.

Solubilidad de las proteinas de mielina en mezclas de THF/agua

La proporcién de proteinas totales de mielina que se disuelven en las
muestras de THF y agua se muestran en la Figura 10a. Ef perfil de solubilizacién
fue muy similar para las dos preparaciones de mielina utilizadas, liofilizada o
fresca; el hecho de que las dos curvas no solapen perfectamente se debe, sin
duda, al agua aportada por el malterial fresco (alrededor de un 5% adicional en
las condiciones del ensayo), y que no fue tenido en cuenta en los cdlculos de
indices de polaridad. Las mezclas conteniendo entre un 20 y un 33% de agua
(mielina liofilizada) o entre un 17 y un 30% de agua (nuelina fresca), disolvieron
la cantidad mdxima de proteina, cifrada en torno al 60% de la protefna total de

fa miclina. Los extractos obtenidos a partir de mielina liofilizada con cada una
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Figura 10.- Solubilidad de las
prote(nas de mielina en mezclas
de THF y agua. (a), muestras de
mielina  liofilizada  (sfmbolos
blancos) o de mielina fresca
(simbolos negros), ambas conte-
niendo  idéntica cantidad de
proteina total (1.73 mg) se
trataron con I ml de la mezcla
correspondiente. Tras agitar y
centrifugar, se determiné la
protefna solubilizada en los
sobrenadantes. Cada punto re-
presenta la media de tres experi-
mentos diferentes. Las barras
verticales indican la desviacién
estdndar. (b), perfiles densito-
métricos de los extractos obteni-
dos a partir de mielina fresca
con THF y agua, tras la SDS-
PAGE y la tincién con Coomas-
sie.
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de las mezclas ensayadas se somelieron a SDS-PAGE como s¢ indica en
Materiales y Métodos. Los geles, tefiidos con Coomassie Brillant Blue R-250 se
analizaron por densitometria ldser. Los perfiles densitométricos se muestran en
la Figura 10b. A una polaridad baja (P' = 4.68), con la mezcla que contiene un
10% de agua en volumen, los proteclipidos fueron las principales especies
proteicas extraidas. Son visibles, ademds, otras bandas difusas de afto péso
molecular correspondientes a los agregados proteolipfdicos que muy a menudo
se observan en la electroforesis de proteolipidos (Lees y Brostoff, 1984 (26)),
A polaridades mayores, las dos bandas de proteolipidos (PLP y DM-20) y sus
agregados también estdn presentes, pero la cantidad de protefna bedsica extraida
va aumentando gradualmente. La mezcla conteniendo un 40.8% de agua (P'=
6.16) extrajo casi exclusivamente prote fna bdsica. Asi, variando dnicamente 1a
cantidad de agua presente en la mezcla pueden prepararse extractos altamente
enriquecidos en proteolfpidos o en proteina bédsica a partir de membrana
miel f nica purificada,

Es de destacar que la solubilidad de las proteinas de miclina fue total
(100%) cuando se incluyd dcido (0.1% de TFA) en la mezcla con un 20% de
agua (THF/agua 4:1 v/v). Como se ve en la Figura 10a, Ia proteina extraida con
esta mezcla en ausencia de dcido es de alrededor de un 60%. La presencia del
dcido facilita la solubilizacién de las proteinas de la fraccién Wolfgram, que
son, por definicidn, aquellas proleinas de mielina insolubles en CM 2:1, pero

solubles en CM 2:1 acidificado.

Extraccién de la sustancia blanca de cerebro con mezclas de THF y agua.
Efecto de la composicién del solvente,

La proporcién de proteinas extraidas a partir de sustancia blanca fresca
de cerebro por mezclas de THF y agua, desde 0% hasta 50% de agua, se muestra

en la Figura l1a (simbolos negros). La cantidad mdxima de proteina extrafda
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se cifra en torno al 20% de la proteina total, y se alcanza dentro de un intervalo
relativamente estrecho de polaridades (P' entre 5.09 y 5.40). La proporcidén de
proteinas extraidas por mezclas de cloroformo y metanol (entre 0% y 100% de
metanol) también se indican en la Figura 1la (simbolos blancos). Para que los
resultados oblenidos con los dos sistemas de solventes fueran comparativos, los
valores experimentales se han representado en funcién de sus Indices de
polaridad respectivos. Las mezclas de cloroformo y metanol extrajeron alrededor
del 25% de la proteina total, en un intervalo similar de polaridades (entre 4.68
y 5.40) que el de las mezclas de THF y agua. El cloroformo puro extrajo un
14% de la protefna total, mientras que el THF purc extrajo tinicamente el 1%
utilizando tejido fresco.

En la Figura [1b se muestran les densitogramas de los extractos obtenidos
con las mezclas de THF y agua después de la electroforesis. Nuevamenie, la
cantidad y el tipo de las pfotet’ nas exiraidas dependen marcadamente de la
polaridad de la mezcla extractora. A la polaridad mds baja analizada (P'= 4.44;
5% de agua), el proteol Ipido DM-20 se extrajo preferentemente: a polaridades
intermedias (4.68 y 5.09; 10% y 18.5% de agua, respeclivamente) la relacidn
PLP/DM20 aumenta gradualmente. Con estas ultimas mezclas, las especies
predominantemente extraidas son los proteol { pidos y sus agregados. Las mezclas
con mayor contenido en agua extrajeron menor cantidad de proteol ipidos y
mayor cantidad de proteina bdsica. La mezcla que contiene un 50% de agua
(P*= 6.00) exirajo exclusivamente protena basica y una proteina no idenlifica-
da con un peso molecular aparente de 16 KDa, probablemente restos de
hemoglobina.

La composicién lipidica de los extractos oblenidos con las mezclas de
THF y agua se analizé por HPTLC (resultados no mostrados). Al contrario de
lo observado con las prote f nas, no se encontraron grandes diferencias cualitativas

en la composicién lipidica de los extractos, dentro del rango de polaridades



25

(a)

o

S

(ﬁ 20‘

-

i

o 151

«

5

o 104

-+

o

A 5

N
O' ‘ T
4.0 4.5

56 80 65 70

Indice de Polaridad (P')

Figura [1.- Extraccién de las
proteinas de sustancia blanca
con mezclas de THF y agua.
(a), se trataron 68 mg de sustan-
cia blanca fresca, homogeneiza-
da (5.5 mg de proteina total),
con | ml de diferentes mezclas
de THF y agua (simbolos ne-
gros), o de cloroformo y meta-
nol (simbolos blancos), ambas
cubriendo un rango semejante de
fndices de polaridad (P'). Tras
agitar y centrifugar, se determi-
né la protefna extraida en los
sobrenadantes. Cada punto re-
presenta la media de tres dife-
renies cxperimentos. Las barras
verticales indican la desviacién
estdndar. (b), perfiles densito-
métricos de los extractos obteni-
dos con las diferentes mezclas
de THF y agua, tras la SDS-
PAGE y la tincién con Coomas-
sie.

(b)

5.09

.80

6,00
' } i BP ¥
HMW BDM-20 Hy
PLP



121

estudiado. Las especies delectadas para lodos ellos fueron: colesterol, cerebrési-
dos (dos manchas), sulfitidos (dos manchas), fosfatidiletanolamina (PE), dcido
fosfatidico (PA), fosfatidilinositol (PI), fosfatidilserina (PS), fosfatidilcolina (PC)
y esfinfomielina (Sph). La mancha en el origen fue apreciablemente m4ds intensa

con las mezclas que extrajeron la mdxima cantidad de proteina.

Purificacién de las prote{nas de mielina por RP-HPLC a escala analitica

En primer término se abordd el problema de la seleccién de la fase
estacionaria adecuada. El desarrollo de [os nuevos soportes de gel de silice unido
a cadenas alquilo cortas o ultracortas, y de tamafio de poro ancho, han sido
especialmente ttiles para la separacion de otras proteinas hidrofébicas. Entre
ellas, los mejores resultados se consiguieron, para los propdsitos de este
capitulo, con columnas C3 de 300 A de tamafio de poro, en coincidencia con
resultados previos de otros autores (Nice et al., 1981 (27)). En estudios
preliminares se ensayaron columnas C6 y CI8 sin éxito, debido a la total
retencién de algunas proteinas, principalmente los proteol 7 pidos.

Las condiciones éptimas de separacién de las proteinas de mielina se
investigaron en primer lugar con cada uno de los componentes por separado
(proteina bdsica, proteinas de la fraccién Wollfgram y proteolipidos), extraidos
a partir de mielina o de sustancia blanca. Se comenzé con el componente menos
hidrofébico, la proteina bdsica, y la columna C3 analitica. Uno de los
pardmetros investigados en primer término fue el contenido inicial de THF en
la fase movil. Este debe de ser suficientemente alto para mantener en solucién
a las prote inas mds hidrofébicas (proteol ipidos), y al mismo tiempo suficiente-
mente bajo para permitir que las proteinas mds hidrofilicas (proteina bdsica)
interactien con la columna y no salgan excluidas en el V, (el frente del
solvente). La Figura I2 muestra la posicién de elucién de la proteina bdsica de

conejo comercial (Calbiochem, [8.5 KDa) bajo distintas condiciones de
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gradiente. Como la proteina bdsica es hidrosoluble, se ensayaron dos gradientes
diferentes, comenzando por TFA al 0.1% en agua (0% THF,; Figuras 12a y 12b).
Estas condiciones iniciales son, sin embargo, impracticables en el caso de los
proteolfpidos debido a su insolubilidad en agua, por lo que se aumentd la
concentracién inicial de THF. Se encontré que la concentracién mdxima de THF
que perniite que la proteina bdsica interactde con la columna es del 30% (Fig'ura
[2d). Una concentracién inicial del 40% (Figura 12¢) o incluso del 35% evita la
interaccién de la proteina bdsica con la fase estacionaria, y la excluye junto al
frente del solvente.

Conocida la concentracion inicial de THF éptima en el gradiente, se
purificaron cada una de las fracciones proteicas de mielina (prote (nas bdsicas,
fraccién de proteinas Wolfgram y proteolipidos), y se inyectaron por separado
bajo las mismas condiciones de elucién: tres minutos en condiciones isocrdticas
con 30% de THF en agua, seguido de un gradiente linear de 20 minutos desde
30% hasta 100% de THF en agua (Figura 13). Las dos soluciones (agua y THF)
contuvieron un 0.1% en volumen de TFA,

La proteina bdsica, aislada con una solucién de CaCl, a partir de
membrana mielfnica purificada como se describe en Materiales y Métodos, eluye
a un tiempo de retencién idéntico (Figura 13a) al de la prote i na bdsica comercial
de conejo bajo las mismas condiciones de elucién (Figura 12d). y a un porcentaje
de THF del 54%. Las proteinas de mielina insolubles en CM 2:1 (fraccién
Wolfgram, Figura 13b) eluyen a unos porcentajes de THF algo mayores, en
torno al 70% para el pico principal. En esta preparacién se deteclan pequenas
cantidades de protefna bdsica (pico a los 10 min) y proteol { pidos conlaminantes.
Los proteol{pidos, extraidos a partir de sustancia blanca de cerebro bovino y
delipidados a través de Sephadex LH-60 como se describe en Maleriales y
Métoados, eluyen a un 84% de THF.

Con estas condiciones de gradiente se consigue la separacién neta de las



Figura 12.- Oplimizacién de las condiciones iniciales para la
elucién de las proteinas de mielina en RP-HPL.C, utilizando
mezclas de THF y agua como fase movil. Se utilizé proteina
bdsica comercial de concjo. Los trazos discontinuos represen-
tan los gradientes aplicados en cada cromatograma. Los dos
solventes utilizados para la formacién de los gradientes (THIF
y agua) contuvieron TFA al 0.1%. En (a) y (b), el contenido
inicial de THF en la fase movil fue del 0% (100% de agua).
En (¢), el contenido inicial de THF fue del 40%, y en (d), dci
30%. Obsérvese que para contenidos iniciales de THF
superiores al 30% (c}, la proleina bdsica no interacciona con
la fase estacionaria, y eluye en el volumen vacio de la
columna (V,}. En a-c se inyectaron 250 ng de proteina bdsica
disuelta en TFA al 0.1% en agua (25 pl). En d, se inyectaron
125 pg de proteina (12.5 ul). Columna Altex RPSC Ultrapore
analitica. Flujo de I ml/min. UA, unidades de absorbancia a
280 nm.
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tres fracciones proteicas que componen la membrana mielinica en un intervalo
de tiempo bastante corto (20 minutos). El orden de elucién coincide con el orden
de hidrofobicidad conocido de cada una de las fracciones.

Otro de los factores que afectaron al prdceso de separacion de las
protefnas de mielina fue la composicién del solvente utilizado para disolver la
muestra. Esta afectd especialmente a la proteina bésica. El efecto se ilustra en
la Figura {4, en la que una mezcla de prote{na bdsica bovina comercial (Sigma)
y proteolipidos purificados de sustancia blanca se inyectaron simultdneamente.
Cuando el solvente en que va disuelta la muestra tiene idéntica composicidn a la
de la mezcla inicial del gradiente (THF/agua 30:70, 0.1 % TFA; Figura 14a),
ambas proteinas interactiian con la fase estacionaria. Sin embargo, cuando las
proleinas se inyectan disueltas en concentraciones mayores de THF (THF/agua
80:20, 0.1% TFA), la protefna bdsica eluye pricticamente en su totalidad en el
[rente del solvente, mientras que la elucidn de los proteol ipidos no se afecta
(Figura 14b). |

Separacién de las prote(nas de mielina: preparacion de la muestra

Establecidas las condiciones ¢ptimas de elucion con cada una de las
fracciones proteicas por separado, se pasé a estudiar la separacién de las
proteinas totales de mielina. Se comprobé que un requisito fundamental para
conseguir buena resolucién fue la delipidacién de la membrana antes de la
inyeccién. Los 11pidos, que en la membrana miel { nica suponen el 75% del peso
seco total, disminuyen la resolucién de las fracciones, especialmente de las
proteinas Wolfgram y proteolipidos, y ademds producen insolubilizaciones
indeseables cuando a muestra se diluye con agua antes de ser inyectadas. La
delipidacién de la membrana se llevé a cabo en primer término utilizando un
Sephadex lipofilico, el Sephadex LH-60 (Bizzozero et al., 1982 (22)). Para ello,

la mielina purificada se disolvié en THF/agua 4:1, 0.1% TFA a una concentra-



Figura 13.- Elucién de las tres fracciones proteicas de la
mielina bajo las mismas condiciones de elucién: condiciones
isocrdticas durante 3 min con 30% de THF en agua, seguido
de un gradiente linear de 20 min desde 30% hasta 100% de
THF en agua. Los dos solventes utilizados para la formacién
del gradiente (el THF y el agua) contuvieron TFA al 0.1%.
(a), protefna bdsica aislada con soluciones de CaCl 5 a partir
de mielina purificada: 250 rg de extracto liofilizado disuelto
en 50 pl de solvente. (b), proieinas de mielina insolubles en
CM 2:1 (fraccion Wolfgram): 300 pg de proteina total en 100
pl de solvente. (¢), proteolipidos extraidos de sustancia
blanca, delipidados por cromatografia en Sephadex LH-60:
175 ng de proteina en 200 pl de solvente. En (@) y (b), las
muestras se inyectaron disueltas en THF/agua 30:70 v/v, 0. |
% TFA. En (¢), Ia muestra se inyecté en THF/agua 4:1 viv,
0.1% TFA. Columna Altex RPSC Ultrapore C3 analitica.
Flujo de 1 ml/min.
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Figura 14.- Efecto de la composicién del solvente en que se disuelve [a
muestra sobre la elucién de la protefna bdsica. En (a), 100 g de
proteina bdsica bovina comercial (Sigma) y 110 ug de proteol (pidos
delipidados se inyectaron disueltos en 300 ul de THF/agua 30:70 v/v, 0.1
% TFA. En (b), 125 ug de protefna bdsica y 150 ug de proteolipidos
se inyectaron disueltos en 300 pl de THF/agua 80:20 v/v, 0.1 % TFA.
Las altas concentraciones de THF en la solucién de la muestra evitan [a
interaccion de la proteina bdsica con la fase estacionaria, eluyendo en
el frente del solvente (V).
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cién de 2 mg de proteina por ml. Un mililitro de la solucidn se cargd por cada
5 ml de resina empaquetada en una columna, hinchada y equilibrada con
THF/agua 4:1, 0.1% TFA, y se eluyd con la misma mezcla. En esta resina las
prote inas salen excluidas en el volumen vacio (V,), mientras que los I{pidos se
retienen. Con este sistema se alcanzan delipidaciones préximas al 95%, segiin se
deduce del contenido en fésforo liptdico de la muestra antes y después del paso
por la columna. Antes de inyectar, la muestra se diluyé con TFA al 0.1% en
agua hasta rebajar la concentracién de THF hasta el 30%. La presencia del dcido
y la casi total ausencia de l(pidos asegura la completa solubilidad de las
proteinas después de la dilucién. Muestras con mayor contenido lipidico
producen turbidez aparente cuando se diluyen. Como se mostré en la Figura 14,
esta concentracién de THF (30%) garantiza la interaccidn de la proteina bdsica
con la fasc estacionaria, evitando que salga excluida junto al frente del solvente.

La Figura 15 muestra el cromatograma t{pico de una muestra de mielina
preparada como se acaba de describir, y en las mismas condiciones de elucidén
que se utilizaron con cada una de las fracciones proteicas aisladas (Figura 13).
Las fracciones seialadas en el cromatograma se colectaron. se liofilizaron y se
procesaron para electroforesis. Debajo del cromatograma se muestran los
restltados en un gel teiiido con Coomassie Brillant Blue R-250. La fraccién I,
el frente del solvente, no conliene ninguna proteina delectable, La fraccidn I1
produce una banda intensa que corresponde a la prote fna bdsica; la fraccién [II,
un intenso doblete junto a otras bandas minoritarias de mayor peso molecular
corresponde a la fraccién Wolfgram. La fraccion IV estd compuesta por los
proteol i pidos y sus agregados de alto peso molecular, éstos ulimos visibles en
el gel como una banda difusa que comigra con la banda inferior del doblele
principal de la fraccién Wolfgram. Cada una de las fracciones eluye a un tiempo
de retencién idéntico al que presentan cuando las mismas prote (nas, aisladas por

otros métodos, se inyectan por separado (Figura 13).
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Aunque el método de delipidacidn por el Sephadex LH-60 dio resuliados
satisfactorios, su mayor limitacién fue que las soluciones de prote (nas delipida-
das se obtienen bastante diluidas (aproximadamente | mg de prote (na por mi).
Como antes de la inyeccidén en el cromatdgrafo es necesario diluir nuevamente
la muestra para rebajar su contenido en THF, la cantidad mdxima de proteina
que se puede inyectar en la columna, utilizando un loop de 500 ul, es de unos
300 pg. Para solventar este problema, se probé otro método de delipidacion,
basado en la observacién de que, minimizando el contenido de agua en el medio
de extraccidn, el THF disuelve muy pequenas cantidades de proteina a partir de
membrana mielinica purificada (ver Figura 10a), mientras que extrae gran
cantidad de 1fpidos. La extraccidn secuencial de mielina liofitizada con THF
anhidro, como se describe en Materiales y Métodos (ver Pag. 110), rinde un
residuo constituido por protefnas altamente delipidadas y muy solubles en
THF/agua 4:1, 0.1% TFA. Los resultados mds satisfactorios se consiguieron
repitiendo el tratamiento de THF un total de séis veces. La recuperacién de
proteina del procedimiento completo se acerca al 90%. y la delipidacidn es de
un 95%. Por cromatografia en capa fina de alta eficacia (HPTLC) se comprobd
que los Ifpidos residuales que permanecen unidos a las proteinas tras los séis
tratamientos con THF son, sobre todo, de naturaleza acidica: sulfdtidos.
fosfatidilserina y fosfatidilinositol. Se detectan, asi mismo, trazas de esfingomie-
lina, fosfatidilcolina y fosfatidiletanolamina. La alta solubilidad de las proteinas
delipidadas en THF/agua 4:1, 0.1% TFA, permite conseguir soluciones
concentradas de al menos 6 mg de proteina por ml.

La Figura 16 muestra un cromatograma t{pico de la mielina delipidada en
estas condiciones, tras una inyeccidn de 700 ug de protefna, en las mismas
condiciones de elucidn que las mostradas en la Figura [5. Con respecto a la
Figura 15, se observa mejor resolucion en las fracciones intermedias, correspon-

dientes a las protefnas de la fraccion Wolfgram, que en estas condiciones se



Figura 15.- Separacion por RP-HPLC de las proteinas
principales de mielina a partir de la membrana purificada. La
mielina se delipidé por cromatografia en Sephadex LH-60,
como se indica en Materiales y Métodos. Ciento cincuenta
microgramos de proteina total, disueltos en 250 ul de
THF/agua 30:70 v/v, 0.1% de TFA, se inyectaron en la
columna Altex RPSC Ultrapore C3 anal {tica. Tras 3 min en
condiciones isocrdticas (THF/agua 30:70, 0.1% TFA). se
aplicS un gradiente linear desde 30% hasta 100% de THF en
agua, ambos conteniendo TFA al 0.1%. El flujo fue de |
mi/min. Las fracciones indicadas en el cromatograma se
recolectaron, liofilizaron y se procesaron para la electrofore-
sis. Abajo se muestra la composicién proteica de cada
fraccién, en un gel tefiido con Coomassje Brillant Blue R-250.
MY, mielina; W, fraccidén de proteinas Wolfgram; PLP,
proteol {pidos; BP, proteina bdsica.
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resuelven como dos picos diferenciados (b-¢). Las fracciones recolectadas (a-¢)
se analizaron por SDS-PAGE. Los geles, teiidos con el reactivo de plata, se
muestran en la Figura [7. La gran sensibilidad de este reactivo permite deteclar
gran nimero de bandas, no detectables mediante la tincién de Coomassic.

La fraccién a, a alta concentracién de proteina (Figura 17, gel superior),
se resuelve en los geles como una banda intensa con peso molecular apareniezde
22 KDa, que corresponde a la isoforma de 18.5 KDa de la proteina bdsica
(Cheifetz y Moscarello, 1985 (28); Giegerich et al., 1990 (8)), ademds de una
banda de peso molecular superior y al menos dos de peso molecular inferior.
Estas bandas deben corresponder a las otras isoformas de proteina bdsica
encontradas en mielina bovina.,

La fraccién b estd muy enriquecida en CNPasa, pero también aparece un
gran niimero de otras prote fnas de la fraccién Wolfgram de alto peso molecular,
as{ como otras de peso molecular inferior. La fraccidn ¢ contienc otras prote inas
de alto peso molecular, pero contiene muy poca CNPasa.

La fraccion d se resuelve en los geles como dos bandas principales, una
muy inlensa y ancha con un peso molecular aparente de 17 KDa, y otra mds
estrecha y tenue de unos 30 KDa. La naturaleza de estas bandas es desconocida,
pero a juzgar por su peso molecular, y su elucidn proxima a la de los proteol ( pi-
dos, la banda de 17 KDa podr{a corresponder a la plasmolipina, el proteol i pido
inicialmente descrito en membranas plasmdticas de rifdn pero recientemente
detectado en membrana miel i nica, donde podria representar hasta un 4,8% de
la proteina total (Cochary et al., 1990 (29)). Un pico equivalente a fa [raccidn
d también aparecid en las muestras delipidadas por cromatografia en Sephadex
LH-60 (Figura 15), eluyendo como un pico agudo inmediatamente antes del pico
de los proteol {pidos, aunque no se recolectd ni analizd por electroforesis.

La fraccidn e estd constituida exclusivamente por el proteolipido PLP y

su isoforma DM20 (Figura 17, gel inferior). Cuando la cantidad de proteina
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Figura 16.- Separacién por RP-HPLC de las prolefnas de mielina
a partir de la membrana purificada. La mielina se delipidé mediante
séis tratamientos secuenciales con THE anhidro, como se indica en
Materiales y Métodos. Selecientos microgramos de proteina total,
disueltos en 500 pl de THF/agua 30:70 viv, 0.1% de TFA, se
inyectaron en la columna Altex RPSC Ultrapore C3 analtica. Las
condiciones de elucidn fueron idénticas a las utilizadas en la Figura
I5. Las fracciones que se indican se¢ recolectaron, liofilizaron y se
procesaron para la electroforesis.
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sembrada en el gel es muy superior (Figura 17, gel superior, calle ), aparecen
agregados proteolip{dicos de alto peso molecular.

La gran ventaja del procedimiento de delipidacién por tratamiento directo
de la membrana liofilizada con THF anhidro es que se obtienen soluciones de
proteinas delipidadas mucho mds concentradas. Con la columna C3 analitica,
y en las condiciones de elucién mostradas en las Figuras 15 y 16, cantidades de
hasta | mg de proteina total se resuelven satisfactoriamente en un periodo de

tiempo corto (20 minutos).

Purificacién de las proteinas de mielina a escala semipreparativa

Con el fin de obtener mayores cantidades (miligramos) de cada una de las
fracciones, se utilizé una columna C3 semipreparativa, de idénticas caracter{sti-
cas a la columna analftica pero de mayor tamaio. Se ajusté el flujo de tal
manera que los tiempos de retencién de los picos fueran equivalentes a los

obtenidos con la columna analitica, de acuerdo a ta férmula:

F, = F, X (Dspll)ﬂ)2

donde F,, y F, son el flujo en las columnas semipreparativa y analftica,
respectivamente, y Dy, y D, son sus didmetros internos (Manual de uso de la
columna, Beckman Instruments, Inc). El flujo equivalente encontrado para la
columna semipreparativa fue de 4.7 ml/min,

La preparacién de la muestra fue idéntica a las condiciones descritas para
[a columna anal{tica en la Figura 16: séis tralamientos con THF anhidro (8 ml
de THF por 50 mg de membrana liofilizada). L.a membrana delipidada se
disolvié en THF/agua 4:1, 0.1% TFA (6 mg de proteina/mi). La solucidn se
diluyé con TFA al 0.1% en agua hasta una concentracion final de THF en la

muestra del 30% antes de la inyeccidén. Cantidades de hasta |0 mg de prote{na



Figura 17.- Andlisis por SDS-PAGE de las fracciones
recolectadas en el cromatograma de la Figura 16. Pt, protei-
nas patrén de peso molecular conocido; Mi, mielina liofiliza-
da, no delipidada; MiD, mielina liofilizada, delipidada por
séis tratamientos secuenciales con THF anhidro, como sc¢
indica en Materiales y Métodos. Las calles marcadas con la
misma letra mindscula en los dos geles son equivalentes, y se
corresponden con la fraccidn marcada con la misma letra en
la Figura [6. Cuando se cargan cantidades relativamente altas
de proteina en cada calle (gel de arriba), son distinguibles las
isoformas minoritarias de la proteina bdsica (a), y los
agregados proteolipidicos de alto peso molecular en la
fraccidn correspondiente a los proteolipidos (e). Estos no son
detectables cuando la cantidad de proteina cargada es muy

inferior (gel de abajo). Tincién con reactivo revelador de
plata,
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total de mielina puede resolverse satisfactoriamente utilizando esta columna.
Las Figuras 18 y 19 muestran un cromatograma tipico obtenido con esta
columna, y la composicién de las fracciones colectadas, respectivamente. Con
respecto a los resultados obtenidos con la columna analitica, con la muestra
delipidada en las mismas condiciones (Figura 16), se observa una ligera pérdida
de resolucion en las fracciones intermedias, que puede deberse a las caracter (sti-
cas propias de la columna semipreparativa, pero también a la calidad del THF
utilizado en cada caso. Asf, el cromatograma de la Figura 16 se realizé
utilizando un THF de alta transparencia ultravioleta a 280 nm (Merck, grado
Lichrosolv), como demuestra la estabilidad de la linea de base al final del
gradiente. El alto costo de este THF limita su uso a escala analitica, donde se
usan flujos bajos (I ml/min). Para Ia purificacion semipreparativa se utilizé, sin
embargo, el THF de Probus (grado HPLC), de menor transparencia ultravioleta
que el de Merck, como demuestra la subida de la Ifnea de base conforme va
aumentando la concentracién de THF durante el gradiente. Esta subida en la
[7nea de base quizds puede afectar la resolucion de los picos menos pronuncia-
dos, como los que producen las proteinas de la fraccidn Wolfgram. Los
resultados electroforéticos (Figura 1 1) revelan, sin embargo, una separacién neta
entrc la(s) proteina(s) bdsica(s) (fraccién a), fraccion Wollgram (b), y
proteol { pidos (d). Como sucediera con la columna anal (tica. el pico previo a los
proteol i pidos (c) contiene una proteina que aparece en el gel como una banda
intensa y ancha a un peso molecular aparente de [7 KDa, que debe corresponder

a la plasmolipina.

Purificacién de protefna bdsica a partir del extracto crudo de sustancia blanca
Con el propdsito de purificar a gran escala la proteina bdsica de mielina
bovina, se utilizé el extracto crudo de sustancia blanca de Oshiro y Eylar, 1970

(15). El método rindié 0.89 g de extracto crudo liofilizado, altamente enriqueci-
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Figura 18.- Purificacién de las protefnas de mielina, a partir de la
membrana purificada, a escala semipreparativa, La mielina se delipidd
por séis tratamientos secuenciales con THF anhidro. Cinco miligramos
de prote i nas totales, disueltas en 2 ml de THF/agua 30:70 v/v, 0.1%
de TFA, sc inyectaron sobre la columna Altex RPSC Ultrapore C3
semipreparativa, Las condiciones de elucién fueron: gradiente linear
desde 30% de THF hasta 100% de THF en agua durante 20 min. Los
dos solventes (THF y agua) contuviercn TFA al (0.1%. El flujo fue
de 4.7 ml/min. Las fracciones sefialadas se recolectaron, liofilizaron
y procesaron para la SDS-PAGE.
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Figura 19.- Andlisis por SDS-PAGE de las fracciones
recolectadas en el cromatograma de la Figura 18. Pt,
prote{nas patrén de peso molecular conocido. Las calles
marcadas con letras mintsculas se corresponden a las
fracciones marcadas con la misma letra en el cromatograma
de la Figura 18. Gel tefiido con el reactivo de plata.
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do en proleina bdsica, a partir de 159 g de sustancia blanca fresca de cerebro
bovino. Si el unico propdsito es el de purificar prote {na bdsica, es preferible
utilizar este material como punto de partida en vez de membrana mielnica, ya
que los procedimientos de purificacién de mielina son mucho mds laboriosos y
COSt0sos.

En la Figura 20a se muesira un cromatograma tipico del extracto crudo
liofilizado de proteina bdsica, en [a columna anal ftica. Se inyectaron cantidades
entre 0.5 y 1 mg de proteina total sin que cambiara la resolucién, simetria o
tiempos de retencién de los picos (no mostrado). Rutinariamente, el extracto
crudo liofilizado se disolvié en THF/agua 30:70, 0.1% TFA, a una concentra-
cién de 5 mg de proteina por ml., Alicuotas de |75 ul de esta solucidn se
inyectaron directamente en la columna (875 g de protefna). Las condiciones de
elucidn fueron: isocrdtico durante {res minutos con la mezcla inicial (THF/agua
30:70, 0.1% TFA) seguido de un gradiente linear desde 30% hasta 100% de
THF en agua (ambos con 0.1% TFA) durante 20 minutos, a un flujo de |
ml/min. Las fracciones equivalentes a la delimitada por las flechas en la Figura
20a se colectaron, se juntaron, se dializaron frente a un gran exceso de agua
milli-Q a 4 “C durante 24 horas y se liofilizaron, La Figura 20b muestra la
pureza cromatogrdfica de {a proteina obtenida, tras una inyeccidn de 400 g de
proteina.

Aunque la columna anal i tica soporta cantidades relativamente grandes de
proteina, para ciertas aplicaciones especfficas en las que se necesitan grandes
cantidades de proteina altamente purificada puede ser necesaria una purificacion
a escala semipreparativa. En la Figura 21a se muestra un cromatograma obtenido
tras la inyeccién de 10 mg de extracto crudo liofilizado en la columna semiprepa-
rativa. Rutinariamente, se disolvid el extracto crudo a una concentracidén de [0
mg de proteina por m! de THF/agua 30:70, 0.1% TFA. Alicuotas de | ml de

esta solucién se inyectaron en la columna, y se eluyé con un gradiente lincar
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Figura 20.- Purificacidn de protefna bdsica utilizando la columna C3
analitica, a partir de un extracto crudo obtenido de la sustancia blanca del
cerebro. Rulinariamente, 875 pg de extracto crudo liofilizado, disuelto en
175 pl de THF/agua 30:70 v/v, 0.1% TFA, se inyectaron en la columna
Altex RPSC Ultrapore C3 analitica (a), en las condiciones de elucién
marcadas por el trazo discontinuo de los cromatogramas. Las fracciones
equivalentes a la acotada por las flechas se recolectaron, dializaron y
liofilizaron. (b), doscientos cincuenta microgramos de la prote i na purificada
se recromatografiaron en las mismas condiciones. Sélo se detectd el pico
correspondiente a la proteina bdsica, ademds del pico inicial (frente del

solvente).
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desde 30% hata 100% de THF en agua (ambos con 0.1% TFA). Las fracciones
equivalentes a la acotada por las flechas en la Figura 21a se procesaron de igual
forma que las obtenidas con fa columna analitica. En la Figura 21b’se muestra
la pureza de la fraccidn obtenida, tras la electroforesis de 2.5 pg del liofilizado
final en un gel con 14% de acrilamida y la tincién con Coomassie. El densitogra-
ma muestra un dnico pico con peso molecutar aparente de 22 KDa, que
corresponde a la isoforma de 18.5 KDa de la protefna bdsica. Aunque su peso
molecular real es de 18.5 KDa, en SDS-PAGE aparece muy a menudo en la zona
de 21-22 KDa (ver, por‘ejemplo, Cheifetz y Moscarello, 1985 (28) o Giegerich
et al., 1990 (8)). Con cantidades de proteina mucho mayores (7 ug), y con la
tincién de plata (Figura 2lc), son observables dos bandas tenues a pesos
moleculares aparentes de 26 KDa y 18 KDa (marcadas por cabezas de flecha),
que deben corresponder a las otras dos isoformas minoritarias de-protef na bdsica
bovina, con peso molecular real de 21.5 y 17.3 KDa, respectivamente (Kerlero
de Rosbo et al., 1991 (30)). Aunque no s¢ muestra, la.-pureza electroforética de
la protefna purificada con la columna analitica es similar.

En otra serie de experimentos se intentd analizar el impacto que el proceso
de purificacién (exposicién al THF, interacciones con la fase ‘estacionaria)
pudiera haber ejercido sobre la protefna. Las propiedades de solubilidad no se
ven modificadas: la protefna purificada es soluble a altas concentraciones en
agua. Es conocida la interaccion de la protefna bdsica con los fosfolipidos,
especialmente si éstos son acfdicos. Asf, esta proteina es capaz de inducir la
agregacién de liposomas unilamelares pequefios (SUVs) si éstos conticnen
fosfol i pidos negativos, de una manera tipicamente cooperativa (Wood y
Moscarello, 1989 (31)). La Figura 22 revela que el paso por la columna
semipreparativa y la exposicién a las mezclas de THF y agua no modifican las
propiedades de agregacion de la proteina frente a liposomas preparados con 1os

| {pidos endégenos de la mielina (ver capf tulo V). La potencia encefalitogénica



Figura 21.- Purificacién a escala semipreparativa de la
proteina bdsica de mielina a partir de un extracto crudo
obtenido de la sustancia blanca del cerebro. Rutinariamente,
se inyectaron 10 mg de exiracto crudo liofilizado disuelto en
1 m! de THF/agua 30:70 v/v, 0.1% TFA sobre la columna
Altex RPSC Ultrapore C3 semipreparativa. Las fracciones
equivalentes a la acotada con flechas en el cromatograma (a)
se recoleclaron, dializaron y liofilizaron, En (b) se muestra el
andlisis de 2.5 pg de la proleina purificada por SDS-PAGE
tras la tincién con Coomassie (inserto), y su perfil densitomé-
trico. Unicamente se detecta una banda con peso molecular
aparente de 22 KDa. En (c) se analizaron 7 pg de la proteina
purificada en un gel de idénticas caracter{sticas, pero tefido
con el reactivo de plata. La tincidn con plata revela bandas
muy tenues (cabezas de flecha) por encima y por debajo de la
banda principal.
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de la proleina tampoco parece verse afectada: la proteina purificada con la
columna semipreparativa se inyecté por via intramuscular en emulsién con
adyuvante completo de Freund a dos conejos (200 pg/conejo). A los 15 y 30 dfas
de la primera inyeccién se administraron dosis de recuerdo de 200 y 100 pg,
respectivamente. Los dos conejos presentaron sintomas evidenies de encefalitis
alérgica experimental (pardlisis total de las extremidades inferiores), uno de ellos
a los dos meses y medio y el otro a los tres meses desde la primera inyeccion,

y murieron pocos dias después.
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Figura 22.- Efeclo del proceso de purificacién por RP-HPLC de la
proleina bdsica sobre su capacidad de agregacién de vesiculas
lipidicas conteniendo [{pidos acidicos. Se prepararon liposomas
unilamelares pequenos (SUVs) a partir de un extracto lipidico total de
sustancia blanca (ver capitulo 5), a concentracion de | mg de
[{pido/ml, en tampdén NaCl 100 mM, HEPES {0 mM, pH 7.4.
Alicuotas de 500 pl de la suspensién de liposomas se incubaron
durante 30 min a lemperatura ambiente con 100 gl del mismo tampdn
conteniendo cantidades crecientes de proteina bdsica purificada por
RP-HPLC (columna analitica), o cantidades crecientes de extracto
crudo liofilizade conteniendo cantidades equivalentes de protefna
bdsica (1 mg de extracto crudo contiene 0.8 mg de protefna bdsica).
Transcurrido el periodo de incubacidn, se determind la turbidez de las
suspensiones midiendo su absorbancia a 450 nm, Como blanco se usé
la mezcla de 500 ul de suspensién de liposomas y 100 pl de tampén
(sin profeina bdsica). El paso por la columna de RP-HPLC y la
exposicién al THF no modifican las propiedades de agregacidn de la
protefna.

25
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DISCUSION

Los puntos fundamentales demaostrados en este capitulo son que las
mezclas de THF y agua son solventes efectivos para la disolucién de proteol f pi-
dos purificados (Figura 9) y la extraccidn de prote {nas a partir de tejido cerebral
(Figura 11) y membrana miel{nica purificada (Figura 10). En virtud de su poder
solubilizante y de sus pardmetros fisico-quimicos, constituyen una fase mévil
muy dtil para la separacion rdpida de las protefnas de mielina mediante la
técnica de HPLC en fase reversa.

Snyder (1974 (18)) propuso, como primera aproximacién para investigar
la solubilizacién completa de un soluto, encontrar la polaridad &ptima para su
disolucién utilizando la mezcla de dos solventes con diferentes fndices de
polaridad (P'). Tras ello, la selectividad m4s apropiada se investigaria utilizando
mezclas con idéntico Tndice de polaridad al encontrado en el primer experimen-
to, pero pertenecientes a diferentes grupos de selectividad, Con este planteamien-
Lo inicial se realizé un amplio estudio de solubilidad del protecl(pido purificado
en una gran cantidad de solventes puros y mezclas de solventes con la esperanza
de encontrar alguna mezcla compatible con la RP-HPLC que al mismo tiempo
fuera un buen disolvente de proteolipidos (Tabla 35). Ya que el disolvente
tradicional de proteol fpidos es el CM 2:1, se puso especial interés en las mezclas
de solventes con un indice de polaridad idéntico al de éste (P'= 5.13), A
diferencia de los planteamientos de Snyder, los resultados resumidos en la Tabla
5 sugieren una interpretacidn distinta respeclo a la solubilidad de los proteol { pi-
dos. Aunque la mezcla THF/agua 4:1, que disuelve la muestra tan eficazmenle
como el CM 2:1, tiene un fndice de polaridad prdcticamente idéntico (P'=
5.16), otras mezclas con ndices de polaridad diferentes son igualmente efectivos
(por ej., THF/etilenglicol 73:27 & THF/etilenglicol/agua 76:14:10). Ademds,
otras mezclas con idéntico fndice de polaridad al del CM 2:1 son incapaces de

disolver la muestra (Tabla 5). Parece, pues, que en el caso concreto de los
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proteolipidos, las interacciones especificas entre uno u otro tipo de solvente con
el soluto es fundamental. En una mezcla de dos solventes determinada, la
solubilidad de los proteol {pidos varia considerablemente segiin la polaridad de
la-misma, esto es, segiin las proporciones relativas de cada uno de los solventes
en la mezcla. Esto estd claramente reflejado en la Figura 9 para las mezclas de
THF y agua. ;

El THF es miscible en todas las proporciones con agua y con muchos
otros solventes orgdnicos, lo cudl permite manejar mezclas dentro de un amplio
rango de indices de polaridad. Es asi mismo, un excelente disolvente de
Lipidos, comparable a la mezcla CM 2:1 (Autilio y Norton, 1963 (32)), y quizds
esta propiedad pueda influir en la f:xtraccién y solubilizacién de complejos
lipido-proteol ipido en sus mezclas con agua. Como se demuestra en la Figura
11, las mezclas de THF y agua tienen la capacidad de extraer cantidades
significativas de proteina a partir de sustancia blanca de cerebro. La cantidad de
protefna extraida depende de la polaridad de la mezcla extractora. La proporcion
Sptima de THF y agua es de 4:1 viv (80% de THF). Esta mezcla disolvié
completamente el extracto crudo proteolipfdico liofilizado (Figura 9), alrededor
de un 60% de las proteinas totales de mielina (Figura 10a), y el 100% de las
proteinas si se incluye dcido (0.1% TFA). Variando las proporciones relativas
de THF y agua es posible oblener extractos en los cudles los proteolipidos o la
proteina bdsica son los constituyenies principales (Figura 10b),

La solubilidad completa de los proteol ipidos purificados en un determina-
do solvente no garantiza que ¢l mismo solvente sea capaz de extraer proteolipi-
dos a partir del tejido (sustancia blanca). Lees (1965 (11)} noté esta discrepancia
al comparar la capacidad de extraccién de proteolipidos de las mezclas de
cloroformo/metanol y tetracloruro de carbono/metanol. Aunque estas iiltimas
disolvieron (otalmente un preparado proteolipidico, fueron incapaces de extraer

los proteol fpidos del tejido cerebral. La Figura 11 muestra que [as mezclas de
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THF y agua, de hecho, son capaces de extraer los proteol ipidos de sustancia
blanca en cantidades casi comparables a las de las mezclas de cloroformo vy
metanol (20% de la prote ina total frente a 25 %, respectivamente). De nuevo, la
composicién proteica de los extractos varié cualilativamente con respecto a la
polaridad de la mezcla extractora (Figura [1b): mezclas conleniendo entre un 5
y un20% de agua (P' entre 4.44 y 5.52, respectivamente) extrajeron proteo! { pi-
dos exclusivamente. Las bandas observables a aitos pesos moleculares (HMW)
se atribuyen a los agregados proteolipidicos que aparecen durante el proceso de
electroforesis. El proteol ipido DM-20, que es mds hidrofdbico que el PLP, es
la especie proteica predominante en el extracto obtenido con la mezcla de menor
polaridad (P'= 4.44). La proteina bdsica comienza a ser extraida significativa-
mente con mezclas que contienen alrededor de un 33 % de agua en volumen (P' =
5.80), y es el componente principal de los extractos oblenidos con la mezcla que
contiene un 50% de agua (P'= 6.66).

Es significativo que, mezclas de semejante polaridad, extraigan mucha
mayor cantidad de protefna bdsica a partir de mielina (Figl.ara 10b) que a partir
de sustancia blanca (Figura t1b). Ello debe estar relacionado con diferencias en
el contenido en sales inorgdnicas, es decir, con la eliminacidn de sales de el
tejido durante el proceso de purificacion de la membrana mielinica. Se ha
comprobado que el contenido de iones de un homogenado influye en el
rendimiento de protefnas solubles en cloroformo/metanol y en la cantidad de
proteina bdsica que permanece insoluble en ciertas preparaciones de mielina
(Lees y Brostoff, 1984 (26)).

Los modificadores orgdnicos inicialmente mds populares en la técnica de
RP-HPL.C fueron el metanol y el acetonitrilo, debido a su utilidad en {a elucién
de péptidos. Sin embargo, al aplicar la técnica a protefnas tales como la
ovalbimina o la B-lactoglobulina se comprobd que, al utilizar estos solventes,

éslas elufan como picos muy anchos, o incluso no efuian (Potler y Lewis, 1986
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(33). Desde entonces, otros modificadores orgdnicos de mayor poder eluotrdpico
han sido preferentemente utilizados para la elucién de proteinas, especialmente
si €stas son hidrofdbicas. Entre ellos quizds ios mds ampliamente utilizados son
el n-propanol y el isopropanol. Sin embargo, el factor fundamental que determina
la idoneidad de una determinada fase mévil es la solubilidad de 1a muestra. La
baja solubilidad de algunas de las prote{nas de mielina, especialmente de los
proteol {pidos, en los solventes cominmente utilizados en RP-HPLC es uno de
los inconvenientes mds.grandes para aplicar esta técnica a la separacién de las
protefnas de membrana mielinica. Como se aprecia en la Tabla 5, las mezclas
acuosas de n-propanol o de isopropanol no son capaces de disolver el extracto
crudo proteolipidico, a diferencia de lés mezclas de cloroformo/metanol o
THEF/agua con idéntico {ndice de polaridad. Las mezclas acuosas de n-propanol
han sido usadas en la separacidén por RP-HPLC de las proteinas de mielina
(Bizzozero et al., 1989 (10)), pero sélo después de una complicada preparacidn
de la muestra, que incluye: delipidacién total de la membrana con éter/etanol 3;2
v/v y cromatografia en Sephadex LH-60 con 2-cloroetanol/1} mM HCI 9:1
como fase mévil, y la transferencia de las prote fnas delipidadas a la fase movil
de la RP-HPLC mediante didlisis exhaustiva o mediante cromatogralia en
Sephadex LH-20. Todo ello supone un gran consumo de tiempo y, probablemen-
te, bastante pérdida de proteina durante todos los pasos necesarios para la
preparacion de la muestra, La gran capacidad solubilizadora de las mezclas
acuosas de THF por una parte, junio a la selectividad del THF anhidro para
extraer L{pidos selectivamente, sin pérdidas sustanciales de prote{na, garantizan
la solubitidad de las proteinas durante el proceso cromatogrdfico y reducen
considerablemente el tiempo de preparacién de la muestra: la delipidacién de la
membrana mielinica con THF anhidro (sé€is veces) puede llevarse a cabo

fdcilmente en tan sélo una hora, con una recuperacién de protefna cercana al

90%.
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El sistema THF-agua es una de las fases méviles de eleccion para la
disolucién y separacidn de pol i meros de estireno sobre columnas de fase reversa
(Larmann et al., 1983 (34)). De hecho, el THF es uno de los modificadores
orgdnicos mds [recuentemente utifizados en RP-HPLC (Bakalyar et al., 1977
(35)), aunque nunca se ha aplicado al caso concreto de las proteinas de
membrana. Para este fin tiene varias ventajas sobre el n-propanol: su poaer
eluotrépico es ligeramente mayor, o al menos comparable al del n-propanol o el
isopropanol (Melander y Horvdth, 1980 (36)); su viscosidad (0.46 ¢P a 30 °C)
es muy inferior a la del n-propanol (1.72 cP) o isopropanol (1.77 ¢P), con lo
cudl se evitan los problemas de sobrepresidn a que se ven sometidas las columnas
con estos solvenles, y se alarga su vida til (Potter y Lewis. 1986 (33)); su punto
de ebullicién (66 °C) es bastante mds bajo que el del n-propanol (97 °C) o
isopropanol (82 °C), por lo que es mds ficilmente eliminable de [as muestras.
El THF tiene, as{ mismo, un l{mite inferior de transparencia ultravioleta
comparable al del n-propanol (210 nm), por lo que es compatible con la
deteccién de las proteinas a 280 nm. A este respecto. sin embargo, cabe
mencionar la mayor absorbancia encontrada en el THF de grado HPLC
suministrado por algunas marcas comerciales (Probus). Ello se traduce en un
aumento de la Iinea de base conforme avanza el gradiente. y una pérdida de
sensibilidad en los picos menos pronunciados. El problema desaparecié cuando
se utilizé el THF suministrade por Merck (grado Lichrosolv).

El mayor inconveniente que tiene el THF frente a otros modificadores
orgdnicos es que, por ser un éter, tiende a producir perdxidos durante su
almacenamiento cuando, como es el caso del solvente de grado HPLC, carece de
antioxidantes. El problema no existe cuando las botellas se almacenan sin haber
sido abiertas. Por ello es recomendable utilizar en el cromatdgrafo solvente
procedente de botellas recientemente abiertas. Si ello no es posible, la redestila-

cién a vacio y temperatura ambiente, en presencia de lentejas de KOH es el
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método de eleccidn para eliminar los peréxidos del solvente, antes de ser usado.
El contenido en peréxidos en el THF se puede apreciar facilmente haciendo
reaccionar | ml de solvente con 0.1 ml de una solucién acuosa de yoduro
potdsico al 10%. La aparicién de color amarillo después de un minuto indica la
presencia de perdxidos.

Los resultados que se presentan permiten asumir que el THF, usado
apropiadamente, puede tener muiltiples aplicaciones neuroquimicas: en mezclas
con agua, y dependiendQ de la polaridad de la mezcla, solubiliza completamente
o selectivamente varias especies proteicas de mielina y sustancia blanca, Como
se verd en el capitulo V, minimizando el contenido en el medio, es capaz de
extraer selectivamente los 11 pidos de sustancia blanca sin contaminacién proteica.

El THF fue pro.pueslo como un solvente alternativo al método convencio-
nal del CM 2:1 para la extraccion y purificacién de ganglidsidos (Tettamanti et
al., 1973 (37)). Estos autores, sin embargo, no estudiaron el comportamiento de
los proteol{pidos en sus extractds.

El THF, a causa de sus caracteristicas 7sico-quimicas intrinsecas (baja
densidad y viscosidad, alta miscibilidad con agua y otros solventes orgdnicos,
bajas constante dieléctrica o polaridad y tensién superficial y. por tanto, alto
poder eluotrépico en HPLC de fase reversa) puede ser usado como fase maévil
en RP-HPLC (Melander y Horvdth, 1980 (36)). Su aplicacién a la separacién de
las prote inas de la membrana miel fnica, descrita en este capitulo, han permitido
fraccionar de una manera fdcil y rdpida los componentes proteicos principales
de esta membrana, a escalas analitica y semipreparativa: prote ina(s) basica(s),
fraccion Wolfgram y proteol ipidos.

El hecho de poder purificar cantidades bastante grandes de proteina a
partir de la membrana, en intervalos de tiempo cortos, es especialmente
importante para determinadas aplicaciones. Es el caso de los ensayos de

reconstitucién de las proteinas purificadas en liposomas, o su aplicacidn a las
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lerapias alternativas de la esclerosis miiltiple, en pleno desarrollo en los dltimos
anos. Entre cllas, destaca la administracién oral de antigenos de mielina, como
la protefna bdsica. La administracién oral de proteina bdsica bloguea el
posterior desarrolio de encefalitis alérgica experimental en animales de
experimentacion tras la administracion parenteral del ant {geno, y en la actualidad
se estdn realizando ensayos similares con pacientes aquejados de esclerosis

muiltiple (Marx, 1991 (38)).
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CAPITULO IV

SOLUBILIZACION Y PURIFICACION DE LAS
PROTEINAS DE MIELINA CON DETERGENTES
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INTRODUCCION

La peculiar organizacién multilamelar de la membrana miel{nica, su
particular composicién bioqu {mica, y las fuertes interacciones protef na-prote{na
y lipido-prote{na que tienen lugar enfre sus componentes contribuyen notable-
mente a la gran estabilidad y resistencia a la desorganizacidn observadas en esta
membrana (Sedzik et al., 1984 (1); Pereyra et al., 1988 (2); Kosaras y
Kirschner, 1990 (3)). Ello se traduce en una mayor dificultad en su solubilizacion
con detergentes, en comparacién con otras biomembranas. Por este motivo,
aunque la solubilizacién de algunos componentes de mielina ha sido tratada
anteriormente (Eng et al., 1968 (4); Mcliwain ¢t al., 1971 (5); Aguilar et al.,
1982 (6)), vy existe informacién cubriendo algunos aspectos de este problema en
varios articulos publicados en los dltimos quince afos, tal informacidn es
todavia fragmentaria. No se dispone de un estudio comparativo de los detergen-
tes mds comunmente empleados en la bioquimica de membranas (Jones et al.,
1987 (7)), en las mismas condiciones de fuerza idnica, pH y temperalura,
especialmente en el caso de aquéllos que han sido utilizados con éxito en la
reconstitucién de protefnas funcionalmente activas y, que por tanto, son a priori
no desnaturalizantes.

Por este motivo, en este capitulo se compara la capacidad de un total de
ocho detergentes para disolver los componentes de la mielina en distintas
condiciones de fuerza iénica, temperatura y pH. Este estudio se llevé a cabo con
el doble objetivo de establecer, por una parfe, las condiciones de méxima
solubilizacién de la membrana con el minimo impacto sobre la estructura de sus
proteinas, y por otra, ¢l de examinar la capacidad de algunos detergentes para
solubilizar selectivamente algunos componentes lip {dicos y proteicos, con el fin
de purificar de una manera rdpida y sencilla los proteol {pidos. Esta tiltima

estralegia ha sido de especial utilidad para la purificacién de otras proteinas
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intrinsecas (Helenius y Simons, 1975 (8)), como por ejemplo la bacteriorrodopsi-
na (Szundi y Stoeckenius, 1987 (9); Seigneuret et al., 1991 (10)).

Para facilitar la comprensidn de todos los resultados, este capitulo se ha
dividido en dos partes. En la primera parte se detalla el estudio comparativo de
solubilidad, se establecen las condiciones dptimas de solubilizacién, se analizan,
por espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FT-IR), los efectos
del detergente mds eficaz de los estudiados para los propdsitos de esta tesis, el
octilglucdsido, sobre la estructura secundaria de los componenies proteicos de la
miclina, y se establecen las bases de un protocolo de reconstitucion répido y
sencillo. En la segunda parte se optimiza la purificacién de los proteol i pidos
explotando la propiedad de uno de los detegentes estudiados, el CHAPS, para
extraer selectivamente los lipidos y las prote{nas periféricas (protena bdsica).
Se caracteriza, ademds, el estado oligomérico de los proteol {pidos purificados

por cromatografia 1 {quida de alta eficacia de exclusién: por tamafio (SE-HPL.C).
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PRIMERA PARTE: Solubilizacion de la
membrana mielinica de SNC con detergen-
tes. Efecto del octilglucosido sobre la
estructura secundaria de las proteinas de

mielina, estudiado por FT-IR



%

157
MATERIALES Y METODOS

Materiales

El agua utilizado en todos los experimentos procedid de un sisiema de
purificacién Milli-Q (Millipore). La sacarosa y la N,N,N',N'-tetrametiletilendia-
mina (TEMED) se adquirié de BDH, y el fluoruro de fenilmetanosulfonilo
(PMSE), la acrilamida, la N,N'-metilenbisacrilamida, el persulfato amdnico, la
glicina, el 4cido tricloroacético (TCA) y el Coomassie Brillant Blue R-250
fueron de Merck. Los detergentes que se utilizaron fueron de las siguientes
compaiiias: Calbiochem (N-octil B-D-glucopirandsido (OG) y colato); Serva
(CHAPS y Zwittergent 3-14); Sigma (Lubroi PX y OG); Merck (SDS) y BDH
(Triton X-100). Hay que resefiar que algunos tampones como el HEPES (Sigma)
o el Tris (Merck) interfieren con las determinaciones de prote{na por el método
de Lowry et al. (1951 (11)), aunque no con las lecturas de absorbancia a 280 nm,
El tampén fosfato fue muy adecuado para la cuantificacién de protefna por
cualquiera de estos procedimientos, pero sin embargo interfiere con las
determinaciones de fésforo lipfdico, para las cuales ¢l Tris o el HEPES fueron
inocuos. Todos los detergentes utilizados, a concentraciones relativamente altas,
mostraron cierta absorbancia de fondo a 280 nm. Algunos, como el Triton X-
100, no pueden ser usados a esta longitud de onda, y oiros como el CHAPS
interfieren con la determinacién de proteina por el método de Lowry et al.
(1951 (11)), dando Acolor azul por la propia naturaleza quimica de este

detergente.

Purificacién de la membrana mielinica

La miclina se purificd a partir de sustancia blanca de cerebro bovino como
se describe en el capftulo II. Para los propdsitos descritos en el presente
capitulo, no sc observaron diferencias entre la mielina congelada y la mielina

liofilizada. Por su mayor facilidad de manipulacién se utiliz6, preferentemente,

\
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material Hiofilizado.

Ensayos de sotubilizacién

Las preparaciones de mielina purificada se suspendieron, y los detergentes
se disolvieron, en las soluciones tampén indicadas en cada caso. Para estudiar el
efecto de la concentracién del detergente sobre la solubilizacién de la miclina,
se distribuyeron alicuotas de las soluciones de detergente en tubos de centri fuga,
se completé el volumen-a 0.5 ml con el tampén correspondiente, y luego un
volumen constante de suspensién de mielina (0.5 ml, conteniendo 1 mg de
protefna total) se afiadi6 a cada tubo. Todas las muestras se incubaron durante
30 minutos y agitacién constante en tubos tapados, a la temperatura indicada en
cada caso. Luego se centrifugaron, a la misma temperatura que en la incubacién,
durante 30 minutos a 100000 g 6 durante 60 minutos a 50000 g. Tras la
centrifugacién, los sobrenadantes se colectaron para el andlisis de proteina. En
algunos casos, también se analizd su contenido en fésforo (Ames and Dubin,
1960 (12)) y colesterol (Siedel et al., 1981 (13)). El efecto de la concentracién
de sales en el medio, en presencia de proporciones constanies de detergente y
mielina, asi como el efecto de ia variacién de la concentracién de membrana en
presencia de una cantidad constante de detergente y sal, se analizaron utilizando
protocolos similares. La proteina se cuantificé utilizando una modificacion
(Aguilar et al., 1982 (6)) del método de Lowry et al. (1951 {11)), destinada a
disminuir las interferencias producidas por la presencia de detergentes. El color

de fondo debido al Tris se corrigid utilizando blancos con este tampon.

Electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS (SDS-PAGE)
La composicién de las proteinas solubilizadas con cada detergente se
analizé por SDS-PAGE, Tras incubar [ mg de protefna de mielina por ml de

detergentes 60 mM a 23 “C, el material solubilizado se separd del residuo
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insoluble por ultracentrifugacion, como se ha descrito. Las prote{nas disuelias
en el sobrenadante se precipitaron con TCA al 10% (concentracién final) a 4°C
durante 60 minutos, se centrifugaron a 40000 g durante 20 minutos, sc
disolvieron en solucién de SDS al 3% en Na,CO; al 1%, y se dializaron
extensivamente frente al tampén de muestras para la electroforesis (SDS al 4%
en Tris-HCl 0.5 M, pH 6.8). Los residuos insolubles en cada detergente
ensayado se disolvieron directamente en solucién de SDS al 3% en Na,CO; al
1%, y se dializaron como antes. A todas las muestras se les afadid glicerol
(10%) y azul de bromofenol (10 pg/ml). El desarrollo de los geles (7 x 8 cm,
0.75 mm de grosor) se realizé de acuerdo a Laemmli (1970 (14)), usando un
gradiente de concentracién de acrilamida desde el 5% al 17%. El tampon de
desarrollo de la electroforesis fue Tris 0.025 M, glicina 0.2 M, SDS 0.1 %, pH
8.3. Las muestras, conteniendo entre 10 y S0 ug de proteina, se cargaron sobre
un gel concentrador (stacking gel) de acrilamida al 3%. Se utilizé una unidad
vertical Migthy Small I (Hoeffer Scientific Instruments), con una corriente de 3
mA, hasta que el azul de bromofenol llegé hasta la parte inferior del gel
(aproximadamente una hora). Los geles se tiflieron toda la noche con Coomassie
Brilliant Blue R-250 (0.25%, disuelto en metanol/agua/dcido acético glacial
45:45:5, por volumen) y se destifieron con metanol/agua/dcido acético glacial
27:64:9, por volumen. Como proteinas de referencia, de pesos moleculares
conocidos, se usaron: fosforilasa b, seroalbimina bovina, ovalbimina, anhidrasa
carbénica, inhibidor de tripsina de soja y alfa-lactalbiimina (94, 67, 43, 30, 20.1

y 14,4 KDa, respectivamente), adquiridas a Pharmacia.

Espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier {FT-IR)
Se estudié el efecto del OG sobre 1a estructura secundaria de las prote { nas
de mielina, asf como la capacidad de este detergente para reemplazar el entorno

hidrofébico que los ipidos proporcionan a las proteinas. Para ello, 100 ul de
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membrana miel{nica purificada (3.2 mg de protefna total) se trataron con !.3 ml
de THF. Se agild en vortex y se centrifugd (15 minutos a mdxima velocidad en
una microfuge Beckman). Se deseché el sobrenadante, y ¢l precipitado
(constituido por las protefnas delipidadas) se interpuso, con la ayuda de un
morlero de dgata, con 200 pl de tampdn fosfato sédico 0. 1M, sulfato sédico 0.1
M. pH 6.7 conteniendo cantidades crecientes de OG, para’ alcanzar relaciones
OG/protefna (en peso) desde 0 hasta 8.78 mg/mg. Las muestras se introdujeron
entre cristales de CaF,, con una longitud media de paso de 10 pm, y se
analizaron en un espectrémetro infrarrojo con transformada de Fourier (Perkin-
Elmer, modelo [725X), conectado a un ordenador personal (Epson PC AX2). De
cada muestra se hicieron 64 barridos en el rango de 1300-1900 cm™, y otros
tantos de su correspondiente blanco (el tampdn en el que va suspendida la
muestra). Se obtuvieron los espectros diferencia, restando el espectro promedio
de! blanco al espectro promedio de la muestra, con la ayuda del software del
ordenador.

Los datos cuantitativos de estructura secundaria se calcularon a partir de
los espectros diferencia, utilizando un programa de ajuste de curvas para la
resolucién de perfiles espectrales complejos (Raso et al., 1987 (15)). El programa
trabaja con un algoritmo que utiliza el criterio de los minimos cuadrados, e
incluye cuatro funciones teéricas de ajuste: Gauss, Lorentz, Gauss-Lorentz y la
funcién asimétrica log-normal. El algoritmo descompone el perfil espectral en
en la suma de curvas definidas, cuya drea se calcula por integracién. Los
porcentajes de estructuras alfa y beta se calcularon aplicando el algoritmo a la
banda de frecuencias amida I. Para el porcentaje de estructuras alfa-helicoidales
se ulilizé la frecuencia de 1652 cm™ . Las estructuras en ldmina f antiparalela se
calcularon a partir de la frecuencia de 1633 cm™. El porcentaje de estructura

desordenada se calculd como la diferencia entre 100 y la suma de estructuras alfa

y beta.
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Microscopia electrénica (secciones ultrafinas)

Se llevé a cabo por el procedimiento detallado en el capitulo II (ver Pdg.

81).
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RESULTADOS

Solubilizacién comparativa de los componentes de mielina en varios detergentes

La Figura 23 muestra la estructura quimica de los ocho detergentes
utilizados en este capitulo para solubilizar los componentes de la membrana
mielinica purificada: tres de ellos (Lubrol PX, Triton X-100, OG) son de
cardcter no idnico, tres son anidnicos (colato, DOC, SDS), y dos son zwitterid-
nicos (CHAPS, Zwittergent 3-14). En la Tabla 6 se muestran algunos pardmetros

_que pueden ser (tiles para comprender el comportamiento de cada surfactante,

especialmente la concentracion micelar critica (CMC).

La solubilizacién de los componentes lipfdicos y proteicos de la mielina
se vio muy afectada por el tipo y la concentracion del detergente utilizado
(Figura 24). Los detergentes no idnicos OG y Lubrol PX fueron significativa-
mente mds efectivos en la solubilizacién de la proteina que los dos detergentes
derivados de las sales biliares colato y CHAPS. La extraccion de fosfolfpidos
totales y colesterol también dependid del detergente utilizado y de su concentra-
cién. En todos los casos, sin embargo, los fosfolipidos se extrajeron con mayor
facilidad que el colesterol, y los esfingolipidos fueron, de todos, los mds
insolubles: los 1{pidos residuales, insolubles, tras lres extracciones secuenciales
de la mielina con OG 30 mM estdin compuestos muy mayoritariamente por
cerebrésidos, sulfdtidos y esfingomielina, asi como restos de colesterol. De
hecho, el colesterol puro fue escasamente soluble en estos detergentes, lo cual
sugiere que en el caso de la mielina, los fosfolipidos enddgenos facilitan su
solubilizacidn. Estos resultados son consistentes con los publicados para el caso

de la extraccién de mielina con Triton X-100 (Gillespie et al., 1989 (16)).

Efecto de la temperatura

A concentraciones comparables de un determinado delergente, la
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TABLA 6

Aspectos comparativos de los detergentes utilizados en este estudio

Detergente.  PM_ CMC Solucidn 1% CMC Solucidn 30 mM
0G 2924 25.0 34.2 0.731 0.877
Lubrol PX 582.0 0.1 17.2 0.006 1.746
Triton X-100 624.9 0.2 15.9 0.015 1.875
Colato Na 430.9 14.0 23.2 0.603 1.292
DOC 414.9 5.0 24.1 0.207 1.245
CHAPS 614.9 8.0 16.3 0.492 1.845
Zwitt. 3-14  364.0 0.3 27.5 0.011 1.092
SDS 288.5 8.3 34.7 0.239 0.866

Abreviaciones usadas: PM, peso molecular; CMC, concentracién micelar critica;

Zwitt, 3-14, Zwittergent 3-14; Colato Na, colato sodico.
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Figura 24.- Solubilizacién de los componentes de la mielina con dos detergentes
no idnicos y con dos detergentes relacionados con las sales biliares. Las muestras
de mielina, conteniendo [ mg de proteina, se incubaron a 23 “C durante 30
minutos con | ml del detergente indicado, disuelto en tampdn Tris-HCI 20 mM,
pH 7.4, conteniendo NaCl 0.15 M. Se centrifugé a 100.000 g durante 30
minutos, y se analizaron los componentes indicados en alicuotas de los
sobrenadantes.
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temperatura fue una importante variable que afectd el proceso de solubilizacion
de los componentes de la membrana. El efecto fue mds pronunciado para los
detergentes no iénicos que para el resto de los detergentes, y se ilustra en la
Figura 25 para el OG. Un aumento en la temperatura, a concentracidn constante
de OG, produce un efecto similar sobre la solubilizacién que un aumento en la
concentracién a temperatura constante, Asi, utilizando una suspensidn de 3 mg
de mielina/ml, la mitad de Ia proteina total fue soluble a 23 °C con OG 25 mM,
mientras que para disolver una proporcién equivalente de proteina a 0-4 °C, se
requirié una concentracién 60 mM del mismo detergente. Las bajas temperaturas
provocaron un efecto interesante sobre las prote{nas: mientras que las altas
concentraciones de OG disuelven los fosfol{pidos y el colesterol completamente
a ambas temperaturas, aproximadamente el 10% de la proteina permanecid
insoluble, a 4 °C, con concentraciones de hasta 200 mM de OG. As{, aunque la
solubilizacién de los tres componentes fue dependiente de Ia lemperatura, la de

la prote {na fue la mds afectada.

Efecto de la fuerza iénica del medio

Otro factor relevante en la solubilizacién de la membrana fue la presencia
de sales. Cuando se realizaron curvas similares a las mostradas en las Figuras 24
y 25, utilizando tampones orgdnicos (Tris 6 HEPES) sin sales, se requirieron
concentraciones muy superiores de detergente para alcanzar porcentajes de
solubilizacién proteica comparables. Esto se observé para (odos los surfactantes
ensayados, y sc ilustra en la Figura 26 para el caso del OG. En presencia de
sales, los detergentes se comportaron como si estuvieran €n mayores concentra-
ciones, esto es, con mayor eficacia. El medio de solubilizacidn utilizado en las
Figuras 24 y 25 contenfa cloruros, porque se llevé a cabo el andlisis de fésforo
lipidico en los sobrenadantes, pero otros aniones, tales como fosfalo o sulfato

pueden reemplazarlos ventajosamente en el medio de solubilizacién. Una mezcla
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centrifugaron a la temperatura correspondiente, y se analizaron los componentes
solubilizados en alicuotas de los sobrenadantes.
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muy adecuada resulté ser el tampdn fosfato sédico 0.1 M, pH 6.7 conteniendo
sulfato sédico 0.1 M. Esta combinacién de sales ha sido usada para solubilizar
y separar cromatogrdficamente otras proteinas de membrana (DeLucas y
Muccio, 1984 (17); Muccio y DeLucas, 1985 ( 18)), y se consideré importante
el probarla en vista de futuros.experimentos de SE-HPLC. En el caso del OG,
la cantidad requerida para mantener la misma cantidad de proteina en solucién
fue especialmente baja en esta combinacién de sales (Figura 26A). Asi, el 90%
de la proteina total se _solubilizé con tan s6lo una concentracidon 30 mM, en
contraste con la concentrécién de 200 mM requerida para obtener una solubiliza-
cién de proteina del 70% cuando las sales no estuvieron presentes.

En la Tabla 7 sc compara el efecto de una concentracién 30 mM de siete
detergentes sobre la solubilizacién de una cantidad constante de proteina de
mielina en dos medios distintos, en tampon Tris o'en tampdn fosfato sédico
0.1M, pH 6.7 conteniendo sulfato sédico 0.1M. Para todos los detergentes se
observé una gran mejoria en este tltimo medio, partic-ularmentc en el caso del
OG. La Figura 27 muestra los perfiles de solubilizacién como una funcién de la
concentracién del detergente en este dltimo medio salino. Los surfactantes mds
efectivos fueron el SDS y el Zwittergent 3-14 (anidnico y zwitleriénico,
respectivamente), seguidos por dos detergentes no i6nicos, el Lubrol PX y el
OG. A é&stos les siguieron el CHAPS y el Triton X-100, menos efectivos para los
presentes propdsitos, y el dltimo fue el colato sodico. Este detergente no tuvo
utilidad en este medio salino en concreto, porque se insolubiliza y precipita en
poco tiempo.

Tras los tratamientos con concentraciones relativamente altas de
detergentes, disueltos en tampdn fosfato sédico 0.1 M, sulfato sédico 0.1 M, pH
6.7, se observé que los pequedios residuos insolubles de material no solubilizado
aparecen muy enriquecidos cn proteinas de la fraccién Wolfgram, pero sélo

cuando la solubilizacién se ha flevado a cabo con los tres detergentes no iénicos



Figura 26.- Solubilizacion de las proteinas de mielina con
octilglucésido. Se muestran los efectos de la variacién de la
concentracion del detergente en cuatro tampones acuosos diferentes
(A), de la variacién de la concentracién salina del media ¢n
presencia de una concentracién constante de detergente y membrani
(B), y de la variacién de Ia concentracion de membranas & un
concentracién constante de detergente y sales (C). En A, los
tampones utilizados fueron los siguientes: (1), HEPES 20 mM, pH
7.4: (2), Tris-HC1 20 mM, pH 7.4 conteniendo NaCl 0.15 M; (31,
Tris-glicina-HCI 200 mM, pH 7.4; y (4), fosfato sédico 0.1 M, pif
6.7, conteniendo sulfato sédico 0.1 M. En B y C, el términn
"sales" se refiere a la mezcla equimolar de fosfato sodico y sulfato
sédico (por ¢j., sales 0.2 M = fosfato sédico 0.1 M - sullata

sédico 0.1 M). Todas las incubaciones se realizaron a 23 “C
durante 30 minutos.



Proteina solubilizada (%)

A 4 e -a--0 | | B e O C
80| M 2 1 re® - :
3 1o"“:?' / ®

o o’o/ ] }. ] e, i

20k o | »  OG30mMm B e |
/ 53 mg mielina/m| 3 mg mielina/ml 0G 30 mM

% ' 1 I - sales 0.2 M 7

i | | | 1 ! { ? ] | l ! | ! | | I ]

0 50 100 150 200 0.2 0.6 10 > 4 6 8 10

Concentracién de OG (mM) Concentracién de sales (M)

mg mielina/ml



TABLA 7

Efecto de la presencia de sales en la solubilizacién de las prote {nas

de mielina por detergentes.

Detergente Sin sales Con sales Aumento
Ninguno 25 + 3 141 + 20 5.6
0G 145 + 25 775 £ 9 5.3
Lubro! PX 536 + 25 840 + 9 1.6
Triton X-100 290 + 14 623 + 31 2.1
Colato sédico 45 + 10 158 + 20 3.5
CHAPS 95 + 10 431 + 19 4.5
Zwillergent 3-14 425 + 5 875 + 26 2.1
SDS 437 + 19 934 + 32 2.1

Se prepararon suspensiones de membrana mielinica purificada, utilizando
agitacién magnética, en tampdn Tris-HCI 0.1 M, pH 7.0 6 en tampdn fosfato
sédico 0.1 M, pH 6.7, conteniendo sulfato sédico 0.1 M. Se prepararon
soluciones de cada detergente en los dos medios, y se combinaron con la
suspensién de mielina equivalente, para obtener una concentracién final de
proteina préxima a 1 mg/mi (933 pg/ml), y una concentracion final de
detergente de 30 mM. Tras incubar a 23 °C durante 30 minutos, se centrifuga-
ron las muestras y se determing la prote{na disueita en 1os sobrenadantes {(ver
Materiales y Métodos). Los resultados se expresan como ug de prote {na total/ml
(media_+ desviacién estdndar de tres experimentos diferentes). El término “sin
sales" se refiere a los experimentos llevados a cabo con tampdn Tris-HCL 0.1 M.
El término "con sales" se refiere a los experimentos llevados a cabo con tampén
fosfato sédico 0.1 M, sulfato sédico 0.1 M.
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o el CHAPS (Figura 28). Tales proteinas estuvieron ausentes en los tubos en
los cudles la solubilizacién se llevé a cabo con SDS o Zwiftergent 3-14. Los
sobrenadantes de los tres detergentes no idnicos y el CHAPS, ademds, carecen
de este grupo de bandas, detectdndose tinicamente las bandas correspondientes
a proteolipidos, proteina bdsica y agregados proteolipidiéos de alto peso

moelecular.

Estructura secundaria de las proteinas en detergente

El impacto que el OG ejerce sobre la estructura secundaria de las
proteinas de mielina se analizé por FT-IR. La Figura 29 muestra los espectros
diferencia de la mielina purificada (control, espectro superior), y de la mielina
delipidada, suspendida en tampon fosfato sédico 0.1 M, sulfato sédico 0.1 M pH
6.7 conteniendo cantidades crecientes de OG. La determinacidn de estructura
secundaria de proteinas globulares por espectroscopia infrarroja se basa,
principalmente, en la intensidad de absorcién de las frecuencias dentro de la
banda amida I, La frecuencia de 1652 cm™ es indicativa de estructura alfa-
helicoidal; la frecuencia de 1633 em™ indica estructuras en 14mina B antiparalela.
La estructura desordenada (random coil) aparece hacia 1655 em™’ (Amey y
Chapman, 1983 (19)).

El trazo superior de Ia Figura 29 muestra el espectro diferencia de la
mielina purificada. El mdximo de absorcién de la banda amida I, a 1652 em’,
indica que la conformacién media principal de las protefnas en su estado nativo
es la estructura alfa-helicoidal, aunque también son visibles las estructuras en
ldmina B, que producen un hombro a la frecuencia de 1633 em”’. La cuantifica-
cién de estas estructuras, como se describe en Materiales y Métodos, dio los
siguientes resultados: 51 % de estructura alfa-helicoidal, 29% de estructura en

ldmina B antiparalela y 20% de estructura desordenada. Cuando se eliminan los

lipidos de la membrana, y las protefnas delipidadas se suspenden en tampdn



Figura 27.- Solubilizacién de proteina a partir de muestras de
mielina incubadas con siele detergentes distintos, disucltos en
tampon fosfato sédico 0.1 M, sulfato sédico 0.1 M, pH 6.7. Cada
muestra de mielina contenfa | mg de proteina total, y se¢ incubé
durante 30 minutos, a 23 °C, con 1 m! de detergente a las
concentraciones indicadas. Tras centrifugar, se analizé proteina en
los sobrenadantes. E! trazo observado para el colato sédico se debe
a que este detergente tiende a precipitar en el tampdn utilizado.
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acuoso sin detergente (Figura 29, trazo inferior), la conformacidn media de las
cadenas polipeptidicas cambia drdsticamente, presentando el mdximo de
absorcién a 1633 cm™. Ello indica que, en este caso, son las estructuras B las
predominantes, y las proteinas se han desnaturalizado. Sin embargo, si en el
tampdn acuoso en que s¢ suspenden las proteinas delipidadas se incluye el
detergente OG, la desnaturalizacién inducida por este medio se ve amortiguada,
en una proporcién que depende de la relacién OG/proteina. La relacién de 8.78
mg de OG/mg de proteina, que es la equivalente a la conseguida cuando se
disuelve la membrana mielfnica (1 mg prote {na/ml) con OG 30 mM, resulté ser
la 6ptima. En la Figura 30 se representan los datos estructurales cuantitativos,
obtenidos a partir de los espectros de la Figura 29. A la refacion de 8.78 mg
OG/mg protefna, se obtuvieron los siguientes resultados: 50% de alfa-hélice,
30% de ldmina B y 20% de estructura desordenada, composicién pricticamente

idéntica a la de la membrana nativa,



Figura 29.- Recuperacidn de la estructura secundaria nativa de lag
proteinas de mielina inducida por el octilglucdsido. Muestras de
mielina se delipidaron con THF, como se describe en Matenales y
Mdtodos, y se suspendieron en tampdn fosfato sédico 0.1 M,
sulfato sédico 0.1 M, pH 6.7 conteniendo OG en cantidad adecunada
para alcanzar las relaciones detergente/proteina (en peso) que se
indican a la izquierda de Jos espectros. Las estrucluras en ldamina 3
producen una absorcién caracteristica a 1633 cm™, dentro de 1a
banda de frecuencias amida I, y es mdxima para [a muestra que no
contenfa detergente (espectro inferior). Las estructuras en hélice
alfa producen la absorcién a 1651 cm™. El espectro superior
correspohde al de la mielina purificada (control), no delipidada.
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DISCUSION

Los resultados que se presentan muestran que varios defergentes tienen
distinto comportamiento, y cada uno tiene ventajas‘ e inconvenientes en la
solubilizacidn de la membrana miel{nica. A concentraciones comparables, este
comportamiento distinto fue evidente en el hecho de que los detergentes no
iénicos, Lubrol PX y OG, extrajeron mds proteina que los derivados de las sales
biliares, colato sédico y CHAPS. Estos tltimos extrajeron mucho mejor los
fosfolipidos que el colesterol o la protefna. Tales resultados se relacionan
claramente con diferencias en el mecanismo de solubilizacidn ejercido por estas
dos diferentes clases de moléculas anfifflicas, tan diferentes en sus proptedades
quimicas y fisicas (Helenius y Simons, 1975 (8); Tandford y Reynolds, 1976
(20)), aunque es significativo, en vista de que la membrana miel (nica tiene una
de las mds altas relaciones | {pido/prote i na de todas las biomembranas conocidas.

Comparando la solubilizacién de los [ipidos de mielina se observd que,
con estas dos clases de detergentes, los fosfol ipidos se solubilizan mucho mejor
que el colesterol, como si la solubilizacién de aquéllos precediera y promoviera
la solubilizacién de éste. Una observacidn similar ha sido recientemente
publicada para otras biomembranas, como fas membranas de plaquetas (Shiao et
al,, 1989 (21)). De hecho el colesterol puro, a las concentraciones de detergente
utilizadas en este estudio, fue escasamente soluble.

Con todos los detergentes se observd que un incremento en la concentra-
cién de sales en el medio se traduce en una mayor capacidad de solubilizacién,
necesitdndose menores cantidades de detergente para conseguir resultados
equivalentes, A 23 °C se observé una enorme mejoria cuando los detergentes se
disolvieron en tampdn fosfato sédico, pH 6.7, conteniendo sulfato sédico 0.1 M.

Los incrementos moderados de temperatura afectaron positivamente a la
solubilidad. Por ejemplo, un aumento desde 4 hasta 23 “C en una solucién 50

mM de OG produjo un aumento de solubilidad semejante al obtenido al aumentar
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la concentracién del detergente desde 50 hasta 150 mM a 4°C (Figura 25). El
efecto de la temperatura puede ser importante, y debe ser tenido en cuenta,
cuando se trabaja con concentraciones de detergente sélo suficientes para
mantener una determinada cantidad de membrana en solucién, Una disminucién
inadvertida de la temperatura puede, en este caso, invertir total o parcialmente
la solubilidad inicial, de una manera parecida a lo que sucederfa al disminuif la
concentracién de detergente a temperatura constante,

Con respecto al mecanismo de los efectos observados, es de relevancia que
la presencia de sales, o el incremento en la temperatura tienden a disminuir la
concentracién micelar critica (CMC) de los detergentes (Tandford y Reynolds,
1976 (20)). Sin embargo, como en general se han usado concentraciones bastante
superiores a la CMC de los detergentes en el presente estudio (Tabla 6), otras
explicaciones adicionales pueden contribuir a explicar el efecto de las sales. Por
ejemplo, un efecto salting-out podria ser operativo en presencia de ciertas sales,
lo cudl podr{a aumentar la concentraciéi} efectiva de los detergentes "secuestran-
do" moléculas de agua y, por tanto, diéminuyendo el agua libre disponibie para
interactuar con las moléculas de detergente. Otra posibilidad es que algunos
aniones, como fosfatos o sulfatos, puedan facilitar la disgregacién de las
membranas por medio de fuerzas de repulsién con las cabezas polares de
fosfol {pidos anidnicos y sulfdtidos.

L.a CMC también resulta una importante variable cuando se compara el
comportamiento de varios detergentes a una concentracién dada. Asf, una
concentracién 30 mM es sélo ligeramente superior a la CMC del OG, pero muy
superior a la CMC de otros detergentes, como es el caso de los surfactantes no
iénicos listados en la Tabla 6. Este factor es muy importante si se pretende
reconstituir las protefnas solubilizadas en vesiculas lipidicas. Asi, las
membranas de miclina solubilizadas con OG 30 mM, a 23 °C y en presencia de

sales, a concentracion de 1 mg de proteina total/ml (Tabla 7) se insolubilizan
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rdpidamente simplemente al diluir la solucién. Diluyendo [a solucién diez veces
(OG 3 mM, concentracién final) y centrifugando se obtiene un precipitado que
es nuevamente soluble en I m! de OG 30 mM. En esta segunda solubilizacidn se
recuperd una alta proporcion de los Iipidos y las prote {nas originales (aproxima-
damente el 90%), lo cudl indica que los componentes originales se han
reasociado formando membranas durante el proceso de dilucion. Para verificar
esta hipdtesis, el precipitado obtenido tras la dilucién se examiné al microscopio
electrénico (Figura 31). Las micrograf{as demuestran que el simple procedimien-
to de dilucién induce la formacién de ves{culas en las que las membranas se han
reasociado, con alternancia de bandas densas y bandas claras (Figura 31, abajo)
que recuerdan la alternancia [fnea densa-intraperiodo observada en la vaina de
mielina nativa. Es de destacar que estas vesiculas formadas por dilucién de la
solucién de mielina en el OG carecen del grupo de proteinas de alto peso
molecular inclu{do en la fraccién Wolfgram, puesto que €stas permanecen en el
residuo insoluble en este detergente, incluso a concentraciones de surfactante
mayores de las utilizadas en este ensay/(f), de reconstitucién (Figura 28).

La recuperacidn de 1ipidos y prote{nas fue muy inferior cuando se utilizé
un detergente de baja CMC, como el Lubrol PX (Tabla 6). L.a razén reside en
el hecho de que, incluso tras diluir hasta 3 mM la concentracion del detergente,
ésta todavia es muy superior a su CMC, y por tanto permanece en el sistema en
su estado micelar. La eleccién de un detergente con alta o baja CMC ha de
basarse, por tanto, en los objetivos que se pretendan conseguir con los
componentes solubilizados. Si éstos son tnicamente la solubilizacién de la
membrana, no es estrictamente ttil el utilizar un detergente con alta CMC,
debido al riesgo potencial de la reasociacién de componentes e insolubilizacién,
motivado por dilucién o cambios de temperatura. Sin embargo, los detergentes
con alta CMC son decisivamente dtiles para protocolos de reconstitucidn

(Racker, 1973 (22)). El OG es particularmente itil para este objetivo, porque



Figura 31.- Vestculas de membrana mielfnica obtenidas por
dilucién de octilglucésido. La mielina purificada se extrajo durante
30 minutos, a 23 °C, con OG 30 mM en tampén fosfato sédico Q.1
M, sulfato sédico 0.1 M, pH 6.7 (I mg de proteina/ml,
concentracidn final). Se centrifugé a 100.000 g durante 30 minutos,
y el sobrenadante se diluyé diez veces con agua. Tras incubar a 23
9C durante 15 minutos, el material insolubilizado se sedimentd a
40.000 g durante 15 minutos, se lavd con agua y se procesd para

microscopfa electrénica, como se describe en Materiales y
Métodos.
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conduce a la formacién de liposomas unilamelares grandes tras ser eliminado de
las micelas mixtas que contienen fosfolipidos y proteinas transmembrana por
didlisis (Mimms et al., 1981 (23)). El tamafio grande de las vesiculas es una
gran ventaja €n los estudios de transporte idnico. Otros detergentes de alta CMC,
tales como et colato sédico, producen vesiculas demasiado pequefias para este
propdsito (de unos 25 nm de didmetro). |
Junto con la CMC, otra variable importante que debe de considerarse para
el propésito de solubilizar las membranas es la relacidn detergente/membrana.
Si la concentracidn de membranas es lo suficientemente baja como para guardar
una relacién detergente/membrana adecuada, entonces la solubilizacién es posible
con bajas concentraciones de un detergente de baja CMC (por ejemplo, una
concentracién 10 mM de Lubrol PX o Triton X-100), aunque ello no ocurre
necesariamente con concentraciones bajas de un detergente de afta CMC. Ast,
a una concentracién de OG [0 mM no existen micelas de detergente en el medio
de solubilizacion. Por otra parte, incluso cuando la concentracién del detergente
sobrepasa con creces su CMC, la presencia de una gran exceso de membranas
puede volverlo ineficaz, porque todo el detergente disponible en el medio se
incorpora a las membranas sin llegar a alcanzar el nivel saturante necesario para
su disgregacién. Este efecto se observa claramente en la Figura 26C, donde
cantidades grandes de OG no fueron capaces de solubilizar lodas las membranas
disponibles. La concentracién mdxima de mielina que puede mantenerse en una
solucién 30 mM de OG en tampén fosfato/sulfato, a 23 °C, es de 3 mg de
membrana (peso seco) por ml (aproximadamente | mg de protefna/ml),
Incluso cuando se alcanzé la casi total solubilizacién de [ mg de proteina
total por cada ml de solucién 60 mM de detergente en todos los casos, el hecho
de que los pequeiios residuos insolubles obtenidos tras la centrifugacién muestren
una composicién de proteinas diferente a la de las proteinas disueltas, y

dependiente del tipo de detergente empleado (Figura 28), pone de manifiesto
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diferencias en el mecanismo de la solubilizacién de las proteinas. Las bandas
de alto peso molecular, observadas en los residuos insolubles en tos detergentes
no ionicos y CHAPS deben corresponder a las que podrian constuir el
componente radial de la mielina de SNC (Pereyra et al., 1988 (2); Kosaras y
Kirschner, 1990 (3)), esto es, la CNPasa, MAG, actina, tubulina, etc. Los
detergentes no idnicos y el CHAPS, a priori, no deberian ser capaces de romper
las fuertes interacciones proteina-prote{na que tienen lugar entre estas prote { nas
minoritarias, al contrario de lo que sucede con el SDS o el Zwittergent 3-14,

El OG, en cloruro sédico o en tampén fosfato conteniendo sulfatos, ha
sido utilizado en la fase movil para la separacién de otras proteinas de
membrana como rodopsina o bacteriorodopsina, utilizando la técnica de HPLC
de exclusidn por tamaio (SE-HPLC) (DeLucas y Muccio, 1984 (17); Muccio y
DeLucas, 1985 (18)).

En resumen, los resultados mostrados en esta seccidn muestran que, de
los siete delergentes ensayados, ¢l SDS y el Zwittergent 3-14 son los mejores
agentes solubilizantes, si bien no son los mds indicados cuando el propdsito es
el de manlener la estructura nativa de las proteinas en solucién (Muccio y
DelLucas, 1985 (18)). Cuando éste es el caso, el Lubrol PX vy el octilglucésido
parccen los mds indicados; utilizando un tampdn salino adecuado (fosfato sédico
0.1 M conteniendo sulfato sédico. 0.1 M) se consigue una alto grado de
solubilizacién (85-90%) con una concentracién relativamente baja de detergente
(30 mM): en estas condiciones se consigue, ademds, un primer fraccionamiento
claro y sencillo entre las proteinas solubles {proteolipidos y proteina bdsica),
y el residuo insoluble constituido por proteinas de alto peso molecular (Figura
28). Entre los dos, el mds indicado parece el octilglucésido, por varias razones:
por poseer una alta CMC es muy facilmente eliminable, por didlisis o simple-
mente por dilucién (Figura 31), lo cudl facilita enormemente los protocolos de

reconstitucién de las protefnas. Tiene una composicion quimica definida, y no
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es susceplible a fenémenos de autooxidacién, a diferencia del Lubrol PX.
Ademds, como se muestra en las Figuras 29 y 30, es capaz de reemplazar con
éxito a los Iipidos en su interaccién con las proteinas de mielina, preservando
su estructura secundaria, cuando la relacién detergente/pfotel’ na es adecuada
(8.78 mg OG/mg proteina). Experimentos de FT-IR como los mostrados en este
cap{tulo para el OG son impracticables para la mayoria de los otros detergentés,
debido que interfieren espectroscépicamente con las frecuencias de absorcidn de
las proteinas (Ayala et al., 1987 (24)).

Con respecto a las sales biliares y derivados (colato sédico y CHAPS), su
baja capacidad de solubilizacién de protefna hace que su utilizacién como
solubilizanies de membrana mielinica sea limitada, Sin embargo, su capacidad
de extraccién de fosfolipidos, incluso a bajas conceniraciones de detergente
(Figura 24), puede ser potencialmente (til para delipidar la membrana miel{nica
en una etapa previa a la solubilizacidn de las proteinas, as{ como para eliminar
las proteinas periféricas (proteina bdsica) si se utilizan relaciones detergen-
{e/membrana adecuadas. Esta pote\ncialidad, explotada con éxito en ¢l caso de
otras membranas y detergentes (Helenius y Simons, 1975 (8)), se trata con detalle

en la siguiente seccidn de este capitulo,
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MATERIALES Y METODOS

Materiales

El agua usado en todos los experimentos procedié de un sistema de
purificacion dé agua Milli-Q (Millipore). La sacarosa y laN,N,N',N'-tetrametile-
tilendiamina (TEMED) se adquirié de BDH, y el persulfato amdnico, la glicina,
la acrilamida, la N,N'-metilenbisacrilamida, el 4cido tricloroacético (TCA), el
dcido trifluoroacético (TFA), y el Tris fueron de Merck. El tetrahidrofuranc
(THF, grado HPLC) se obtuvo de Probus. Los detergentes utilizados procedieron
de las siguientes compaiifas: Calbiochem [N-octil-8-D-glucopirandsido (OG) y
colato sédico (grado ULTROL), y Sigma {3-[(3-colamidopropil)dimetilamonio]-
| -propanosulfonato (CHAPS), OG, Deoxicolato sédico (DOC)}. El HEPES y el
MES se obtuvieron de Sigma. El kit para la tincién de los geles de electroforesis

con el reactivo de plata se adquirié a los laboratorios Bio-Rad.

Purificacién de membrana miel f nica

Se purificé la micelina a partir de sustancia blanca de cerebro bovino,
como se detalla en el capitulo II. La preparacién final, lavada, se separé en
alicuotas de 0.5 ml, se congelaron con nitrégeno [{quido y se conservaron a
-80 “C hasta su uso. En todos los experimentos se utilizaron alicuotas descongela-

das en el momento.

Ensayos de delipidacién

LLas suspensiones de mielina (1.75 mg de prote i na/ml) y las soluciones de
detergente se prepararon en el tampdn indicado en cada caso. Ambas se
equilibraron a la temperatura deseada antes de realizar el ensayo. Se distribuye-
ron alicuotas de [ ml de suspensién de mielina (1.75 mg de proleina) en tubos
de policarbonato de 3 ml para el rotor TLA-100.3 de la ultracentrifuga TLA-

100 (Beckman), y luego se anadié a cada tubo 1 ml de la solucidn de detergente,
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al doble de concentracién que la concentracion final deseada en el ensayo. Se
taparon los tubos, se agitaron brevemente con vorfex, y se incubaron con
agitactén constante en un agitador orbital, a la temperatura indicada en cada caso,
durante 30 minutos. Luego los tubos se centrifugaron a 100,000 8qv (50,000
r.p.m.) durante 30 minutos a la temperatura correspondiente. Sobre cada
precipitado se repitié el tratamiento, cuando se indique, afiadiendo 2 ml de
solucién de detergente (a la concentracién final del ensayo), resuspendiendo el
material mediante sonicacién muy suave (10 segundos en un sonicador de baiio)
y agitacién con vortex hasta suspensién homogénea, e incubando durante 30 min,
como se describe arriba, En todos los experimentos se utilizd un tubo control en
el que se sustituyd la solucién de detergente por un volumen equivalente de
fampon.

Finalizados todos los tratamientos con detergente, los precipitados finales
se lavaron dos veces con 2 ml de agua para eliminar restos de detergente y

tampdn.,

Andlisis de proteina y lipidos

Los precipitados finales, procedentes de muestras delipidadas y de
controles, se disolvieron en | ml de solucidn de SDS al 2.5% conteniendo | %
de Na,CQ;, agitando con vortex y sonicando cuando fue preciso en un sonicador
de banio (Bransonic). De esta solucién se tomaron alicuotas para medir prote fna
(Lowry et al., 1951 (11)), fésforo lipidico (Ames and Dubin, 1960 (12)) y
colestero] (Siedel et al., 1981 (13)). Los fosfol (pidos totales se calcularon
multiplicando 25 por ¢l fésforo lipidico total (Autilio y Neorton, 1963 (253)). En
cada muestra se calculd la relacién (en peso) fosfol {pido/prote{na y colesterol-
/proteina. El porcentaje de |fpido residual (fosfolipido o colesterol) que
permanece en las muestras se calculé, por comparacion con los controles

(tratados sélo con tampdn, sin detergente), segiin la férmula:
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% lipido residual= [lipido/proteina) m *100/[lipido/proteina],

donde {lipido/proteinal,, representa la relacion I{ ptdo/proteina en la muestra
en cuestién y [lipido/proteina), representa la relacién lipido/proteina en el
control (mielina no delipidada). Esta wltima fue de 1.27 + 0.09 (6) para los
fosfolipidos y de 0.80 + 0.08 (7) para el colesterol. El porcentaje de dclipi-da—

cién se calculé como 100 - % lipido residual.

Solubilizacién de la mielina delipidada

Muestras de mielina delipidada por cuatro tratamientos con CHAPS 30
mM en Tris-HCIE 20 mM, pH 7.4, a temperatura ambiente, se extrajeron con
concentraciones crecientes de OG en tampdn fosfato sédico 0.1M pH 6.7
conteniendo 0.1 M sulfato sddico, o concentraciones crecientes de DOC en
tampdn Tris-HCI 20 mM, pH 7.4 durante 30 minutos a temperatura ambiente.
Se centrifugd como arriba; los precipitados se disolvieron en un pequefio
volumen de SDS 2.5%-Na,CO; 1%, y se determiné proteina en alicuotas del
sobrenadante y de la solucién del precipitado. Algunas muestras se procesaron

para electroforesis y RP-HPLC, como se describe mds adelante.

Cromatografia en capa fina de alta eficacia (HPTLC)

Los lipidos residuales presentes en las muestras delipidadas se identifica-
ron mediante cromatografia sobre placas HPTLC de 10x20 cm precubiertas con
silicagel 60 (sin indicador fluorescente) (Merck). Los precipitados delipidados o
los controles se suspendieron en un pequeiio volumen de agua, y los l{pidos se
extrajeron por el método de Folch et al., [957 (26). La fase inferior se evapord
a sequedad con corriente de nitrégeno, y el residuo se redisolvid en un pequeio
volumen de cloroformo/metanol 2:1 v/v. Alicuotas de estas soluciones se

sembraron en las placas. Se utilizé el doble desarrollo monodimensional para
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[{pidos polares y [{pidos neutros descrito en el capitulo Il (ver Pdg. 83).

Electroforesis de las proteinas

Las proteinas solubilizadas en los sobrenadantes de.deiipidacidn, oen los
sobrenadantes de extraccién de la membrana delipidada con OG se precipitaron
con TCA al 10% (concentracidn final) a 4 °C durante al menos una hora, y se
sedimentaron usando una minifuga para tubos Eppendorff (Beckman). Los
precipitados se disolvieron en un pequefio volumen de SDS 2.5%-Na,CO, 1%,
sonicando en las muestras que lo requirieron. La composicién proteica de la
mielina delipidada por CHAPS y de los controles (mielina no delipidada) se
analizé a partir de alicuotas de las soluciones en SDS 2.5%-Na,CO; 1% usadas
en las determinaciones analiticas. Antes de la electroforesis, las prolefnas se
transfirieron al tampén de electroforesis (2.5% SDS en Tris-HCI 0.25 M, pH
6.8) utilizando minicolumnas de Sephadex G-25, como se describié en el
capftulo II (ver Pdg. 84).

Las muestras se sometieron a electroforesis en las condiciones descritas
en la primera parte de este capftulo, utilizando geles isocrdticos con 14% de
acrilamida y un stacking de 3% de acrilamida, y se tineron con el reactivo
revelador de plata. Algunas muestras se analizaron sobre un gel formado con un

gradiente de acrilamida del 4 al 22 %,

Cromatografia liquida de alta eficacia en fase reversa (RP-HPLQC)

| La composicidn proteica cualitativa de las muestras se analizé también por
RP-HPLC, utilizando mezclas de tetrahidrofuranoc (THF) y agua como fase
movil, y una columna analitica C3 de 30 nm de tamafio de poro como fase
estacionaria, en las condiciones descritas en el capitulo IIl. Las protefnas
precipitadas con TCA como en el apartado anterior, o las muestras de mielina

delipidada, se disolvieron directamente en un pequefio volumen de THF/agua 4: |
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v/v, 0.1% TFA. Antes de la inyeccion, se diluyeron con 0.1% TFA en agua
hasta una concentracién final de THF en la muestra del 30% . Las condiciones
de elucién fueron: 3 minutos isocrdtico con 30% de THF seguido de un
gradiente linear desde 30 hasta 100% de THF en agua, conteniendo 0.1% TFA,

a un flujo de | ml/min. La deteccién fue ultravioleta, a 280 nm,

HPLC de exclusién por tamafio (SE-HPLC) de la proteinas solubilizadas

Los proteol ipidos extrafdos con OG 100 mM en tampdn fosfato sédico
0.1M, pH 6.7, conteniendo sulfato sédico 0.1 M, se inyectaron sobre un sistema
compuesto por una columna analftica Progel-TSK G2000 SW (30 cm x 7.5 mm)
conectada a una precolumna Progel-TSK SW (7.5 cm x 7.5 mm), ambas
suministradas por Supelco (EEUU). Como fase mévil se utiliz6 una solucién de
OG 30 mM en tampén fosfato sédico 0.1 M, pH 6.7, conteniendo sulfafo sédico
0.1 M, a un flyjo de 0.5 ml/min. Rutinariamente, la fase mdvil se filtrd a través
de filtros de 0.45 um y se desgaseé simultdneamente utilizando un equipo de
filtracién de Millipore. La deleccidn fue ultavioleta a 280 nm. Las fracciones
recolectadas a partir de Ia columna se precipitaron con TCA al 10% como arriba,
y los precipitados se procesaron para electroforesis.

El peso molecular aparente de las fracciones purificadas se determing
calibrando el sistema formado por la precolumna y la columna con proteinas de
peso molecular conocido: B-galactosidasa de Escherichia coli (595000 Da,
Worthington), piruvato kinasa de musculo de conejo (237000 Da, Sigma),
colagenasa de Chlostridium hystoliticum (105000 Da, Worthington), y albimina
de suero bovino (66000 Da), ovoalbimina (43000), B-lactoblobulina (36800),
pepsina (34700), tripsinégeno (24000) y lisozima (14300), obtenidas de Sigma.
La fase mévil y las condiciones de elucién utilizadas para la calibracion con estas
prote{nas fueron las mismas que las utilizadas con las muestras (OG 30 mM en

tampén fosfato sédico 0.1M, sulfato sédico 0.1 M, pH 6.7), aunque la omisién
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del detergente en la fase mévil no produjo ninguna variacidn en los tiempos de
retencién obtenidos con ninguna de éstas proteinas. La recta de calibracion que

se obtuvo responde a la ecuacién:

log Mr = 6.834 - 0.108 x tr
R = 0.999
Mr representa el peso molecular, y tr el tiempo de retencién. Para el cdlculo de
esta ecuacién se escogid el tramo linear de la curva de calibracién (pesos

moleculares comprendidos entre 14300 y 105000 Da, ambos inclusive).

>
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RESULTADOS

Delipidacion de la mielina con sales biliares y derivados. Efecto de la fuerza
idnica del medio.

En la Figura 32 se compar la capacidad de delipidacién de las dos sales
biliares, colato sddico y deoxicolato sédico (DOC), y del derivado zwitteridnico
del primero, el CHAPS, a dos diferentes concentraciones de tampén Tris-HCl
(0.1 My 20 mM) y pH 7.4. La concentracién final de los detergentes fue 30
mM en cada uno de estos dos tampones, y se realizaron un total de cuatro
tratamientos con delergente, a temperatura ambiente (25 °C), como se describe
en Malteriales y Métodos, De los tres detergentes estudiados, el CHAPS resulté
ser el mds indicado para conseguir una alta recuperacién de proteina altamente
delipidada. Los tratamientos con colato sédico proporcionan una recuperacién de
protefna ain mayor, pero a costa de una delipidacién baja de fosfolipidos, y
muy baja de colesterol. Los tratamientos con DOC, sin embargo, provocan una
pérdida bastante alta de protefna y un grado de delipidacién intermedio entre los
conseguidos por colato y CHAPS,

La fuerza del tampén utilizado en tos tratamientos también parecen influir
en los grados de delipidacidn alcanzados y en la protefna recuperada. El efecto
del aumento de concentracién desde 20 mM hasta 0.1 M Tris-HCI se manifiesta
en un mayor grado de delipidacién de fosfol fpidos y colesterol alcanzado con los
tres detergentes estudiados. Respecto a la recuperacion de proteina, €s
ligeramente menor para colato y CHAPS, pero mayor en el caso del DOC.

Los resultados que se muestran en la Figura 32 revelan que el CHAPS
parece ¢l detergente més indicado para los propdsitos que se persiguen en este

capfitulo, por lo que se estudié con mayor detalle.
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Figura 32.- Comparacién de tres detergentes relacionados con
las sales biliares en la delipidacién de la membrana mielinica.
La membrana (1.75 mg de prote ina} se traté cuafro veces con
2 ml de solucién 30 mM de detergente, disuelto en el tampdn
indicado en cada caso, a temperatura ambiente (25 °C). En el
residuo insoluble final se analizd el contenido en proteina,
fsforo lipidico y colesterol. Los resultados se expresan en
relacién a controles de mielina no tratada con detergentes,
como se indica en Materiales y Méiodos.



% proteina recuperada ®

mg CHAPS/mg proteina

0 7.1 14.2 21.3 28.4 35.6
1004 e—-\_._o L 10
o)
80 : 0\ - 80
\‘\./.
60 O \ - 80
' @
40 - A ; -40
AN O
20 N \ 20
' 0
AT
0 T T T T ] T T T T T *'_'“ 0
0 i0 20 30 40 50
[CHAPS], mM

Figura 33.- Efecto de la concentracion del CHAPS en la
delipidacién de la mielina y en la recuperacion de proleina.
La membrana (1.75 mg de prote{na) se tralé cuatro veces con

dos ml de solucién de CHAPS,

a las concentraciones

indicadas, en tampén Tris-HC1 0.1 M, pH 7.4. El ensayo se

llevé a cabo a temperatura ambiente (25 °C)

o

% colesterol ( 0—0O )y
fosfolipidos ( A— A ) residueles



195

Efecto de la concentracién de CHAPS

En la Figura 33 se intenta optimizar la concentracién de CHAPS para la
delipidacién de la membrana. El experimento se llevé a cabo a temperatura
ambiente (25 C) y disolviendo el detergente en tampén Tris-HC1 0.1 M, fijando
el mimero de lavados a cuatro en todos los tubos, con concentraciones crecientes
de CHAPS, desde 0 (control) hasta 50 mM. La grdfica indica: a) que la proteina
recuperada disminuye aproximadamente de fornia linear con la concentracién de
CHAPS; b) que el colesterol parece extraese sélo si se supera una concentracién
umbral de CHAPS (IO‘mM), a partir de la cudl decae de manera linear al
aumentar la concentracién del detergente; ¢) que los fosfolfpidos decaen
exponencialmente con respecto a la concentracion de CHAPS; d) para conseguir
una buena delipidacién de los dos componentes lipf dicos analizados (fosfo! {pidos
y colesterol), con una buena recuperacién de prote(na, la concentracién 6éptima

de CHAPS parece ser 30 mM.

Delipidacién de la mielina con CHAPS a temperatura ambiente

Fijada la concentracién Sptima de CHAPS en 30 mM, se realizé una
extraccién secuencial de la membrana a temperatura ambiente (25 °C), con el
detergente disuelto en tampén Tris-HCL 0.1 M, pH 7.4. La grdfica que se
muestra en la Figura 34 recoge lds resultados analfticos llevados a cabo sobre
los precipitados, en cada paso de la extraccidn secuencial. En estas condiciones,
se pueden hacer las siguientes ;generalizacioncs: a) se consigue una muy alta
delipidacién de fosfolfpidos y colesterol a partir del tercer tratamiento con
CHAPS, con una aceptable recuperacién de protefna (70%); b) la pérdida de
proteina tiene lugﬁr, en su mayor parte, durante el primer tratamiento con
CHAPS, y luego se estabiliza; c) El colesterol decae linearmente respecto al
niimero de lavados con CHAPS, hasta el cuarto lavado; d) Los fosfol fpidos, sin

embargo, decaen exponencialmente, siendo muy apreciable la delipidacidn desde



Figura 34.- Extraccién secuencial de la mielina con CHAPS 30 mM
en tampén Tris-HC1 0.1 M, pH 7.4, a temperatura ambiente (25
°C). La muestra de membrana (1.75 mg de proteina) se extrajo el
mimero de veces que se indica en cada caso con 2 ml de solucidn
de detergente. En los residuos insolubles se analizd el contenido en
proteina, fésforo y colesterol (grdfica de arriba), y se examind su
composicion profeica por SDS-PAGE (abajo), sobre un gel con
4% de acrilamida tedido con el reactivo de plata. Los atimeros
que aparecen debajo de cada calle del gel representan el nimero de

extracciones con la solucidn del detergente. W, proteinas de la
fraccion Wolfgram; BP, proteina bdsica.
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el primer tratamiento con CHAPS. Cuatro tralamientos con CHAPS son
suficientes para eliminar aproximadamente el 94% de los fosfolipidos y
colesterol totales, con buena recuperacién de proteina (70%). Con séis
tratamientos, la recuperacién de proteina se mantiene estable y la eliminacién
de fosfolipidos y colesterol es virtualmente total.

La proteina perdida durante el proceso de delipidacién es, en su gran
mayoria, la proteina bdsica de 18.5 KDa (Figura 34, abajo), prdcticamente

inexistente cuando se repite el tratamiento con CHAPS séis veces. '

Delipidacién a 4 °C _

Otra importante variable estudiada fue la temperatura de extraccién de la
mielina con el detergente. La Figura 35 es equivalente a la Figura 34, pero
ilevando a cabo los tratamientos con CHAPS a 0-4 °C, y utilizando tampén Tris-
HCI 20 mM para suspender la membrana y disolver el detergente, Las
principales diferencias que se observan con respecto a ia Figura | son: a) que la
proteina recuperada disminuye de forma linear hasta el cuarto lavado, y luego
se estabiliza; b) que el colesterol no comienza a eliminarse significativamente
hasta el segundo lavado. Ademds, en este caso, s¢ requiere un minimo de séis
lavados para conseguir una delipidacién equivalente a la conseguida por cuatro
lavados en las condiciones utilizadas en la Figura 34. Interesantemente, la curva
de delipidacion de fosfol ipidos parece no verse influenciada por la temperatura.
La electroforesis de las protefnas de miclina en cada una de las etapas del
tratamiento secuencial (Figura 35, abajo) revela que la pérdida de prote ina
badsica, aun siendo apreciable, es menor que la que tuvo lugar a temperatura

ambiente y con tampén Tris-HCl1 0.1 M (Figura 34).

Efecto del pH del medio

La influencia del pH sobre la recuperacién de proteina y la delipidacién



Figura 35.- Extraccién secuencial de la mielina con CHAPS 30 mM
en tampdn Tris-HCI 20 mM, pH 7.4, a 0-4 °C. Las muestras se
procesaron como se ha explicado en la leyenda de la Figura 34. En
el gel que se muestra en la parte inferior, la calle S corresponde a

la proteina extraida en el sobrenadante del primer tratamiento con
CHAPS.
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Figura 36.- Efecto del pH del medio en la delipidacién de la
mielina. La membrana (1.75 mg de protefna) se extrajo cuatro
veces con 2 ml de CHAPS 30 mM en fampén HEPES 10 mM,
MES 10 mM, ajustado al pH indicado con NaOH, y a
temperatura ambiente (25 °C). Se analizé la proleina, el fésforo
lipfdico y el colesterol en los residuos insolubles.
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de la membrana miel fnica por CHAPS se investigé dentro del intervalo 5.5-
8.52, reemplazando el tampdn Tris-HC! por una mezcla 10 mM MES y 10 mM
HEPES, ajustada al pH deseado con NaOH. Las condiciones fijadas para el
ensayo fueron: 4 tratamientos con CHAPS 30 mM en el correspondiente tampén,
a lemperatura ambiente. Los resultados se representan en la Figura 36. Mientras
que la eliminacion de fosfol {pidos parece independiente del pH utilizado, la
recuperacién de protef na y la eliminacidn de colesterol varian ligeramente. La
recuperacién de proteina es mdxima a pH neutro o ligeramente alcalino, y
minima (55%) al pH mds cido investigado (5.5). La eliminacién de colesterol,
por el conirario, €s mayor a este pH (85%), y disminuye muy lentamente a
medida que se alcaliniza el medio. Resumiendo, se puede decir que, en el margen
de pHs estudiado, no existen grandes variaciones en cuanto al grado de
delipidacién alcanzado, pero la recuperacién de prote i na es mayor a pHs neutros

o ligeramente alcalinos,

Anadlisis cualitativo de los Iipidos residuales

LLa mielina delipidada por séis tratamientos con CHAPS en las condiciones
descritas en la Figura 35 se sometid a una extraccién de Folch et al., 1957 (26),
y el material extraido se sembrd en una placa de HPTLC. La Figura 37 muestra
la composicion de los {{pidos residuales, en comparacién con los de la mielina
no delipidada. El tinico fosfol{pido detectabie, incluso a altas concentraciones de
muestra, fue la esfingomielina. Se detectaron también restos de colesterol. Sin
embargo, los [fpidos residuales mds abundantes fueron los glicolipidos,
especialmente los cerebrdsidos en sus dos formas (con dcido graso hidroxilado
o no hidroxitado), Los sulfdtidos son también detectables, aunque en mucha

menor proporcidn, Aparece ademds una banda no identificada, migrando

inmediatamente por debajo del colesterol.
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mM, pH 7.4, se extrajeron por el método de Fglch et al. y se analizaron sobre
una placa de HPTLC, como se describe en Materiales y Métodos. (a), lipidos
asociados a 100 ug de fmdnlumi:lmmnlml: (b}, Ifpidos asociados a
100 ug de proteina de la mielina {¢), lipidos asociados a 200 g de
prote ina de la mielina delipidada; (d), mezcla de lipidos patrones. Revelado con
reactivo de acetato de cobre. OA, dcido oleico; DO, dioleina; CHOL, colesterol;
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con dcido graso hidroxilado; SULPH, sulfitidos; DPG, cardiolipina; Sph,
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etanolamina, inositol, serina y colina, respectivamente. OR, origen.

.l



202

Iraccionamiento de las proteina de mielina

Los resultados mostrados hasta ahora indican claramente que fa delipida-
cién secuencial de 1a membrana mielfnica con CHAPS 30 mM proporciona
simulténeamente un primer fraccionamiento proteico. Como se muestra en las
Figuras 34 y 35, la proteina perdida en los sobrenadantes durante el proceso de
delipidacion (aproximadamente el 30% de [a proteina total) es mayorntamamente
prote Ina basica, junto con algiin componente de alto peso molecular, El residuo
delipidado obtenido tras los tratamientos con CHAPS estd, por el contrario,
desprovisto casi en su totalidad de esta protefna, y aparece enriquecido en
proteolfpidos y prote inas Wolfgram. Conocida la insolubilidad de éstas tltimas
en los detergentes no idnicos y CHAPS (Figura 28), se realizé un estudio de
solubilizacién del residuo delipidado con OG, en el medio de solubilizacién
dptimo encontrado en la seccidn anterior de este capftulo (tampén fosfato sédico
0.1 M, pH 6.7, conteniendo sulfato sédico 0. 1 M). Con propésitos comparativos,
se realizé en paralelo el estudio de solubilizacidén con DOC, detergente
ampliamente utilizado en la solubilizacién de proteinas de membrana. En la
Figura 38 se muestra las curvas de solubilizacién de la mieling delipidada en
ambos detergentes. Curiosamente, el DOC es incapaz de solubilizar cantidades
apreciables de proteina, incluso a altas concentraciones de detergente (100 mM).
Por el contrario, ¢l OG en tampén fosfato sédico 0. M. pH 6.7, conteniendo
sulfato sddico 0.1 M, disuelve el 40% de la proteina total a la concentracion
mds baja ensayada (30 mM), y el 70% a 100 mM. La naturaleza de estas
protefnas extraidas por el OG se analizé por RP-HPLC, y s¢ recoge en la Figura
39. A todas las concentraciones de OG probadas, las prote inas extraidas fueron
principalmente, y casi exclusivamente proteol {pidos. El residuo no solubilizado
por OG 100 mM, como se mostrard mds adelante, aparece muy enriquecido en
proteinas de alto peso molecular (fraccién Wolfgram). Ello significa que,

combinando la delipidacién secuencial de CHAPS con la extraccién de la mielina
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Iigura 38.- Solubilidad de la miclina delipidada por cuatro tratamienios
con CHAPS 30 mM {en tampon Tris-HC! 20 mM y temperatura
ambiente) en octilglucdsido (OG) y en deoxicolato sédico (DOCQC).
Voltimenes de [ ml de solucién de cada defergente, a la concentracién
indicada, se afiadieron sobre [.29 mg de prolefna delipidada. Tras
incubar y centrifugar como se deseribe en Materiales y Métodos, se
analizd protefna en los sobrenadantes y en los precipitados. Las
saluctones de OG se prepararon en lampda fosfalo sédico 0.1 M, sulfato
sddico 0.1 M, pH 6.8. Las soluciones de deoxicolato se prepararon en
Tris-HCI 20 mM, pH 7.4,
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delipidada con OG, es posible separar de manera rdpida y sencilla las tres

fracciones proteicas principales de la membrana mielinica: proteina bdsica,

proteol {pidos y fraccién Wolfgram.

SE-HPLC de los proteolipidos extraidos con OG

La proteina extrafda por el OG 100 mM en tampdn fosfato sédico 0.1
M pH 6.8, conteniendo sulfato sédico 0.1 M, se sometié a un fraccionamiento
por SE-HPLC. El objetivo de estos experimentos fue el de determinar el peso
molecular de los complejos detergente-proteolipido, y el estado de agregacién
de la protefna extrafda en condiciones, a priori, no desnaturalizantes. Un
cromalograma (i(pico se representa en el panel superior de la Figura 40. La
proteina eluida se desdobla en 4 fracciones denominadas a. b. ¢ y d en orden
decreciente de peso molecular. Cada una de ellas, recromatografiadas por
separado en las mismas condiciones produce un tinico pico que eluye a un tiempo
de retencién idéuntico al que tiene en el cromatograma original (Figura 40). Los
resultados fueron altamente reproducibles. y los tiempos de retencién de las
fracciones y la forma de los cromatogramas no variaron independientemente de
la protefna inyectada, dentro del rango de 120-320 pg. La temperatura a la que
se somete la muestra, sin embargo, si parcce influir en la proporcién relativa de
cada uno de los componenies, como se muesira en la Figura 42. La proteina
recientemente extrafda con OG 100 mM a temperatura ambienie produce el
cromatograma representado en el panel superior. Cuando esta misma muestra se
enfria toda la noche a 4 °C, y se equilibra a lemperatura ambienie antes de
inyectar, puede observarse que el componente de alto pesa molecular (fraccion
a) ha aumentado en detrimento del componente mayoritario, Ja fraceion C (panel
central). El efecto es atn mds marcado si se repite el ciclo de enfriamiento con
la misma muestra (panel inferior).

A partiv de la recta de calibracién del sistema formado por la columna y



Figura 39.- Naturaleza de las prote {nag de la mielina delipidada con
CHAPS que son solubles en OG, analizadas por RP-HPLC. L.os
sobrenadantes obtenidos tras la extraccién de la mielina delipidada
por CHAPS con diferentes concentraciones de OG. en las
condiciones descritas para la Figura 38, se precipitaron con deido
tricloroacético al 10% durante una hora a 4 “C. Los precipitados se
sedimentaron por centrifugacidn, y se inyectaron en una columna
C3 analitica, como se describe en Materiales y Métodos. (a)
Cromatograma t{pico de las protefnas totales de mielina; 1, frente
del solvente (sin prote{na detectable); 1, prote {na(s) bdsica(s); I,
proteinas de la fraccién Wolfgram; [V, proteolipidos. (b), (¢} ¥
(d), proteina extraida por el OG 100 mM, 75 mM y 50 mM,
respectivamente. A todas las conceniraciones de OG ensayadas, las

proteinas disucltas son, casi exclusivamente,

de naturaleza
proteolipidica.
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Figura 40.- Fraccionamiento mediante SE-HPLC de los proteol i pidos extraidos
por €l OG. Arriba se muestra el cromatograma correspondiente a la proteina
extraida por el OG 100 mM en tampén fosfato sédico 0.1 M, sulfato sédico 0.1
M, pH 6.7, Las fracciones recolectadas produjeron un tinico pico cuando se
recromatografiaron en las mismas condiciones (a-d).
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precolumna Progel-TSK SW conectada a la columna anal itica Progel-TSK
G2000 SW. Vo, voluimen vac{o; Vt, volumen de permeacién total, Abajo,
tiempos de retencién ((R) y pesos moleculares aparentes (Mr) de las
[racciones. ND, no determinables, por caer los tR en el intervalo no linear
de la curva de calibracion. DS, desviacidn estdndar. Los nimeros entre
paréntesis se refieren al nimero de determinaciones,



L) ) ]
= | 1 ¥
10 20 30

tiempo (min)

Figura 42.- Efecto de la temperatura en el estado oligomérico de los
proteolipidos extraidos con OG. Arriba, cromatograma obtenido con los
proteol(pidos recientemente extraidos con OG 100 mM, a temperatura ambiente.
Centro, la misma muestra enfriada toda la noche a 4 °C, y atemperada a
lemperatura ambiente antes de la inyeccién. Abajo, la misma muestra sometida
a dos ciclos de enfriamienio. En los tres casos se inyectaron 120 g de prote ina
(escala de deteccion de 0.080 UA),
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la precolumna, con proteinas de peso molecular conocido, se calcularon los
pesos moleculares correspondientes a cada una de estas fracciones, mostrados en
la Figura 41. Cada una de las fracciones aisladas se trataron con TCA al 10%
como se describe en Materiales y Métodos, y la proteina precipitada se sometié
a andlisis electroforético. Los resultados, mostrados en las Figuras 43 y 44,
demuestran que las cuatro fracciones tienen idéntica composicién proteica: los
dos proteol pidos mayoritarios de mielina (PLP y DM20), y una banda ancha
migrando en la zona de alto peso molecular. El hecho de que la proteina total
extraida con OG produzca un pico muy mayoritario de proteclipidos, vy
cantidades despreciables del resto de los componentes proteicos de la mielina
(Figura 39), excluye la posibilidad de que esta banda intensa de alto peso
molecular pudiera ser un componente de la fraccién Wolfgram, e indica su
naturaleza proteolipfdica. La formacién de agregados proteolipidicos de alto
peso molecular durante el proceso de la electroforesis es un hecho bien conocido
(ver, por gjemplo, Lees y Brostoff, 1984 (27)). Estos agregados comigran con
las proteinas de la fraccién Wolfgram en geles con una concentracién de
acrilamida del [4% (Figura 43), pero tienen una movilidad ligeramente mayor
al de éstas cuando se utiliza un gradiente de concentracion de acrilamida del 4-

22 % (Figura 44),
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Figura 43.- Andlisis electroforético de las prote i nas presentes en cada una de las
etapas de la delipidacidn.secuencial y purificacién de los proteol ipidos de la
mielina. Gel isocrdtico con 14% de acrilamida, revelado con plata. (a), mielina
control (no delipidada); (b), prote {na perdida en los tratamientos con CHAPS 30
mM (primer sobrenadante); (c), mielina delipidda por 6 tratamientos con
CHAPS 30 mM en tampn Tris-HC1 0.1 M, pH 7.4, a temperatura ambiente:
(d). fraccién de la mielina delipidada que es insoluble en OG 100 mM: (ebh).
porteinas de la miclina delipida a que son solubles en OG 100 mM (fracciones
a-d, respectivamente, recolectadas de la columna de SE-HPLC, como en la
Figura 40); (i), proteinas patrén de peso molecular conocido.

Abreviaturas: W, proteinas de la fraccidn. Wolfgram; AGR, agregados
proteclipfdicos; BP, proteina bésica. &
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Figura 44.- Electroforesis t‘;: las proteinas de la'mielina delipidada por CHAPS
que son insolubles (a), o solubles (b)(¢) en OG D0 mM, sobre un gel en
gradiente de acrilamida_ del 4-22%. Eumﬂcmﬂ}mm.llhlmh
correspondiente a la fraccid®, Wolfgram (W) migra en diferente posicién que los
agregados proteolipidicos Ehiil} Tincién con reactivo de plata. Las calles (b)-
talmmspmﬂenlm&mmrﬂm:mrdahm]mdcﬂ
HPLC (ver Figura 40). &
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DISCUSION

Los principales objetivos planteados al comenzar este trabajo fueron la
purificacién de la proteina intrinseca principal de mielina, el PLP, en
condiciones @ priori no desnaturalizantes y libre de |{pidos para llevar a cabo
experimentos de reconstitucidn, y analizar las interacciones que las prote {nas. de
mielina pudieran tener dentro de la vaina utilizando esta aproximacién. Se ha
llevado a cabo el fraccionamiento de los compouentes lipfdicos y proteicos de
la membrana mielfnica usando las propiedades selectivas de dos detergentes
considerados come no desnaturalizantes: un derivado zwitteridnico de las sales
biliares, el CHAPS, y un detergente no idnico, el OG. EI primero de ellos,
ajustando las condiciones, es capaz de eliminar casi en su totalidad los fosfolf pi-
dos, colesterol y protefna bdsica de la membrana, rindiendo un residuo
enriquecido en proteol fpidos, fraccidn Wolfgram y esfingol fpidos. A partir de
este residuo, los proteol fpidos se extraen practicamentc puros y libres de lipidos
simplemente mediante el tratamiento con OG.

La tratamientos secuenciales de la membrana miel{nica con CHAPS 30
mM pone de manifiesto las diferencias de solubilidad de los distintos componen-
tes lipfdicos y proteicos que conforman esta membrana. En el estudio de
solubilidad que se recoge en la primera parte de este capitulo se pudo comprobar
que la concentracién de 30 mM de este detergente es subdptima para la
solubilizacién de la proteina, pero adecuada para la solubilizacidn de los
lipidos, especialmente los fosfol (pidos (Ver Figura 24 y Tabla 7)., A25°C yen
lampon Tris-HCE 0.1 M (Figura 34) se consigue eliminar més del 95% de
fosfol ipidos y colesterol recuperando el 70% de la proteina total. El andlisis
clectroforélico de la prote ina recuperada en cada uno de los pasos del tratamien-
to secuencial demuestra que la proteina perdida es, en su mayor parte, la
proleina exir{nseca mayoritaria de mielina, la prote ina bdsica. Séis tratamientos

con detergente en estas condiciones elimina practicamente en su totalidad esta
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proteina (Figura 34). El hecho de que el colesterol sea m4s resistente que los
fosfolipidos a los tratamientos con detergentes ha sido descrito para el caso de
la mielina con otros surfactantes, como el Triton X-100 (Gillespie et al., 1989
(16)) u OG (Aveldafio et al., 1991 (28)), y en ¢l caso de otras membranas, como
las membranas de plaquetas humanas (Shiao et al., 1989 (21)), o de eritrocitos
(Helenius y Simons, 975 (8)). Con la cantidad de proteina total utilizada:en
los ensayos, la concentracién 30 mM de CHAPS es la mds adecuada para
alcanzar el doble objc(iyo de casi total eliminacién de fosfol {pidos y colesterol
de la membrana, y la casi total deplecién de protefna bdsica, como se observa
en la Figura 33, aun cuando supone una aita relacién detergente/proteina (21.3
mg CHAPS/mg protefna en las condiciones iniciales de! ensayo).

El CHAPS tiene la gran ventaja, con respecto a las sales biliares
tradicionales como el colato sédico o el DOC, de poder ser utilizado dentro de
un amplio rango de pHs. Estas son utilizadas generalmente a pHs alcalinos,
bastante alejados det pH fisioldgico, debido a su tendencia a la precipitacién o
a la formacién de geles a pHs inferiores o préximos a su pKa. Por ejemplo, el
DOC ha sido utilizado para extracr proteolfpidos de mielina a un pH de 9.6
(Smith et al., 1984 (29)). El pH, sin embargo, no parece tener una gran
influencia sobre la extractabilidad de los distintos componentes de la membrana
mielfnica con CHAPS, como se aprecia en la Figura 36. Los fosfol (pidos se
climinan de igual manera dentro del intervalo estudiado (5.5-8.5), pero se
recupera menos proleina a pHs dcidos.

Las dos sales biliares colato sédico y DOC, y el derivado de las mismas
CHAPS, se compararon a concentraciones equimolares (30 mM) en su capacidad
de delipidacion de la mielina purificada a un pH de 7.4 (en el cual colato y DOC
se mantienen en solucién) y a dos diferentes concentraciones de fuerza iénica:
20 y 100 mM Tris-HCI (Figura 32). A pesar de su gran semejanza estructural,

el colato sédico y el DOC producen resultados muy distintos. El primero es
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bastante ineficaz como delipidizante de la membrana, especialmente del
colesterol, y también como solubilizador de prote(na, a juzgar por la alta
recuperacién aicanzada. E} DOC, por el contrario, parece buen solubilizante de
proteinas de mielina y mejor solubilizante de fosfolipidos y colesterol que el
colato. De los tres detergentes es el CHAPS el que se ajusta mejor al propdsito
de obtener la mayor recuperacién de protefna altamente delipidada, La fuerza
i6nica del tampén en que se disuelve el detergente también parece influir en los
resultados obtenidos con los tres surfactantes estudiados. El aumento en la
conceniracién del tampén Tris-HCI desde 20 hasta 100 mM, a idéntico pH, se
traduce en un mayor grado de delipidacién de colesterol y fosfolipidos en los
tres casos, y una ligeramente menor recuperacién de proteina en el caso del
CHAPS y el colato sédico. El DOC, sin embargo, parece m4s efectivo en la
solubilizacidn de la proteina en un medio de baja fuerza iénica; de hecho, este
detergente se disuelve mds rdpidamente en Tris-HCI 20 mM que en Tris-HCI
100 mM . Quizds algin componente de! tampén pueda modificar algin pardimetro
propio de este detergente, que influya en la formacién de los complejos
detergente-proteina.

El efecto observado es explicable si se considera que la concentracion
micelar critica (CMC) de¢ los defergentes disminuye, especialmente con
detergentes idnicos, al aumentar la fuerza idnica del medio. Por {anto, a idéntica
concentracién molar, existe mayor ndmero de micelas disponibles para su
interaccion con la membrana a medida que la fuerza idnica del medio aumenta,
Otras inlerpretaciones también son posibles. Por ejemplo, la presencia de iones
CI” en el medio podria inducir un efecto salting-in al desorganizar inespec fica-
mente la membrana. Esta posibilidad, sin embargo, no parece muy razonable en
vista del escaso poder caotrépico de estos iones (Hatefi y Hanstein, 1969 (30)).
Aparte det efecto inespecifico que la fuerza i6nica pueda ejercer sobre las

propiedades f{sico-quimicas del detergente en solucidn, algunos iones pueden
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afectar las interacciones prote fna-proteina o lfpido-prote {na que tienen lugar en
la membrana nativa, provocando diferencias cualitativas en la particién de
algunas protefnas entre la fase acuosa con detergente y el residuo insoluble, Tal
es el caso del KC1, que aumenta la particién de los proteolipidos en la fase
acuosa con detergente, y el MgCl,, que facilita la disociacidn de las interacciones
I {pido-protefna (Pereyra et al., 1988 (2)). De hecho, algunas protefnas, las
extrinsecas, pueden extraerse a partir de la membrana sin uso de detergentes,
simplemente con tampones que incluyan concentraciones moderadas de algln i6n.
Por ejemplo, la prote(na bdsica de mielina ha sido extraida de la membrana con
soluciones acuosas de CaCl, (Gow y Smith, 1989 (31)).

La temperatura de incubacién también tiene influencia sobre la extractabi-
lidad de los distintos componentes de la 111611.1[)1‘&11%1, como se puede apreciar si se
comparan las Figuras 34 y 35. Al disminuir simulténeamente la temperatura
(hasta 0-4 °C) y la fuerza idnica del tampén (hasta 20 mM) (Figura 35), se
requieren un minimo de 6 tratamientos con CHAPS 30 mM para obtener un
grado de delipidacion similar al conseguido a temperatura ambiente y tampdn
0.1 M Tris-HCl con 4 tratamientos (Figura 34). Se sabe que una disminucién en
la lemperatura produce un aumento en la CMC de los detergentes, por lo que,
a la misma concentracién de surfactante, hay mayor niimero de micelas
disponibles cuanto mayor ¢s la temperatura. En nuestro caso, la disminucién de
los dos pardmetros (temperatura y fuerza idnica del tampdn) también se traduce
en una menor eliminacién de la isoforma principal de 1a proteina bésica (18.5
KDa). Este hecho puede ser dfil si se pretende tinicamente delipidar la
membrana. Sin embargo, si el objetivo es el de fraccionar al mismo tiempo las
proteinas de la mielina, puede ser interesante eliminar de una manera tan sencilla
esta proteina extrinseca. |

Para confirmar los resultados de delipidacidn, y determinar cudles son los

[Tpidos residuales no extraidos por los tratamientos con CHAPS, se analizé por
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HPTLC la composicién de una muestra de mielina delipidada por séis tratamien-
tos con CHAPS 30 mM en las condiciones establecidas para la Figura 35 (4 °C,
20 mM Tris-HCD). Los resultados (Figura 37) concuerdan bien con las
estimaciones cuantitativas: casi total eliminacién de fosfol{ pidos y gran
eliminacién de colesterol (el colesterol residual, en estas condiciones de
delipidacion, es alrededor del 10% respecto al control; Figura 35). Sin embargo,
el hecho mds significativo fue la presencia de glicoesfingolipidos, sobre todo
cerebrésidos, en cantidades casi comparables a las del control (mielina no
delipidada). Interesantemente, el tnico fosfolipido residual detectado fue la
esfingomielina, otro esfingol fpido. Ademds son detectables pequeias cantidades
de sulfdtidos, y una banda no identificada, que podria corresponder a alguno de
los ésteres de dcidos grasos y cerebrdsido presentes en mielina (Norton y
Cammer, 1984 (32)), de acuerdo a varias evidencias experimentales: la mancha
es ligeramente positiva al reactivo de orcinol, especifico para glicolf pidos; no
aparece cuando las muestras se desarrollan exclusivamente en el solvente para
Lipidos polares ( lo cual puede significar que la banda comigra con alguna de
las bandas de cerebrdsido), y se desdobla sélo cuando se realiza el segundo
desarrollo para I{pidos neutros. Ademds, la banda aparece también en la calle
correspondiente a los lipidos estdndar, y ninguno de los lipidos neutros
incluidos en la misma, cromatografiados por separado con el doble desarrollo,
produce ninguna banda detectable con la misma movilidad (resultados no
mostrados), sugiriendo que debe proceder de alguno de los Lfpidos polares
incluidos en la mezcla, probablemente de los cerebrésidos patrén. Ademds, como
se demuestra en la Figura 37, este l{pido no identificado no parece extraerse con
el CHAPS, y tiene, por tanto, unas propiedades de solubilidad semejantes a las
de los esfingolipidos.

La resistencia que muestran los esfingolfpidos a ser extraidos por CHAPS

es parecida a la que muestran hacia los detergentes no idnicos, como el Triton
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X-100 (Gillespie et al., 1989 (16); Pereyra et al., 1988 (2)) o el OG (Aveldafo
et al., 1991 (28)). Estos detergentes no son capaces de romper las fuertes
interacciones prote {na-proteina y l{pido-proteina que tienen lugar entre las
proteinas y l{pidos que conforman o interactiian con el citoesqueleto de la vaina
de mielina, lo que se ha dado en llamar componente radial (uniones estrechas
interlamelares) o complejo de unién (junciional complex) (Kosaras y Kirschnér,
1990 (3)), estructuras visibles al microscopio electrénico como zonas recurren-
tes electronicamente densas, localizadas en las 11neas intraperiédicas (espacios
extracelulares dentro de la mielina compacta). Las prote fnas que componen esta
matriz citoesquelética o interactiian con ella parecen ser la CNPasa, actina,
tubulina, glicoprote {na asociada a mielina (MAG), etc, es decir, protenas de la
fraccién Wolfgram de mielina y otras de alto peso molecular. Los métodos
empleados para aislar el componente citoesquelético a partir de mielina
purificada, (ales como la extraccion con Triton X-100, proporcionan un residuo
insoluble muy enriquecido en estas protefnas de alto peso molecular, y asociadas
con Ifpidos especificos: glicoesfingolipidos y esfingomielina (Gillespie el al.,
L1989 (16)). Estos lipidos permanecen unidos a la proleina citoesquelética
incluso tras el fraccionamiento del residuo insoluble en Triton X-100 por
centrifugacion en gradiente continuo de sacarosa, por lo que deben de estar
genuinamente asociados a los componentes citoesquelélicos de la mielina
compacta,

Las grdficas de delipidacién y fraccionamiento proteico con CHAPS
pueden interpretarse en términos de mayor o menor afinidad de las distintas
clases lipidicas o moléculas proteicas hacia el detergente, pero existen
interpretaciones adicionales al considerar la distribucién asimétrica de 17 pidos y
proteinas entre las dos hemicapas que integran la bicapa mielinica (Braun, 1984
(33)). A partir de resultados biof{sicos, de difraccién de rayos X, se sabe que

los glicoesfingol ipidos (cerebrdsidos, sulfdtidos y gangliésidos) se localizan
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preferentemente, o exclusivamente, en las hemicapas extracelulares (la aposicion
de las cudles forman la Iinea intraperiédica vista en las micrograffas electréni-
cas de la vaina de miclina). Los glicerofosfol{pidos, sin embargo, se localizan
preferentemente en las hemicapas citoplasmdticas (que forman las I i neas densas).
El colesterol se distribuye entre las dos hemicapas, pero de forma asimétrica: dos
de cada tres moléculas se localizan en la hemicapa extracelular, Las prote(nas
tampoco se distribuyen aleatoriamente entre las dos hemicapas. Es conocida la
localizacidn citoplasmética de la protefna bdsica de mielina, que contribuye a
la alta densidad electrénica de la {nea densa principal, y donde interactiia con
los fosfolipidos de la membrana externa. Esta interaccién ha sido caracterizada
para fosfolipidos acfdicos y neuiros (Menon et al., 1990 (34)).

Tomando (odas estas evidencias en su conjunto, y analizando los datos
experimentales de delipidacién con CHAPS, parece como si este detergente, en
las condiciones utilizadas en el presente trabajo, solubilizara preferentemente las
hemicapas citoplasmdlicas y las protefnas que interactiian con ellas (principal-
menie la protefna bdsica). Las lineas intraperiddicas, en las cudles es
observable el componente radial, quedarfan relativamente inalteradas por el
tratamiento con CHAPS, y ello explicarfa la escasa extractabilidad de los
glicoesfingol fpidos y de las proteinas de alto peso molecular, Los proteolipidos,
de naturaleza intrinseca transmembrana, podrian quedar anclados en las
hemicapas extracelulares y relenidos en los residuos insolubles en el CHAPS. Por
otra parle, la mayor resistencia del colesterol a ser solubilizado por el detergente
también podria explicarse al estar en mayor proporcién en las hemicapas
extracelulares.

No todos fos detergentes muestran la misma selectividad en la extraccidn
de componentes miel i nicos mostrada por el CHAPS. Los detergentes fuertemente
16nicos, como el SDS, bromuro de cetiltrimetilamonio (CTA) o DOC parecen

solubilizar los galactolfpidos de mielina tan eficazmente como los fosfol f pidos
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(Mcllwain et al., 1971 (5)). En los ensayos de solubilidad que se recogen en la
seccién anterior de este capitulo, de los siete detergentes probados, sdlo los
detergentes no idnicos (OG, Triton X-100 y Lubrol PX) y el CHAPS dejaron un
residuo insoluble muy enriquecido en protefnas de alto peso molecular (Figura
28).

Los tralamientos secuenciales con CHAPS dejan un residuo insoluble éon
un composicién proteica virtualmente idéntica a la de mielina no delipidada pero
prdcticamente carente de la isoforma mayoritaria (18.5 KDa) de la proteina
bésica. Conocida la insolubilidad de los complejos I pido-prote {na y protefna-
protefna que forman el citoesqueleto de la mielina del sistema nervioso central,
la mielina delipidada por CHAPS se extrajo con varias concentraciones de OG
en tampon fosfato sédico 0.1M pH 6.8 conteniendo sulfato sédico 0.1 M
(condiciones dptimas de solubilizacién con este detergente) con la esperanza de
que las inicas proteinas solubilizadas fueran los prd_teol ipidos. La Figura 38
muestra los resultados en comparacién con otro detergente ampliamente utilizado
en la solubilizacién de proteinas de mielina, el DOC, Este tltimo, paraddjica-
mente. no es capaz de extraer cantidades apreciables de protefna, ni siquiera a
altas concentracicnes (100 mM), mientras que cuatro tratamientos con DOC, en
las mismas condiciones de pH y tampén y a baja concentracién (30 mM), exlrae
alrededor de un 60% de la proteina total de la membrana no delipidada (Figura
32). Aunque la causa de esle fenémeno es desconocida, pudiera ser que este
delergente necesite la presencia de fosfol ipidos para extracr cantidades
apreciables de proteol fpidos. El OG, sin embargo, extrae canlidades sustanciales
de proteina a partir de mielina delipidada, incluso a la mds baja concentracién
empleada (30 mM), que llega a ser del 70% a una concentracién de 100 mM. La
Figura 39 demuestra que la proteina extraida a todas las concentraciones es casi
exclusivamente de naturaleza proteolip fdica; el residuo insoluble en la concentra-

cidn mds alta de OG usada (100 mM) estd muy enriquecida en proteinas de alto
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peso molecular (Figuras 43-44). Ademds, el andlisis de los lipidos extraidos en
estas condiciones reveld que los glicol {pidos permanecen en su gran mayoriaen
el residuo insoluble en OG. Combinando la delipidacién secuencial con CHAPS
y la extraccién con OG, se cénsiguen purificar los proteol{pidos en su estado
altamente delipidado (apoproteol {pidos).

Se investigé posteriormente el posible estado oligomérico de los
proteol {pidos purificados, La cromatografia de exclusién molecular, haciendo
uso de detergentes no desnaturalizantes, es uno de los métodos de eleccién para
determinar si varios polipéptidos pueden formar complejos supramoleculares
(Tandford y Reynolds, 1976 (20)). En el presente trabajo se utiliz6 la técnica de
SE-HPLC, usada con éxito para purificar otras proteinas intrinsecas de
membrana, tales como la bacteriorrodopsina o la rodopsina (Muccio y DeLucas,
1985 (18); DeLucas y Muccio, 1984 (17)). Se obtuvieron cuatro fracciones, que
recromatografiadas producen un tinico pico (Figura 40). El hecho de que las
fracciones tengan idéntica composicién proteica (PLP, DM-20 y agregados
proteolipidicos de alto peso molecular) (Figuras 43-44), y que eluyan a tiempos
de retencidn muy distintos (Figura 41) sugiere que las dos isoformas pueden
interactuar formando complejos heteromoleculares, condicidn €ésta que podria
configurar la estructura cuaternaria de los proteolipidos dentro de la vaina de
mielina. Los pesos moleculares aparentes de las fracciones, obtenidos por
comparacién con los tiempos de retencidn de prote i nas patrén de peso molecular
conocido (Figura 41} parecen indicar que varios estados oligoméricos coexisten
en la solucién de proteolfpidos en OG. Todos estos resultados parecen indicar
que los dos proteolipidos mayoritarios de mielina, ambos codificados por el
mismo gen, consecuencia de cortes y empalmes alternativos del producto de
transcripeién primario (Campagnoni et al., 1988 (35)), podrian formar parte in
vivo de un oligémero de estructura cuaternaria definida, aunque los resultados

presentados aqui no permiten deducir su estequiometria. Sin embargo, como se
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Hustra en la Figura 42, la temperatura parece influenciar el estado oligomérico
de las proteinas en solucién, favoreciéndose la formacién de la fraccién de
mayor peso molecular. El efecto puede ser debido al aumento de la CMC del
OG en la solucidn de Ia protefna. En dltimo término serfa un efecto andlogo
al de disminuir la conceniracién de detergente en la solucidn, lo cual favoreceria
la oligomerizacién. Parece, pues, que el estado mds estable termodindmicamente
es el oligémero de mafor peso molecular. La concentracién relativamente alta
de detergente (100 mM) en el que va disuelta la protefna puede disociarlo
reversiblemente en subunidades de menor peso molecular, que pueden reasociarse
si la concentracidn efectiva de detergente disminuye, por ejemplo, por disminu-

cién de la temperatura.
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EXTRACCION DE LOS LIPIDOS TOTALES DE MIELINA
LIBRES DE PROTEINA
PREPARACION Y CARACTERIZACION DE LIPOSOMAS
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INTRODUCCION

Una vez alcanzado el objetivo de la purificacion de las proteinas de
mielina, especialmente de los proteol{pidos (capitulos II1 y V), se abordd el
problema de la obtencién de un sustrato lipfdico adecuado para su reconstitu-
cién, con el fin de analizar sus propiedades funcionales. Durante los tltimos afios
las membranas modelo, en particular los lipesomas, se han convertido en una
herramienta poderosa para estudiar las interacciones 1{ pido-proteina (Brown et
al., 1989 (1)), asf como la participacién de las proteinas de membrana en la
regulacién de los niveles idnicos por medio de experimentos de reconstitucién
(Cézar et al., 1987 (2); Jones et al., 1988 (3)). Para alguhas proteinas de
membrana, tales como los canales idnicos o prole i nas de transporte, los sistemas
reconstituidos ofrecen grandes ventajas para definir y ensayar su funcién en la
membrana. |

La composicidn lipfdica de los liposomas que han sido empleados en los
estudios de reconstitucién con las prote i nas de mielina difiere considerablemente
de la composicidn lipidica de esta membrana, & pesar de que algunos 1ipidos se
han mostrado esenciales en los mecanismos de translocacion iénica o en la
modulacién de la actividad de enzimas y receptores de membrana (McCormick
y Johnstone, 1988 (4); Chakrabarti et al., 1990 (5)). Asi, para probar el papel
funcional de las prote fnas de mielina, es preferible unentorno lipidico semejante
al de las condiciones nativas, en vez del proporcionado por un dnico lipido
sintético o lipidos procedenies de otras fuentes naturales, tales como los
extractos lipidicos de soja (asolectina). Por tanto, un método que permita la
extraccidn de los Iipidos totales de mielina, libres de proteinas contaminantes
(para evitar interferencias negativas en los estudios de reconstitucion), con el
objetivo de preparar liposomas, tiene una especial relevancia.

La extraccién con mezclas de cloroformo y metanol (CM) es el procedi-
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miento general para preparar extractos lipfdicos totales a partir de sustancia
blanca de cerebro (Folch et al., 1957 (6)), pero tiene el inconveniente de
coextraer una considerable cantidad de proteina, principalmente proteolipidos
(20 mg de protefna por gramo de tejido fresco). Por tanto, el hallazgo de un
buen disolvente de lipidos que no co-extraiga cantidades significativas de
proteina a partir del tejido es de gran interés, porque permitirfa la obtenc.ic’)ﬁ de
extractos lipidicos adecuados para la formacién de liposomas en los cudles
estudiar las propiedade:g de permeabilidad de la mairiz lipidica de la vaina de
mielina, ademds de poder ser usados como soporte para la reconstitucidn y el
andlisis funcional de las prote{nas de esta membrana, Los hallazgos descritos en
el capftulo IIT indicaban que el tetrahidrofurano (THF), minimizando la
concentracién de agua en el medio, extrae cantidades muy pequefas de proteina
a partir de la mielina purificada o de la sustancia blanca de cerebro (ver Figuras
10 y 11, pdginas 117 y 120, respectivamente), y especialmente a partir de €sta
dltima. Por otra parte, se conoce desde hace tiempo que la capacidad de
extraccién lipidica del THF es prdcticamente comparable a la del CM 2:1 v/v
(Autilio y Norton, 1963 (7)). Con estas premisas, se ha puesto a punto un
mélodo para la obtencidn de un extracto cuya composicidn cualitaliva y
cuantifativa es prdcticamente indistinguible de la composicién lipfdica de la
membrana miel{nica, pero pricticamente libre de proleina. A partir de este
extracto se han preparado liposomas, que han servido como modelo para
examinar las propiedades de permeabilidad de la matriz lipdica de la membrana

nativa,
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MATERIALES Y METODOS

Materiales

Los cerebros de vaca se obtuvieron de animales sacrificados en el
momento en el matadero municipal de Madrid, y se transportaron al laboratorio
en bafio de hielo. La sustancia blanca se disecciond, se lavé con NaCl al 0.9%
y se usé inmediatamente, o bien se liofilizé y pulverizé, conservdndose en
atmdsfera de nitrégeno y con gel de silice a -30 °C hasta su uso. El tetrahidrofu-
rano (THF), libre de hidroxitolueno butilado (BHT), se obtuvo de Probus. Se usé
como tal para fines analiticos, ya que el BHT interfiere fuertemente con la
determinacién de protefna. Sin embargo, para preparar rutinariamente los
extractos lipfdicos totales (ELT), se incluyé un 0.025% de BHT (Sigma) en el
solvente para evilar la peroxidacion lipidica. La celita (Cellite® 503) se adquirid
de J.T. Baker (Holanda), Los productos radioactivos (45CaC12, S6RbCl, [’4C]-
SHCATOSA Y I 4C]~meti!amina) se compraron a Amersham (Reino Unido). Los
londfloros valinomicina y A23187 fueron de Boehringer Mannheim (Alemania).
El iondéforo FCCP, la nigericina, la monensing, la 9-aminoacridina y el cloruro
de colina se obtuvieron de Sigma (EEUU). El Sephadex G-25 fue de Pharmacia
(Suecia). La  L-dimiristoil-alfa-fosfatidilcolina  (DML), y los fosfol(pidos,
glicolipidos y coleslerol patrones se obtuvieron de Sigma o Fluka (Suiza). El
detdo N-acetil-neuraminico (NANA) y los gangliésidos patrones se obtuvieron

de Sigma, exceplo el GD,, que (ue de Calbiochem (EEUU).

Preparacién de los extractos lipidicos totales

Para optimizar el método de extraccién lipfdica, cantidades de 250 mg
de sustancia blanca liofilizada, 0 960 mg de sustancia blanca fresca (250 mg de
peso seco) se trataron con diferentes voliimenes de THF durante una hora a
temperatura ambiente, en matraces de vidrio con agitacidon magnética moderada.

Tras ello, los extractos se filtraron a través de una capa de 0.5 cm de celita,
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dispuesta sobre un embudo de vidrio fritado, con la ayuda de un vacfo moderado
procedente de una trompa de agua. Cada filtrado se recogid, se concentré en un
rotaevaporador a vac{o, se aiadié un 25% de agua destilada, se congeld con
nitrégeno liquido y se liofilizé. El liofilizado obtenido se pesd, y se determing
su contenido en proteina.,

Para extracciones a gran escala, 30 g de sustancia blanca liofilizada se
trataron con 1500 ml de THF (50 ml de THF por g de tejido $eCO) en un
Erlenmeyer de dos litros de capacidad, en las condiciones descritas arriba, Tras
filtrar a través de celita, el filtrado se concentré hasta la décima parte de su
volumen original y se le afiadid un 25% de agua destilada. La mezcla se congelé
con nitrégeno [{quido y se liofilizé. El liofilizado, de color totalmente blanco,
se¢ conservd a -30 °C en atmdsfera de nitrégeno, con gel de silice como

desecante.

Caracterizacién analitica del extracto lipidico total (ELT)

La determinacién de proteina en los ELT se realizé por el método de
Lowry et al., 1951 (8)), modificado para eliminar la turbidez producida por el
alto contenido lipidico de las muestras. Brevemente, 15 mg de ELT se
disolvieron en | ml de SDS al 2.5% en Na,CO; al 1%, con ayuda de un
sonicador de bano (Bransbnic),y un bafo hirviente durante 10 minutos. Se
lomaron alicuotas de 100 I de esta solucién (1.5 mg de ELT) para la determina-
cién de protefna por el método de Lowry, incluyendo un 3% de SDS en el
reactivo C (Aguilar et al., 1982 (9)). Una vez que se desarrollé el color, la
turbidez de las muestras se eliming afiadiendo a los tubos 0.5 ml de cloroformo,
como recomiendan Norton y Autilio, 1966 (10). Se agitaron [os tubos en un
vortex y se centrifugaron a 500 g durante 5 minutos. El color permanece
ntegramente en la fase superior acuosa, y se leyé a 750 nm. Como patrén se

utilizé seroalbiimina bovina. Los tubos conteniendo Ia solucién patrén de
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proteina se trataron de una manera idéntica 51 resto de las muestras.

El fésforo lipidico se determing por el método de Ames and Dubin, 1960
(11). EI colesterol se determind por el método de Siedel ct al., 1981 (12). Los
galactol ipidos (sulf4tidos y cerebrésidos) se evaluaron determinando el contenido
en galactosa‘mediante la reaccién de la antrona de Trevelyan y Harrison, 1952
(13). Debido a las grandes interferencias de Ia mayoria de los lfpid.los,
especialmente del colesterol y los dcidos grasos poliinsaturados con este método
(Kishimoto, 1978 (14)), los galactol{pidos se purificaron previamente por.
cromatograffa en capa fina (TLC) (Vitiello y Zanetta, 1978 (15)) sobre placas
de vidrio precubiertas con‘gel de silice 60 (Merck, Alemania). Las manchas
correspondientes a cerebrdsidos y s.'ulfzitidos se rasparon de la placa, se eluyeron
con cloroformo/metanol/agua 5:5:1 y se determiné su contenido en galactosa.
Como controles se usaron blancos de silicagel. El contenido en galactolfpido se
expresa como 4.6 x % galactosa (Autilio y Norton, 1963 (7)).

El 4cido sidlico unido a ganglidsidos se determind por el método de
Warren, 1959 (16), modificado por Chaplin, 1986 (17), usando NANA como
patrén. Las muestras de ELT (300 mg) se hidro[izgron previamente con 4 ml de
H,S0, 0.1 N duraate una hora a 80 °C,

Cromatografia en capa fina de lipidos polares 7

La composicién de 11pidos polares del ELT se examing sobre placas de
cromatografia en capa fina de alta eficacia (HPTLC, 10 cm x 10 cm) precubier-
tas con gel de s{lice 60 F254 (Merck).

Para [a HPTLC monodimensional de l{pidos polares, ¢l ELT se disolvié -
en CM 2:1 y se aplicé en la placa formando una banda de 0.8 ¢m con la ayuda
de una jeringa Hamilton, a I cm del extremo inferior de 1a placa. La separacion
de los componentes se llevé a cabo con el solvente acetato de metilo/n-

propanol/cloroformo/metanol/KCl al 0.25% en agua 25:25:25:10:9 (en volumen)
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(Vitiello y Zanetta, 1978 (15)).

En la separacién bidimensional de los 1{pidos polares, la misma muestra
se aplicé como un punto cerca del Vér_tice inferior izquierdo de 1a placa. La
primera dimensién se realizé con el solvente anterior. Luego se extrajo la placa
de la cubeta, se sec6 con un secador de aire y se introdujo, rotada 90 ° respecto
a la primera.dimensién (en sentido contrario a las agujas de un fefoj), en otra
cubeta presaturada con cloroformo/metanol/acetona/dcido acético glacial/agua
75:15:30:15:7.5 (en volumen),

El contenido en plasmalégenos del ELT se analizé en una separacién
bidimensional realizada en fas condiciones que se acaban de descﬁbir, pero la-
placa se sometid a [a hidrélisis de los vapores de HCI tras la primera dimensién
(Horrocks, 1968 (18)).‘

Los componentes del ELT se identificaron con Iipidos patrones
comerciales, y con el revelado secuencial de las placas con: exposicién a vapores
de yodo (para lipidos totales), nebulizacién con reactivo de ninhidrina
(ninhidrina al 0.2% en etanol, para lipidos que contienen grupos '—NHZ libres)
y orcinol (orcinol al 0.5% en H,SO, 2M, para glicolipidos). En el caso del
revelado por ninhidrina, la placa se calentd en estufa a 100 °C durante 15-20
minutos después de la nebulizacién. Para el revelado con orcinol se calenté a
110 °C hasta que aparecieron las manchas (unos 20 minutos).

Para cuantificar las clases fosfolipidicas, cada mancha identificada,
visualizada con vapores de yodo, se raspé a partir de una placa desarrollada en
una sola dimensidn, y su contenido en fésforo lipidico se determiné directamen-
te. Como controles se usaron blancos conteniendo cantidades equivalentes de
silicagel, libre de muestra.

La comparacién entre la composicién lipfdica cuantitativa de ELT vy
mielina se llevé también a cabo por densitometria. Brevemente, un extracto de

Folch de mielina y el ELT, disueltos en CM 2:1, se sembraron en una placa de
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20 x 20 cm (HPTLC, gel de silice 60, Merck), y se desarrollé monodimensio-
nalmente, como arriba, con el solvente para lipidos polares. Finalizado el
desarrollo, la placa se secé y se revel6 con el reactivo de acetato de cobre
(acetato de cobre al 3% (p/v) en 4cido ortofosférico al 8% (v/v), para l{pidos
totales). La placa revelada se fotografié, La fotograffa se positivé sobre papel
transparente y se someti6 al andlisis densitométrico utilizando un d'ensitémeiro
Ldser (Molecular Dynamics). La cuantificacion de las dreas relativas correspon-
dientes a cada clase Iib_,fdica se llevé a cabo con el software incorporado al

ordenador conectado al aparato.

Cromatografia en capa fina de gahgliésidos

Para identificar los ganglidsidos presentes en el extracto, éstos se
extrajeron previamente a partir de 2 g dé ELT por el método de Tettamanti et
al., 1973 (19); el dializado final se liofiliz6, y los gan_glidsidog se separaron de
fosfol fpidos contaminantes mediante cromatografia en placa de HPTLC (10 x
20 c¢m) precubierta con gel de sflice 60 F2548, en el sdlvente cloroformo/met-
anol/agua 60:40:9, conteniendo un 0.02% de CaCl, 2H,0 (Ledeen y Yu, 1978
(20)). Las manchas correspondientes a gangliGsidos (positivas al reactivo de
resorcinol) se separaron de los 1fpidos contaminantes (que se localizan en la parte
superior de la placa), se rasparon y se eluyeron a partir del gel de silice con
cloroformo/metanol/agua 5:5:1. Lo eluido se evaporé a sequedad con una
corriente de N,, se redisolvié en cloroformo/metanol 2:1 y se analizé en una
placa. HPTLC de 10x10 cm precubierta con gel de silice 60 F254. Los
ganglidsidos se revelaron con el reactivo de resorcinol (Svennerholm, 1957 (21)),

y se identificaron con gangliésidos comerciales.

Cromatografia en capa fina de lipidos neutros

Los I{pidos neutros presentes en la mielina purificada y en el ELT se
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identificaron mediante cromatografia sobre placas HPTLC de 10x20 cm
precubiertas con silicagel 60 (sin indicador fluorescente) (Merck). En el caso de
la mielina purificada, se realiz6 la extraccién de Folch et al., 1957 (6), con CM
2:1. La fase'fnferior, lavada, se evapord a sequedad con corriente de nitrégeno,
y el residuo se redisolvid en un pequefio volumen de cloroformo/metanol 2;1
v/v. Alicuotas de esta soluciones se sembraron en las placas. En el caso del EﬁT,
éste se disolvié directamente en CM 2:1. Se utilizé el doble desarrollo
monodimensional para Iipidos polares y If pidbs neutros detallado en el capitulo
II (ver Pdg. 83). Finalizados los desarrollos, las placas se secaron con un secador
de aire y se revelaron con: reactivo de acetato de cobre (Ifpidos totales) o
reactivo de oreinol (glicol{pidos). Las placas se nebulizaron intensamente con
uno de estos reactivos, y se calentaron a 160 °C durante 20 minutos (acetato de

cof)re) 0 110 °C durante 20 minutos (orcinol) en estufa,

Preparacién de liposomas a partir del ELT

Los liposomas multilamelares (MLVs) se prepararon a una concentracién
de 20 mg de ELT por ml. Brevemente, el ELT se disolvié en cloroformo en un
tubo de vidrio de 30 ml. Se evapord el solvente con una corriente de N,
procurando que la pelfcula lipidica se distribuyera homogéneamente por todo
el fondo del tubo. Las trazas de solvente se eliminaron sometiendo el tubo a
vacfo (50 mT) en un liofilizador durante 30 minutos. Luego se anadié el tampdn
acuoso que se indica en cada caso, se saturé la atmdsfera del tubo con N,, se
tapdé con un tapén de rosca y agité con un agitador de tubos tipo vortex, a
mdxima potencia durante 10-15 minutos,

Para preparar liposomas unilamelares pequefios (SUVs), la suspensién de
liposomas multilamelares, en un tubo de vidrio cerrado y saturado con'Nz, se
sonicé hasta claridad en un sonicador de bafio Bransonic 12 (15-20 minutos).

Los liposomas unilamelares grandes (LUVs) se prepararon a partir de los
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SUVs por el método de la congelacién-descongelacién (Pick, 1981 (22)). La

suspensién de SUVs se congels con N 2 liquido y se dejé descongelar en bafio

de hielo. El proceso produce un gran aumento en ia turbidez de la suspensidn.

Microscopia electrénica

Tincién negativa

Para la tincién negativa, una gota de suspensién de liposomas se mezclé
CON un mismo volumeh__ de solucidén de molibdato aménico al 2% en agua, pH
6.8 (neutralizado con NaOH). La mezcla se deposité sobre una rejilla para
microscop{a electrénica (300 mesh) precubierta con Formvar y sombreada con
carbono. Tras 30 segundos, el exceso de [fquido se retiré por capilaridad
(utilizando un tubo capilar de vidrio), se dejé secar la rejilla y se observd

inmediatamente al microscopio electrénico (Jeol 1200 EX 1D),

Criofractura

Las réplicas de criofractura de los liposomas se prepararon de acuerdo a
Garc{a-Segura et al., 1986 (23). Los liposomas se fijaron en glutaraldehido al
1 % -formaldehido al 1% en tampén fosfato 0.1 M, pH 7.4, se embebieron en el
mismo tampdn conteniendo un 20% de glicerol durante dos horas, se cubrieron
con alcohol polivinilico y se congelaron con Freon 22 enfriado con nitrégeno
Ifquido. Las muestras se fracturaron y sembrearon con platino-carbono a -110
°C en un aparato Balzers 400D (Liechtenstein). Las réplicas de criofractura se

fotografiaron en un microscopio electrénico Jeol 100 B (Japdn).

Agregacion de liposormas inducida por proteina bésica
La protefna bdsica (Mr 18.5 KDa) se extrajo de sustancia blanca de
cerebro bovino de acuerdo a Oshiro y Eylar, 1970 (24), y se purificé hasta la

homogeneidad por RP-HPLC utilizando las condiciones descritas en el capftulo
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IH. Los SUVs se prepararon a partir de ELT o de DML. a una concentracién de
5 mg de Lfpido por ml en tampsn NaCl 100 mM, HEPES 10 mM, pH 7.4. La
suspensién resultante se diluyé hasta una concentracidn de 1 mg de lipido/m!
con el mismo tampén. Se distribuyeron alicuotas de 500 11 en tubos Eppendorff,
y se mezclaron con cantidades definidas de prote{na bésica disuelta en 100 ul del
mismo tampdn. Se agitaron los tubos en vortex, se incubaron durante 30 minutos

a temperatura ambiente, y se determing la turbidez de cada tubo midiendo su

absorbancia a 450 nm.

Determinacién de la permeabilidad de las membranas liposomales usando

isétopos radioactivos

Determinacion de la radioactividad atrapada por los liposomas

Para estudiar la salida (leaking) de una determinada molécula desde el
interior de [os liposomas hacia el espacio extraliposomal, los liposomas de ELT
(LUVs o MLVs) se prepararon en un tampdn acuoso conteniendo el trazador
radioactivo. Se tomaron alicuotas de esta suspensién para determinar la radioac-
tividad total (expresada en DPM/ul), y luego se eliminé la radioactividad no
atrapacla por los liposomas (radioactividad extraliposomal) filtrando la suspensién
a través de jeringas rellenas con Sephadex G-25, por el método de ftltracién-
centrifugacién de Fry et al., 1978 (25). Brevemente, se empaquetan jeringas de
pldstico de | ml (de tuberculina o insulina), o de 5 ml, con Sephadex G-25,
hinchado durante al menos dos horas en agua. Se equilibran con el tampdn que
se indica en cada caso, no radioactivo, (al menos dos veces el volumen ocupado
por la resina), y se centrifugan a baja velocidad (2000 g) durante tres minutos,
colgadas de tubos de pldstico apropiados, en una centrifuga (Hettich Universal
II) con rotor de dngulo variable (swing-out). Luego se carga la suspensién de
liposomas sobre las jeringas (hasta 200 uyl de suspensién por cada mililitro

ocupado por la resina después de la centrifugacién), y se vuelve a centrifugar en
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las mismas condiciones. Los liposomas eluyen prdcticamente sin dilucidn,
mientras que la radioactividad extraliposomal queda retenida en la resina.
Experimentos control (filtrando tampén radioactivo, sin liposomas) mostraron que
se elimina el 99.9% de la radioactividad libre (no atrapada). La recuperacién de
liposomas se cifra en torno al 90% (calculada midiendo colesterol antes y
después de filtrar la ‘suspension de liposomas a través de la resina). La
radioactividad intraliposomal se determiné midiendo la radioactividad en alicuotas
de 80 pl de los liposomas filtrados, tras la adicién de 3 ml de liquido de
centelleo (Aquasol-2, Du Pont), en un espectrémetro i (Wallac 1410 LSC,
Pharmacia) y usando un programa adecuado para cada isétopo. En los liposomas
filtrados, asi mismo, se _dcterminé la concentracion de colesterol en alicuotas de
10 pl, a partir de la cual se calculd la concentracién de ELT (mg ELT/ul) de las |
muestras. Con todos estqs datos se calculé el veolumen encapsulado (VE,

expresado en pl/mg de ELT), de acuerdo a la férmula:

VE = radioactividad intraliposomal
radioactividad total x [ELT]

donde las radioactividades iutraliposdma[ y total se expresan como DPM/ul, y la
concentracién de ELT como mg ELT/pul.

La salida de la radioactividad encapsulada se determind incubando los
liposomas filtrados, ‘tomando alicuotas del medio de incubacién a tiempos
definidos, y volviendo a determinar el volumen encapsulado, como se ha
descrito, tras filtrar nuevamente a través de las jeringas rellenas con Sephadex
G-25.

El método de filtracién-centrifugacién con minicolumnas de Sephadex G-
25 se utilizé también para sustituir un tampén por otro distinto en el medio

extraliposomal: liposomas preparados en un tampdn determinado se filtraron a
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través de columnas equilibradas con el tampén requerido en cada caso.

Para medir la entrada de una determinada molécula al interior de los
liposomas, €éstos se prepararon en el tampén indicado en cada caso, no
radioactivo, y se incubaron en presencia del trazador radioactivo. Se tomaron
alicuotas del medio de incubacién (10 p1) para determinar la radioactividad total,
y a tiempos definidos se filtraron alicuotas, como se ha descrito, paréi determinar

el volumen encapsulado.

Determinacidn de la permeabilidad a la sacarosa y al Rb+. (K™

Se prepararon liposomas (LUVs) en tampén KC1 50 mM, NaCl 50 mM,
sacarosa 10 mM, HEPES 10 mM, pH 7.4, conteniendo [ 4!C]-sacaro'sa (4 uCifml)
6 FRp* (8 uCi/ml), y la radioactividad extraliposomal se eliminé filtr4ndolos
a través de una jeringa de 5 ml rellena con Sephadex G-25, equilibrada con el
mismo tampén pero sin trazador radioactivo, como se ha descrito en el apartado
anterior. Se tomaron alicuotas de los liposomas filtrados para determinar la
radioactividad intraliposomal y la concentracién de colesterol (volumen
encapsulado a tiempo cero), y se incubaron a 37 °C. A intervalos de tiempo
definidos se volvié a determinar ef volumen encapsulado, tomando alicuotas de
100 ul de la suspension, filtréndolas a través de jeringas de 1 ml rellenas con
Sephadex G-23, y determinando la radioactividad intraliposomal (en al fcuotas de
80 ul) y la concentracién de colesterol (en alicuotas de 10 ul).

El volumen encapsulado de [{#C-sacarosa] por los liposomas se utilizd

como medida del volumen intraliposomal (V).

Determinacién de la permeabilidad a los protones
La permeabilidad de la membrana liposomal a los protones (H') se
determing midiendo la distribucién de [?*C]-metilamina en el espacio intraliposo-

mal. Esta técnica ha sido aplicada con éxito para determinar la permeabilidad a
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los H" de la membrana de grinulos cromafines, as{ como de otros orgdnulos
subcelulares o microorganismos, tales como cloroplastos, cromatéforos,
lisosomas y bacterias (Johnson y Scarpa, 1979 (26)). El método se basa en la
observacion de que las aminas atraviesan libremente las membranas bioldgicas
en su forma neutra, no protonada (R-NH,). En los liposomas, se alcanza el

equilibrio cuando:
[R-NH,Ji = [R-NH,}o

donde los subindices i y o indican los espacios intra y extraliposomales,
respectivamente. En su forma protonada, sin embargo, las aminas no son capaces
de atravesar la membrana y, por lanto, tienden a acumularse en aquellos
compartimentos con menor pH. Para la metilamina se cumple la siguiente

férmula:
[R-NH, "Ti/[R-NH; o = [HT JilfH "o

Por tanto, un aumento en la concentracién de metilamina intraliposomal es
indicativo de una acidificacién intraliposomal.

La permeabilidad a H" de las membranas liposomales se examing tras la
generacion de un potencial de difusién de potasio (negativo dentro) inducido por
la valinomicina. Brevemente, se¢ prepararon MLVs de ELT (10 mg ELT/ml) en
tampén 0.25 M sacarosa, 400 mM KCI, [0 mM HEPES. pH 8.0. Este tampén
se reemplazo, en el espacio extraliposomal, por el tampdn 0.25 M sacarosa,
399.6 mM NaCl, 0.4 mM KCI, 10 mM HEPES pH 8.0, por filtracién-
centrifugacion a través de jeringas rellenas con Sephadex G-25, equilibradas con
este tampén. En estas condiciones, la relacién [K*1i/[K¥]o es de 107, Tras Ia

adicién de valinomicina (iondforo para el K™), se creard un potencial de difusién
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(negativo dentro), cuyo valor tedrico viene determinado por la ecuacién de

Nernst:

AW (V) = -59 x log [K*i/[K*Jo= -177 mV

Si'la membrana liposomal fuera perreable a los protones, la generacién de e'éte
potencial de membrana (negativo dentro) acarrearfa una entrada de H* hacia el
espacio intraliposomal, y por consiguiente, una acumulacién de [" 4C]~meti1amina
en este compartimento.

Alicuotas de 400 p! de la suspension de liposomas preparados en estas
condiciones se trataron con I pl de una solucién ctandlica 4 mM del protonéforo
FCCP (10 1M, concentracién final), o con | pl de etanol (tubos control), y se
incubaron durante 60 minutos a temperatura ambiente en presencia de [/4C]-
metilamina. Tras ello, se tomé de todos los tubos una alicuota de 100 1l para
medir el volumen encapsulado (tiempo cero), e inmediatamente se afiadié a todos
los tubos valinomicina (2.6 M, concentracién final). Se tomaron alicuotas de
100 pl a los [0 y 60 minutos para medir nuevamente ¢l volumen encapsulado.
En paralelo, se realizé ¢l mismo protocolo con MLVs con una relacién [K™*-

Ji/[K*]o = 102

Determinacion de la permeabitidad al calcio

Para medir la entrada de calcio al espacio intraliposomal, se prepararon
LUVs en ausencia de trazador radioactivo, y se aiadié 45CaC12 (20 M
concentracidn final, 5 pCi/ml) al medio de incubacidn para comenzar los
experimentos. A tiempos definidos, se tomaron alicuotas y se procesaron como
se ha descrito para determinar ¢l volumen encapsulado (VE). La concentracién

de Ca®? intraliposomal, [Ca®*1]i (uM), se calculé de acuerdo a la férmula:
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[Ca*']i = VE x [Ca™]t
VI

donde [Ca”]t es la concentracién total de Ca®™ en el medio de incubacién
(uM), VE es el volumen de calcio encapsulado por los liposomas (ul/mg de
ELT), y VI es el volumen intraliposomal, calculado con [1 4C]—sacarosa 9.6 +
1.1 pl/mg ELT),

Determinacién de la permeabilidad de las membranas liposomales usando
sondas fluorescentes

El transporte de protones a través de la membrana liposomal se evalud
también mediante la extincidn de la fluorescencia (quenching) de la 9-aminoacri-
dina. Un entorno intravesicular que sea acidico con respecto al medio extravesi-
cular causa la captacién de esta base débil fluorescente, permeable a la
membrana, y su acumulacién en el compartimento intravesicular, lo cudl provoca
una gran elevacién local de su concentracién y la extincidn de su fluorescencia.
En un experimento tipico, se impuso un gradiente de pH (4dcido dentro) de 1.89
unidades anadiendo 30 pl de LUVs preparados en tampén HEPES 10 mM, MES
10 mM, cloruro de colina 12 mM, pH 5.51 sobre 2 ml de tampdén HEPES 10
mM, MES 10 mM, KCIl 6 NaCl 12 mM, pH 7.40, conteniendo la 9-aminoacridi-
na (6 uM, concentracidén final), en una cubeta de 3 ml del espectrofluorimetro
Shimadzu RF-5001PC, con agitacién magnética y termostatizacidn a 25 °C. La
evolucién temporal de la fluorescencia de la 9-aminoacridina se midié a una
fongitud de onda de excitacidn de 420 nm (5 nm de rendija), y una longitud de
onda de emisién de 520 nm (5 nin de rendija), utilizando el programa Labtime
en el ordenador personal conectado al aparato. Los resultados se expresan con
el tanto por ciento de fluorescencia, otorgando el 100% a la fluorescencia previa

a la adicidén de los liposomas.
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RESULTADOS

Optimizacién de las condiciones para la extraccién lipidica

La Figura 45 muestra la capacidad de diferentes volimenes de solvente
(desde 20 hasta 300 ml de THE por gramo de tejido, peso seco) para extraer los
ITpidos de la sustancia blanca fresca (Figura 45A) o liofilizada (Figura 45B), en
las condiciones descritas en Materiales y Mélodos. Parece evidente que el agua
proporcionada al medio por el tejido fresco es de gran importancia. Cuando se
utiliza sustancia blanca fresca como material de partida, son necesarios mayores
volimenes de THF para la mdxima recuperacién de lipidos y mi nima
contaminacién proteica. En contraste, cuando el material de partida estd
liofilizado, unicamente se necesitan 50 ml de THF por gramo de tejido para
obtener resullados comparables. El tejido liofilizado permile la utilizacién de
volimenes m4s pequefios pero, si se prefiere, puede extraerse tejido fresco a
condicién de que se usen mayores volimenes de solvente (al menos 150 ml de
THF por gramo de tejido, peso seco). El rendimiento mdximo de ELT, en ambos
casos, es cercano al 50%. Ello significa que, fijando las condiciones de
extraccién en 50 ml de THF por gramo de sustancia blanca liofilizada, se pueden
obtener 15 g de ELT liofilizado a partir de 30 g de tejido seco, con una
contaminacién proteica despreciable (0.10%). Estas condiciones fueron las
elegidas en la preparacion del ELT, cuya composicién cualitativa y cuantitativa

se describe a continuacién,

Anilisis cualitativo de los lipidos polares del ELT

El patrén en la composicion de 1{pidos polares del ELT por HPTLC
mono y bidimensional se muestra en la Figuras 46B y 46A, respectivamente,
Contiene todas las clases fosfolipidicas y glicolip{dicas encontradas en mielina:
cerebrésidos (dos manchas principales), sulfatidos {(dos manchas), fosfoglicéridos

de etanolamina (PE), inositol (PT), serina (PS) y colina (PC), as{ como colesterol
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Figura 45.- Curvas de extraccion y conlenico en prote (na de
los lipidos extraidos por el THF. LLa sustancia blanca fresca
(A) o liofilizada (B), conteniendo una misma cantidad de
tejido seco, se trataron con distintos volimenes de THF,
durante una hora y a temperatura ambiente, Tras filtrar, cada
extracto se liofilizé y se pesd, y se determind su contenido en
protefna. Los resultados son el promedio de tres experimentos
distintos. Las barras verticales muestran la desviacién
estdndar.
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(Chol), dcido fosfatidico (PA) y esfingomielina (Sph). Las manchas mds
intensas, utilizando como revelador los vapores de I,, corresponden a PE y al
cerebrésido no hidroxilado. Los cerebrésidos con dcido graso alfa-hidroxilado,
pese a su abundancia, tifien poco con este reactivo debido a la ausencia de
insaturaciones en el dcido graso unido. Similarmente, el colesterol tampoco tifie
intensamente con vapores de I,, porque se encuentra en su forma libre, no
esterificada, En contraste, ambos 1{pidos producen las manchas mds intensas
cuando las placas se revelan con el reactivo de acetato de cobre (Figura 47).

En la Figura 46C se muesira el alto contenido en plasmaldgenos,
principalmente en los fosfoglicéridos de etanolamina, caracteristico de los
lipidos de mielina. Representan la mayor parte de los fosfoglicéridos de
etanolamina totales. 7

Es importante hacer notar que los principales gangliésidos presentes en la
sustancia blanca también se detectan en el ELT (Figqra 46D). Las moléculas
m4s abundantes son: GD;, y GM,, aunque GT,,, GD,, y GM; también se
observan claramente, El doblete que migra entre GD;, y GM; debe correspon-
derse con GD; (Ledeen y Yu, 1978 (20)). La banda difusa que migra por encima

de GM; podria corresponder al GM,, el gangliésido especifico de mielina.

Andlisis cuantitativo de los l{pidos del ELT

La composicién del ELT obtenido a partir de sustancia blanca liofilizada
se compara con la composicién de la mielina del SNC bovino, descrita por
Norton, 1981 (27), en la Tabla 8. Mientras que el 25% del peso seco total de
la mielina es proteina, sélo se detectan trazas (0.10%) en el ELT. Por otra
parte, la determinacién analftica en un exiracto final, lavado, de sustancia blanca
por el método de Folch et al., 1957 (6) reveld un contenido de protefna del
13% del peso seco total del extracto. Esto significa que el extracto de Folch tiene

un contenido en proteina al menos 130 veces mayor que el del ELT obtenido



Figura 46.- Composicién cualitativa del ELT por cromatografia en
capa fina. A y B, separaciones bidimensional y monodimensional de
tipidos polares, respectivamente, sobre placas de HPTLC. En A, Ia
muestra (85 natom de P total), disuelta en CM 2:1, se aplicé como un
punto en el dngulo inferior izquierdo de la placa. En B, las dos
muestras de ELT (170 y 255 natom de P, izquierda y derecha,
respectivamente) se aplicaron formando una banda de 0.8 cm. En €
se muestra ¢l contenido en plasmalégenos del ELT, en una separacidn
bidimensional (57 natom de P). Tras desarrollar la primera dimension,
la placa se expuso a vapores de HCL, y luego se desarrollé la segunda
dimension. D, andlisis de los ganglidsidos contenidos en el ELT:
WM, gangliésidos purificados a parfir del ELT; 5 pg de NANA
(izquierda) y 10 pg de NANA (derecha). ST, mezcla de ganglidsidos
comerciales (18.4 ug de NANA), Los reactivos reveladores fueron:
vapores de yodo (A-C) y reactivo de resorcinol (D).

Abreviaturas: CHOL, colesterol; CER, cerebrésidos; SULPH,
suifdtidos; PE, fosfoglicéridos de etanolamina; PA, 4cido fosfat{dico;
Pl, fosfoglicéridos de inositol; PS, fosfoglicéridos de serina; PC,
fosfoglicéridos de calina; Sph, esfingomielina; Aldeh., aldehidos

derivados de la hidrélisis de los plasmaldgenos; Lyso-PE,
plasmaldgeno de PE hidrolizado.






TABLA 8§

Comparacién de las composiciones lipidicas cuantitativas de ELT y mielina

ELT mielina SNC¢
Prote (na total” 0.1 £ 0.03 (3) 24.7
Lipido total® 99.9 75.3
Colesterol” : 233 + 1.6 (4) 28.1
Galactol ipido totat? 30.3 + 2.4 3) 29.3
Fosfol {pido total® 4.4 + 2.3 (5) 43.0
PE* 41,1 + 1.6 (2) 43
PC¢ 253 + 0.8 (2) 24
PS¢ 20,1 £ 1.7 (2) 14
PI¢ 3.4 4+ 0.1 () ° 2
Sph¢ 78 £ 03 @) 16
PA¢ 2.3 + 0.5 (2) ND
Gangliésidos? 350-420 (3) 300-900

Los resultados se expresan como la media 1+ desviacién estdndar., Los nimeros
entre paréntesis se refieren al nimero de determinaciones procedentes de distintas
extracciones. ND, no determinado.

“La protefna y el Ifpido total se expresan como el porceniaje con respeclo al
Peso seco lotal.

"Expresado como el porcentaje en peso con respecto al 1ipido total.

“Los fosfolfpidos individuales se expresan como moles/100 moles del fésforo
lipfdico total.

“Expresado como g de NANA/g, peso seco.

“Valores tomados de Norton, 1981 (27).

Abreviaturas: PE, PC, PS y PI, fosfoglicéridos de etanolamina, colina, serina e
inositol, respectivamente. Sph, esfingomielina. PA, #cido fosfat{dico.
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con THEF.

Desde el punto de vista cuantitativo, la composicidn lipf dica del ELT es
muy parecida a la composicién lipfdica de la membrana mielf nica (Tabla 8),
aunque aquél contiene un poco menos colesterol (23.3%) que la mielina (28.1%).
Respecto a las cantidades relativas de cada clase fosfolipfdica, parece que los
fosfol ipidos acidicos, como PS y PI, son mds abundantes en el ELT que en la
mielina, mientras que PE y PC estdn en proporciones prédcticamente idénticas.
As{ mismo, la esfingomielina parece ser mds abundante en mielina que en el
ELT. |

La semejanza fue aiin mayor, sin embargo, cuando se compararon
directamente, por densitometr{a, las composiciones de un extracto de Folch de
mielina purificada (Figura 47, trazo de la izquierda) y del ELT (Figura 47, trazo
de la derecha). Aunque los datos cuantitativos que se muestran en la Figura 47
no pueden ser tenidos en cuenta en (érminos absolutos, a diferencia de los que
aparecen en la Tabla 8, sf permiten comparar la riqueza relativa de cada clase
lipidica en ambos extractos. Parece que el ELT tiene una cantidad ligeramente
superior de glicol{pidos totales (sulfdtidos y cerebrdsidos), a expensas de una
proporcién ligeramente inferior de colesterol, PE y PC, aunque las diferencias
quizds no lleguen a ser significativas. Cualitativamente, la tnica diferencia
aparente entre los dos extractos es la presencia de una banda tenue en el ELT,
inmediatamente por encima del origen, correspdndiéntc a un monosialoganglidsi-
do (GM), probablemente el GMj;, de mayor movilidad que el reste de los
ganglidsidos presentes en el ELT (Figura 46D), los cudles permanecen en el

origen con el solvente que se ha utilizado en este caso.

Caracterizacién de los 1ipidos neutros del ELT
La Figura 48 muestra la composicién de lfpidos polares y neutros

presentes en un extracto de Folch de mielina purificada y en el ELT, utilizando



Figura 47.- Andlisis cuantitativo de las clases lipidicas presentes en
mielina purificada (MIEL) y en el ELT (ELT) por densitometria.
Un exiracto de Folch de mielina purificada y una solucién de ELT
en CM 2:1 se sembraron en banda sobre una placa de HPTLC (170
natom de P total en los dos casos). La placa se desarrollé con el
solvente para {pidos polares, se reveld con el reactivo de acetato
de cobre y se analizd por densitometria. Los trazos que s€
muestran a ambos lados de la placa corresponden al perfil
densitométrico de cada muestra. Los nimeros se refieren al
porcentaje que representa el drea de cada pico con respecto al drea
total.

Abreviaturas: Cer-OH y Sulf-OH, cerebrdsidos o sulfdtidos con
dcido graso hidroxilado; GM, monosialoganglidsido; OR, origen.

Las otras abreviaturas son equivalentes a las que se indican en la
Figura 46,



(19.) Chol <

(13.0) Cer k

(16.3) Cer-OH

(12.1) Sulf + Sulf-OH

(12.6) PE Q ’ o

—

PA vt
(8.3) PS < ' .
(5.2) Sph <= _

OR __g -

MIEL ELT

> Chol (18.6)

——— Cer (16.0)

—> Cer-OH (16.5)

Sulf + Sulf-OH (12.7)

2 PE (11.1)

PI (1.8)

—> PS 8.1)

—> PC (7.6)

—== Sph (5.1)




Figura 48.- Contenido en Iipidos neutros de la mielina purificada
(MIEL) y el ELT (ELT). Un extracto de Folch de mielina, o el
ELT disuelto en CM 2:1 (170 natom de P en los dos casos) se
analizaron con el doble desarrollo monodimensional para I{pidos
polares y 1ipidos neutros sobre una placa de HPTLC, 10 x 20 cm.
La placa de la izquierda se revel6 con reactivo de acetato de cobre
(Lipidos totales). La placa de la derecha se reveld con reactivo de
orcinal (glicolipidos). PAT, mezcla de lipidos patrones
comerciales.

Abreviaturas; CO, oleato de colesierilo; TO, frioleina; OA, dcido
oleico; DO, dioleina; MO, monooleina; NI, no identificado; DPG,

cardiolipina. Las otras abreviaturas son equivalentes a las de las
Figuras 46 y 47.
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el doble desarrollo monodimensional descrito en Materiales y Métodos. Las
placas se revelaron con el reactivo de acetato de cobre (1{pidos totales, izquierda)
o con reactivo de orcinol (glicolfpidos, derecha). El tnico Ifpido neutro
deteclado en los dos extractos fueron cantidades traza de dcidos grasos libres
(marcado por flechas en la placa de la izquierda). Ni en el extracto de Folch de
mielina, ni en el ELT, pudieron detectarse diacilgliceroles, éslercs de co[esterbl,
monoacilgliceroles o triacilgliceroles. El doble desarrollo utilizado s permitis
detectar, sin embargo, una mancha no identificada (NI), presente en ambos
extractos, y de la que ya se hablé en el capftulo IV (Pdg. 200). Migra
inmediatamente por debajo del colesterol (CHOL.), y es resorcinol-positiva
(puntas de flecha en la placa de la derecha). Es de destacar que la mancha
también aparece en la mezcla de l{pidos patrones que se ultilizé como referencia,
aunque no se detecté en ninguno de los [ipidos neutros incluidos en esta mezela
cuando éstos se cromatografiaron aisladamente. Estos datos sugieren que la
mancha pudiera corresponder a alguno de los é&steres de dcidos grasos y
cerebrdsido descritos por Norton, 1981 (27) en mielina. La Figura 48 también
demuestra que la mancha en el origen del ELT, ademss de la banda tenue que
migra inmediatamente por encima de ella, son orcinol-positivas (punias de flecha
en la placa de la derecha), en tanto que la mancha en el origen del extracto de
Folch de micelina es orcinol-negativa, En el primer caso se trata de ganglidsidos,
y en el segundo de prolefna.

Conel reactivo de orcinol, el colesterol y los ésteres de colesierol también
se revelan, debido al dcido en el que se disuclve el orcinol, pero con una
tonalidad azulada muy diferente al caracter{stico azul-violdceo de los glicol 1 pi-
dos. Otros I{pidos presentes en alta proporcién, como la PE, tifien ligeramente,
pero con un color marrén oscuro, debido a su carbonizacién por el dcido del

reactivo y el calentamiento en estufa,



Figura 49.- Liposomas multilamelares ll.’lﬁL"u"a] de ELT wvisualizados al
microscopio electrénico mediante la técnica de tincién negativa con molibdato
amdnico. (a) x6000; (b) x30000. .oy
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Figura 50.- Réplicas de criofractura de liposomas unilamelares
grandes (LUVs, a-b) y liposomas multilamelares (MLVs, c-d)

preparados con ELT, como se describe en Materiales y Métodos.
(a), x15000; (b), x15000; (¢), x12000; (d), x3000Q.
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Caracterizacion nmorfoldgica de los liposomas preparados con ELT

Los Iipidos que constituyen el ELT se reorganizan espontdneamente al ser
suspendidos en tampdn acuoso formando liposomas multilamelares (MLVs) de
estructura tpica, como los mostrados al microscopio electrdnico por las técnicas
de tincién negativa (Figura 49) o criofractura (Figura 50, ¢-d). Estos son muy
variables en tamaio, aunque muchos de ellos son visibles al microscopio dptico
(no mostrado), algunos pudiendo alcanzar digmetros de varias decenas de micras.
Al someter la suspensién de MLVs a la sonicacién procedente de un sonicador
de bafio, la alta turbidei inicial se transforma, en 15-20 minutos, en sélo una
ligera opalescencia, incluso cuando se utilizan concentraciones de 11 pido tan altas
como 40 mg ELT/ml. La microscopia electrénica (tincién negativa, no
mostrado) revelé que esta suspensién sonicada estd compuesta por liposomas
unilamelares pequefios (SUVs), con didmetro medio inferior a los 50 nm.

Cuando una suspensidn de SUVs se sometié al proceso de congelacidn-
descongelacidon de Pick, 1981 (22), se obtuvieron liposo;nas unilamelares grandes
(LUVs), como muestran las imdgenes de criofractura en la Figura 50 (a-b).
Estos, aunque de tamafo variable, son mds homogéneos que los MLVs, y
aunque su didmetro medio es inferior al de éstos, su volumen intraliposomal es
mayor: experimentos de encapsulamiento de [/“C]-sacarosa revelaron un aumento
en ¢l volumen intraliposomal (VI) desde 6.6 ul/mg de ELT para los MLVs hasta
9.6 ul/mg de ELT para los LUVs.

Permeabilidad de la membrana de liposomas prepafados con ELT
Los LUVs preparados con ELT retuvieron la [*/C]-sacarosa encapsulada
sin pérdidas significativas durante dos horas (Figura 51a), Tras 24 horas sélo se
perdié un 20% de la radioactividad inicialmente encapsulada (no mostrado).
Los LUVs fueron también bastante impermeables al catién monovalente

%Rb*: no hubo pérdidas significativas de la radicactividad inicialmente



Figura 51.- Permeabilidad de las membranas de los liposomas
preparados con ELT. En a y b se prepararon LUVs (20 mg
ELT/ml) en el tampdén KCI 50 mM, NaCl 50 mM, sacarosa 10
mM, HEPES 10 mM, pH 7.4, conteniendo [*“C]-sacarosa (4
puCi/ml, a) o *RbCl (8 uCi/ml, b). La radioactividad
extraliposomal se eliming por filiracidn-centrifugacidén a través de
minicolumnas de 5 ml rellenas con Sephadex G-25, equilibradas con
el mismo tamp6n pero sin trazador radioactivo. Inmediatamente se
tomd una alicuota de los liposomas filtrados para cuantificar la
radioactividad intraliposomal y la concentracién de colesterol
(tiempo cero), a partic de las cudles se determiné el volumen
encapsulado. Se incubaron a 37°C, y a los intervalos de tiempa
indicados se tomaron nuevas alicuotas de 100 ul, se volvieron a
filtrar, y se volvié a determinar el volumen encapsulado. En b, la
permeabilidad al Rb* (K*) también se estudié tras la adicién de
valinomicina (8.5 nM, concentracién final) al medio de incubacidn.
La permeabilidad a los H' (¢) se estudié en MLVs (10 mg
ELT/ml) equilibrados con [Cl-metilamina (I pCi/ml). tras la
generacidn de potenciales de difusidén de potasio, inducidos por la
valinomicina (2.6 uM), con valores tedricos de -118 mV ¢ -177
mV (negativo dentro), en presencia o ausencia del protonéforo
FCCP (10 pM). El aumento en el encapsulamiento de [4Cy-
metilamina  indica una acidificacion  del compartimento
intraliposomal (ver Materiales y Métodos). La permeabilidad al
Ca® ™ (d) se determiné en LUVs (20 mg de ELT/ml) preparados
en tampon KCI 50 mM, NaCl 50 mM, sacarosa 10 mM, HEPES
10 mM, pH 7.4, e incubados a 37 °C. E] ensayo se inicié tras la
adicién de *CaCl, (20 uM, 5 uCi/ml) al medio de incubacién.
Inmediatamente (tiempo cero), y a los intervalos de tiempo
indicados, se tomaron alicuotas de 100 p1 del medio de incubacién,
se filtraron a través de minicolumnas de Sephadex G-25. y se
determind la radioactividad intraliposomal y la concentracién de
calesterol, Un experimento equivalente se llevd a cabo en presencia
del ionsforo de Ca™™ A23187,
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encapsulada durante 2 horas de incubacién (Figura 51b). Tras 24 horas de
incubacién sélo se perdié un 21% de la radioactividad inicialmente encapsulada
(no mostrado). Sin embargo, cuando en ¢l medio de incubacidn de los liposomas
se incluyé valinomicina, iondforo especifico para K'(Rb™) (Figura 51b,
sfmbolos negros), se perdid un 77% de la radioactividad inicialmente encapstla-
da en tan sélo 10 minutos, y un 90% en una hora. "

Como se deduce de la Figura 51d, los LUVs fueron m4s permeables al
calcio. De hecho, 10 minutos después de la adicién de *’CaCl, al medio de
incubacién ya se observé un incremento sustancial en la radioactividad
intraliposomal, que se mantuvo durante al menos 80 minutos (Figura 51d,
simbolos blancos). El ionéforo de calcio A23187 aumentd mu y significativamen-
te el influjo de calcio hacia el interior del liposoma, alcanzando un equilibrio
aparente tras 10 minutos de incubacidn,

Las membranas de los liposomas preparados con ELT fueron, asi mismo,
bastante impermeables a los protones (Figura 51¢), incluso tras la generacidn de
potenciales tedricos de membrana tan altos como -177 mV {negativo dentro).
Cuando el mismo potencial de membrana se aplica a los mismos lipesomas, pero
tratados con el protonéforo FCCP, se observa un aumento abrupto del encapsula-
miento de [/“C]-metilamina, indicativo de un gran aumento en la permeabilidad
a los H™. Unos resultados similares pueden deducirse al aplicar una técnica
distinta, la medida de la fluorescencia de la 9-aminoacridina. tras la mposicion
de un gradiente de pH (4cido dentro) a través de la membrana.de los liposomas
(Figura 52), en presencia de K 6 Na™ en el espacio extravesicular. La adicién
de LUVs preparados en tampdn con pH 5 51 sobre el medio extraliposomal (pH
7.40), que contiene la 9-aminoacridina ademds de KCl 4 NaCl, induce una
extincion rdpida de la fluorescencia hasta el 50% de su valor inicial, tras lo cudl
se obtiene una linea de base estable. Cuando los LUVs se prepararon en el

mismo tampén utilizado como medio extraliposomal (pH;= pH,= 7.40) la



Figura 52.- Permeabilidad a H" de LUVs preparados con ELT, tras
la imposicién de un gradiente de pH de 1.89 unidades a través de
la membrana, medida por espectrofluorimetr{a. Treinta microlitros
de LUVs preparados en tampdn 10 mM HEPES, 10 mM MES, 12
mM cloruro de colina, pH 5.51 (40 mg de ELT/ml} se anadieron,
en una cubeta de 3 m! termostatizada a 25 °C y con agitacién
magnética constante, sobre 2 ml de tampén 10 mM HEPES, 10
mM MES, pH 7.4, conteniendo la sonda fluorescente (9-
aminoacridina, 6 pM concentracién final) y KCI 12 mM (A) ¢
NaCl 12 mM (B). El establecimiento del gradiente de pH (dcido
dentro) provoca la acumulacién de la 9-aminoacridina en el
compartimento intraliposomal, y la extincién de su fluorescencia
hasta el 50% de su valor inicial. Tras ello, la Iinea de base se
mantiene estable, lo cudl indica que no hay disipacién espontdnea
del gradiente preestablecido y, por tanto, no hay salida neta de H™
desde el interior de los liposomas hacia el espacio extraliposomal.
Este gradiente se disipa rdpidamente, sin embargo, tras la adicién
de nigericina (1 uM, concentracién final) en presencia de K* (A),

o fras la adicién de monensina (1 uM, concentracién final) en
presencia de Nat (B)
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extincion de la fluorescencia fue despreciable (inferior al 5% de su valor inicial).
Ello indica que el gradiente de pH inicialmente impuesto (.89 unidades) se
mantiene estable y, por tanto, puede deducirse que no hay salida neta de protones
desde el interior de los liposomas hacia el espacio extraliposomal, bien por un
mecanismo de permeabilidad pasiva a través de la bicapa, o bien a través de un
intercambio K*™/H* ¢ Na®™/H*. Sin embargo, cuando al medio se afade
nigericina (un intercambiador K*/H™* | Figura 52A) 0 monensina {(intercambiador
Na™/H*, Figura 52B), tiene lugar una rdpida disipacién del gradiente de pH por
el intercambio de los H* con el K* (Figura 52A) 6 Na* (Figura 52B) del
compartimento extraliposomal, lo cial se traduce en un incremento répido en la

fluorescencia de la 9-aminoacridina.

Interaccién de la proteina basica de mielina con liposomas de ELT

La Figura 53 sefala una aplicacién de los tiposomas preparados con el
ELT al estudio de las interacciones ! {pido-prote f na que ocurren en el interior de
la vaina de mielina. Se sabe que la proteina bdsica de mielina es capaz de
interaccionar con los lipidos acidicos y de inducir la agregacidn in vitro de
vesiculas preparadas con lipidos que contienen algin fosfolipido negativo
(Wood y Moscarello, 1989 (28)). En la Figura 53 se muestra cémo los liposomas
unilamelares pequefios (SUVs) preparados con ELT agregan al interactuar con
la proteina bdsica purificada, de una manera tipicamente cooperativa, dando
lugar a grdficas de tipo sigmoidal, En contraste, los SUVs preparados a partir de
un fosfolipido neutro sintético, la dimiristoil lecitina (DML), no sufren
agregacion, incluso cuando se afiaden grandes cantidades de proteina bdsica al

medio de incubacién.
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Figura §3.- Inleracciones 1fpido-protefna bdsica, Se prepararon
liposomas unilamelares pequefios (SUVs) a partir del ELT o de un
fosfolipido neutro sintético, la dimirisitoil lecitina (DML), a una
concentracion de 1 mg de Ifpido/ml, en tampén NaCl 100 mM, 10 mM
HEPES, pH 7.4. Alicuotas de 500 pl de cada suspensién se incubaron
durante 30 minutos, a temperatura ambiente, con distintas cantidades de
proteina basica purificada (PB), disuelta en 100 el del mismo tampén.
La turbidez de las suspensiones se cuantificé midiendo su absorbancia a
450 nm.



260
DISCUSION

El objetivo principal de log experimentos recogidos en este capitulo fue
el obtener un extracto lipidico que, conservando la composicion lipidica natural
de la membrana mielfnica, no estuviera contaminado por protefnas, principal-
mente proteolip{dicas, que frecuentemente coex(raen con los l{pidos en los
solventes orgdnicos corrientemente utilizados (Folch et al., 1957 (6)), y que
podrfan interferir con experimentos de reconstitucién disefiados para determinar
el papel funcional de las. proteinas que forman parte de la membrana miel {nica.
En los liposomas preparados con un extracto lipidico de estas caracleristicas, la
funcién y las interacciones ¢ pido-proteina de las proleinas de mielina pueden
ser ensayadas mds convenientemente que en otros entornos 1§ pidicos, pues es
bien sabido que los |fpidos nativos juegan un papel tan importante como las
protefnas en el mantenimiento de las caracter fsticas estructurales y funcionales
de las biomembranas. Al mismo tiempo, estos liposomas serfan un modelo ideal
para estudiar las propiedades de permeabilidad de la matriz lipfdica de la
membrana mielfnica, sin ninguna interferencia debida a las proteinas.

Se escogié el THF como solvente porque, siendo 1an buen disolvenie de
I''pidos como el CM 2:1 v/v (Autilio y Norton, 1963 (7)), no coexirae cantidades
sifnificativas de proteina cuando las condiciones de extraccién se ajustan
convenientemente (Figura 45). Otros solventes que han sido empleados para
extraer Iipidos a partir de tejido cerebral, tales como el hexano/isopropanol 3:2
viv (Xie et al., 1984 (29); Khursed y Shoeman, 1990 (30)), extraen poca
proteina pero, en cambio, el rendimiento del exiracto lipidico es inferior y
algunos componentes liptdicos (p. ej. glicol fpidos, gangliésidos) se recuperan
sdlo parcialmente (Christie, 1989 (31)). Otros solventes cldsicos empleados para
delipidar tejidos cerebrales extraen casi exclusivamente o preferencialmente
colesterol (p. ej. acetona),

Es posible extracr el tejido cerebral con cloroformo/metanol 2: 1 y luego
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intentar separar la proteina del | { pido. Ello requiere, sin embargo, el fracciona-
miento cromatogréfico a través de resinas organofilicas (Sephadex LH-60 6 LH-
20), que alargan considerablemente la duracién del procedimiento. Alternativa-
mente, también se puede precipitar la proteina coextraida con los i pidos con
otro solvente, por ejemplo acetona o dter/etanol 1:1 v/v. En este caso, una
cantidad sustancial de Ifpido, especialmente  glicolipidos y fosfol(pidos,
coprecipitan con los proteol  pidos (resultados no mostrados), con el consiguiente
cambio en la composicidn cuali y cuantitativa del extracto lipidico purificado.

La aplicacién del THF a la extraccién de los If pidos totales de la
sustancia blanca de cerebro requiere, sin embargo, minimizar la concentracién
de agua en el medio. Ello se consigue mediante el uso de tejido liofilizado como
material de partida o, en caso de utilizar tejido fresco, usando volumenes grandes
de solvente (Figura 45). La razén reside en el hecho de que las mezclas de THF
Y agua en varias proporciones extraen protefna a partir de sustancia blanca (ver
capftulo III, Figura [1, Pdg. 120).

La aplicacion de este mismo método a la extraccién de Ifpidos de mielina
purificada como material de partida resulté en una mayor contaminacién proteica
de los ex(ractos, razén por la cual se utilizé rutinariamente sustancia blanca. La
eliminacién de las sales del tejido durante el proceso de aislamiento de la
membrana parece ser responsable, en parte, del aumento en la extraccion de
proteina (Lees y Brostoff, 1984 (32)). El hecho de que el ELT, a pesar de
extraerse de sustancia blanca y no de mielina, lenga una composicién cuali y
cuantitativa prédcticamente indistinguible de la composicion lipidica de la
membrana miel{nica purificada (ver Figuras 47 y 48), indica que la utilizacién
del tejido liofilizado es igualmente satisfactoria, con las venlajas adicionales de
una inferior contaminacién proteica y el evitar el proceso de aislamiento de la
membrana, muy laborioso y costoso.

EI ELT obtenido con THF difiere del obtenido por el método de Folch et
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al., 1957 (6) no sélo en el contenido en protefna, sino también en la compaosi-
cién lipidica cualitativa, ya que la etapa de lavado del extracto con soluciones
acuosas en el método cldsico de Folch elimina los |{pidos mds polares del
extracto. Ello se traduce en que la fase organica lavada, que contiene todos los
fosfol ipidos, no contiene ganglidsidos. Como se muestra en la Figura 46D y en
la Tabla 8, el ELT obtenido con THF contiene todos los ganglidsidos presenies
en mielina o sustancia blanca. E! THF ha sido utilizado para extraer ganglidsidos
a partir de tejido cerebral (Tettamanti et al., 1973 (19)), asi que estos resultados
podfan esperarse. Recientemente se ha demostrado la participacién de estos
glicoesfingol {pidos en la regulacién de algunas funciones de mielina, como la
fosforilacién de la proteina bdsica, hecho que podria ser de gran importancia
en la modulacion de la estabilidad de la vaina de mielina (Chan, 1989 (33)). Se
ha descrito, asi mismo, una estrecha interaccién entre los ganglidsidos y la
proteina bdsica (Chan et al., 1990 (34)), que podria intervenir en el anclaje de
la proteina bdsica a la membrana mielfnica. Ademds, los ganglidsidos pueden
modificar la permeabilidad de vesfculas fosfolip fdicas (Sarti et al., 1990 (35)).

Aunque con algunas diferencias, . la proporcién de las clases lipfdicas
encontradas en el ELT son muy similares a las de mielina (Tabla 8 y Figuras 47
y 48), si bien parece que el primero es ligeramente menos rico en colesterol y
mds rico en glicolipidos totales.

EI ELT, al ser suspendido en un tampén acuoso con ayuda de un vorfex,
se vesiculiza espontdneamente dando lugar a liposomas multilamelares (MLVs,
Figura 49 y Figura 50,c-d). Este hecho, aunque previsible, es significativo,
porque el mismo proceso, aplicado a una mezcla lipidica que contiene
cerebrdsidos, sulfdtidos, PC, PE, PS y esfingomielina, pero no colesterol,
mezclados en las mismas proporciones encontradas en mielina, conduce a la
formacién espontdnea de vesfculas unilamelares grandes y pequefias (LUVs y

SUVs, respectivamente) (Fraser et al., 1986 (36)). Ello da idea de la importancia
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que puede ejercer la presencia o ausencia de un determinado 11pido, no sélo en
el funcionamiento normal de muchas prote fnas de membrana, sino en las propias
interacciones 1pido-lipido y en la reorganizacién de las bicapas.

Ademds, los liposomas preparados éon ELT son apropiados para realizar
experimentos de transporte idnico. Son bastante estables, porque no se encontrd
pérdidas significativas de la [/“C]-sacarosa encapsulada durante un peri odolde
dos horas (Figura 51a), y sélo un 20% de la radioactividad total originalmente
encapsulada se perdid tras 24 horas de incubacién. Son, ademds, bastante
impermeables a los cationes monovalentes, como se muesira en rla Figura 51b
para el K* (Rb*). De hecho, los iones inorgdnicos pequeiios no atraviesan
fdcilmente las membranas modelo fosfolipdicas (Sedgwick y Bragg, 1990 (37)).
Sin embargo, los liposomas de ELT responden rdpidamente cuando el ionéforo
especifico de K*(Rb™1), la valinomicina, se afiade al medic de incubacidn.
Entonces tiene lugar una rdpida salida de la radioaclividad encapsulada hacia el
medio extraliposomal,

Los liposomas preparados con ELT también son bastante impermeables
a los H. Ello se deduce de la aplicacién de dos técnicas diferentes, utilizanclo
distintos protocolos: a) no hay aumento sigaificativo del encapsulamiento de
[/#C)-metilamina tras la generacién de potenciales de difusién de potasio,
inducidos por valinomicina, tan altos como -177 mV (negativo dentro), salvo que
los liposomas se traten con el iondforo especf fico para H™, el FCCP (Figura
51C); b) cuando se impone una gradiente de pH de 1,89 unidades (dcido dentro)
a través de la membrana liposomal, no se observa ninguna disipacion de este
gradiente, a juzgar por la estabilidad en la linea de base después de la extincidn
micial de la fluorescencia de la 9-aminoacridina. Sin embargo, tal disipacién
sucede al afladir nigericina (en presencia de K" extraliposomal, Figura 52A) o
monensina (en presencia de Na* extralipesomal, Figura 52B) al medio.

El hecho de que la membrana de los lipososomas preparados con los
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Iipidos de mielina sean muy poco permeables a los HY contrasta con los
resultados encontrados en liposomas preparados con otros | {pidos, tales como los
extractos lipfdicos de algunas membranas de bacterias como Bacillus alcalophi-
{us, B, ﬁrmus 0 Escherichia coli (Garcia et al., 1984 (38)), o incluso fosfol pi-
dos sintéticos (L—alf'a~d|0!ellfosfandilcolina; Norris y Powell, 1990 39 o
extractos lipidicos vegetales (asolectina; Cooper et al., 1990 (40)). En estos
liposomas se ha descrito no sélo una permeabilidad pasiva a H*, inducida por
la generacién de potenciales de difusion de K* mediada por valinomicina
(Garcia et al., 1984 (38)), sino también un intercambio electroneutro K*/H+
(Cooper et al., 1990 (40)). Entre los factores que pueden contribuir al aumento
de la permeabilidad a los H* de un determinado extracto lipfdico destacan: a)
la presencia de proteol {pidos, que coextraen habitualmente con los 1{pidos en las
mezclas de cloroformo y metanol, muchos de los cudles, incluido el de mielina,
pucden actuar como protonéforos (Lin y Lees, 1982 (41)); b) la presencia de
cantidades apreciables de dcides grasos libres en el extracto lipidico, que pueden
actuar como intercambiadores transmembrana de H* y olros cationes inorgdni-
cos (Wrigglesworth et al., 1990 (42)). Como se aprecia en la Tabla 8 y en Ia
Figura 48, el ELT contiene sélo cantidades traza de ambos componentes. Es
previsible, sin embargo, que un aumento en la cantidad de dcidos grasos libres,
tal como ocurre en algunas patologias del sistema nervioso central, como la
esclerosis muiltiple (Wilson y Tocher, 1991 (43)) pudiera aumentar la permeabili-
dad a los H" de la membrana miel {nica., aunque las consecuencias de ello sobre
el normal funcionamiento de la vaina no han sido todavia establecidas., Un
mecanismo adicional, que puede inducir un aumento en Ia permeabilidad a
protones a través de la membrana de los liposomas, es la presencia de iones
bicarbonato en las soluciones, procedente del CO, atmosférico, y que parecen
actuar como acarreadores transmembrana de protones (Norris y Powell, 1990

(39)). Sin embargo, la abundancia de I7pidos acfdicos en el ELT, que otorgan
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una carga neta negativa a la superficie de los liposomas que se han unhzndo en
este capitulo, podria ser determinante al disminuir el movimiento de este anidn
a través de la membrana, como se ha sugerido para el caso de la membrana
interna mitocondrial (Norris y Powell, 1990 39).

En contraposicidn a lo comentado anteriormente, los liposomas preparados
con ELT son bastante mds permeables al calcio {Figura 51D), incluso en la
ausencia de ionéforo de calcio (A23] 87). Se sabe que los fosfol f pidos negalivos,
presentes en el ELT, tales como PA, PI o PS, promueven el trinsito de iones
Ca?* en vesfculas fosfolipidicas (Tyson et al., 1976 (44); Blau{ y Weissmann,
1988 (45)).

Se piensa que la proteina bdsica o sus isémeros de carga desempeiian
papeles funcionales definidos en el mantenimiento de [a estructura de mielina, Un
modelo simple in vitro para probar la manera en que esta protefna participa en
las interacciones lipido-proteina es medir Ia agregacién de liposomas que
contienen I{pidos negativos tras la adicién de la protefna purificada. En general
se utilizan para ello liposomas de fosfatidilcolina (PC) que contiene algtin 1 pido
negativo (principalmente PS) (Wood y Moscarello, 1989 (28)). En este sistema,
la protefna basica induce la agregacion de las vesiculas de una manera coo-
perativa. La Figura 53 muestra la agregacién de SUVs preparadas a partir de
ELT. Estos liposomas contienen todos los lipidos, incluyendo gangligsidos,
presentes en la mielina del cerebro, por lo que deben ajustarse mejor a las
interacciones |fpido-prote fna que tienen lugar en la membrana nativa,

La gran similitud en la composicién lipfdica de ELT y mielina sugiere
que los resultados presentados en este: capitulo son representativos de las

propiedades que tiene la matriz lipidica de la membrana miel {nica nativa.
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INTRODUCCION

Conscguida la purificacién de los proteol i pides a partir de la membrana
miel i nica purificada, y la obiencién de un extracto lipidico total (ELT), libre de
prote{na, con una composicién practicamente idéntica a la composicidn lip(dica
de la membrana nativa, se llevaron a cabo experimentos de reconstitucién para
determinar, por una parte, la estructura secundaria que adopta la proteina
purificada en un entorne lipidico semejante al nativo, y por otro, la manera en
que la proteina es capaz de modificar las propiedades de permeabilidad de Ia
matriz lip{dica, cuyas caracter{sticas se describieron en el capitulo anterior.
Dado que en trabajos previos ya se estudié la modificacién de la permeabilidad
de membranas artificiales, inducida por PLP, a iones monovalentes (Nat, K*,
H™) (Ting-Beall et al., 1979 (1); Lin y Lees, 1982 (2); Helynck et al., 1982 (3);
Cdzar et al., 1987 (4)), en el presente capitulo se hizo especial referencia al idn
Ca®*. Esle i6n juega un papel primordial en la estabilizacién de la estructura de
la vaina de mieliné" en la cudl se acumuia eﬁ las [ineas intraperiddicas (Ropte
et al., 1990 (5)). Ademds, otros proteolipidos no mielinicos participan
directamente en el transporte de Ca®* a través de la membrana, o ejercen su
funcioén en respuesta a flujos de Ca’* (Knowles et al., 1980 (6); Morel et al.,
1991 (7).

En general, todos tos estudios de transporte i6nico llevados a cabo conel
PLP en sistentas modelo de membrana han utilizado lipidos de composicién muy
diferente a la de la membrana miel{nica, especialmente fosfol /pidos sintélicos,
lecitina de yema de huevo y extractos lipfdicos de soja (asolectina). Dado que
la actividad de muchas proteinas intrinsecas de membrana es dependiente de
[{pidos especificos, y que algunos |{pidos son esenciales para los mecanismos
de translocacidn idnica (Tyson et al., 1976 (8); Blau y Weissmann, [988 (9)),

la utilizacién de un entorno lipfdico semejante al nativo para la reconstitucién
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de los proteolipidos, a priori, debe adecuarse mejor a los propdsilos que se
persiguen en este capitufo. De hecho, resullados espectroscdpicos han mostrado
que los recombinantes preparados con la apoproteina proteolip {dica (PLA) y un
extracto lipfdico de cerebro mimetizan mejor las condiciones naturales de la

membrana mielfnica que las mezclas de PLA y I { pidos sintéticos (Nedelec et al.,
1989 (10).
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MATERIALES Y METODOS

Materiales

Los cerebros de vaca se obtuvieron del matadero municipal de Madrid, y
se transportaron al laboratorio en baiio de hielo. El 45CaCI_2 yla [/4C]-sacarosa
fueron suministrados por Amersham (Reino Unido). EI kit para la determinacisn
enzimdtica de colesterol, el ionéforo A23187 y €l ATP fueron de Boehrinéer
Mannheim (Alemania). El tetrahidrofurano (THF), el Triton X-100 y el Sephadex
G-25 fueron de Probus (Espafia), BDH (Reino Unido) y Pharmacia (Suecia),
respectivamente. El EGTA, el HEPES, el 5-adenililimidodifosfato (AMP-PNP),
el B,p-metilenadenosina 5'-trifosfato (AMP-PCP), el ADP, el AMP y el GTP
fueron de Sigma (EEUU).

Preparacién del extracto lipidico total (ELT)
El ELT se extrajo a partir de la sustancia blanca de cerebre bovino
liofilizada con THF (50 ml de THF/g de sustancia blanca liofilizada) como se

describe en el capftulo V.

Purificacién de la apoproteina proteolipidica (PLA)

Los apoproteolipidos se purificaron por RP-HPLC a partir de la
membrana miel{ nica purificada, utilizando la columna Altex RPSC Ultrapore C-
3 semipreparativa, como se describe en el capitulo I, Brevemente, la membrana
liofilizada se delipidd séis veces con THF (8 ml de THF por cada 50 mg de
membrana liofilizada) y se disolvié en THF/agua 4:1 v/v, 0.1% TFA (6 mg de
protefna total/ml). Antes de la inyeccidén en l1a columna, la solucién se diluyé
con TFA al 0.1% en agua hasta una concentracidn final de THF en la solucién
del 30% (2.25 mg de proteina total/ml). Rutinariamente, se inyectaron 6 mg de
proteina total por cada inyeccién, utilizando un loop de 4.8 mi. Las fracciones

correspondientes a los proteol (pidos se juntaron, y se precipitaron a -30 °C con
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cinco volimenes de éter de petréleo (Probus, Espafia). Tras dos horas y media,
a -30 °C, se decantaron los sobrenadantes, y la pequena fase inferior acuosa,
congelada, que contiene la proteina precipitada, se enfrié con nitrégeno i {quido
y se liofilizé directamente. El liofilizado obtenido fue muy soluble en CM 2:1 y
THF/agua 4:1. La precipitacién de la proteina con éter de petréleo results ser
un paso imprescindible para obtener liofilizados solubles. La liofilizacidn direéta
de Ias fracciones obtenidas de la columna rinde protefnas muy insolubles en CM
2:1 6 THF/agua 4:1. ‘
Preparacién de liposomas de ELT y recon‘lstitucidn de los profeol({pidos

Los liposomas multilamelares (MLVs) y unilamelares grandes (LUVs) se
prepararon a partir del ELT, como se ha descrito en el capitulo V. La
reconstitucién de los apoproteol {pidos se llevé a cabo de acuerdo al métlodo de
Papahadjopoulos et al,, 1975 (11), ligeramente modificado. Brevemente, la
proteina se disolvid en CM 2:1, y sobre ésta se aﬁadid.una solucién cloroférmi-
ca de ELT. Los solvenies se evaporaron con la ayuda de una corriente de
nitrégeno en un tubo de vidrio Pyrex, procurando que la mezcla del 1ipido y la
proteina formen una pelicula homogénea extendida por todo el fondo del tubo.
Las trazas de solvente orgdnico se eliminaron infroduciendo el tubo en un
liofilizador durante al menos media hora (50 mT). Luego se afiadié el tampén
acuoso correspondiente y se sigui6 el mismo procedimiento que en el caso de los
liposomas sin proteina (ver capftulo V, pdgina 233). Para la mayor{a de los
experimentos que se presentan en este capftulo, se utilizé una relacién de | mg
de prote {na por cada 10 mg de ELT, y dos tampones acuasos diferentes: KCI 50
mM, sacarosa 10 mM, HEPES 10 mM, pH 7.4 (Tampén A), 6 KCl 50 mM,
sacarosa 10 mM, ATP-Mg 5 mM, HEPES 10 mM, pH 7.4 (Tampén B), a una
concentracién final de 20 mg de ELT/ml. Sin embargo, para [a microscopia

electrénica y los experimentos de FT-IR se usé una relacidn de 3 mg de
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proteina/l0 mg ELT.

Microscopia electrénica de criofractura
Las muestras de proteoliposomas se procesaron para la criofractura de la

manera descrita en el capitulo V (Pdg. 234).

Espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FT-IR)

La estructura secundaria que adoptan los proteol i pidos purificados cuando
se reconstituyen en Iipos‘omas de ELT se examiné por FT-IR. Los proteoliposo-
mas, con una relacidn proteina/lipido de 3 mg/10 mg, se prepararon en agua
a una concentracidn de 40 mg de ELT/ml. Las muestras se introdujeron enire dos
ventanas de fluoruro cédlcico, dispuestas en una celda desmoniable, con una
longitud media de paso de 10 um, y se analizaron en un especirémetro infrarrojo
de transformada de Fourier modelo 1725X de Perkin-Elmer, conectado a un
ordenador personal. Cada espectro fue la media de 64 barridos a una resolucién
de 2 cm™. Los espectros diferencia se obtuvieron restando el espectro promedio
de la muestra y el del correspondiente blanco (en esle caso, agua), éste dllimo
multiplicado por un factor adecuado que permita la subsiraccién dptima en la
regidn entre 2500 y 1900 em! (Cortijo et al., 1982 (12)), utilizando el software
incorporado al ordenador. Los espectros de derivada segunda se obtuvieron a

partir de fos espectros diferencia, utilizando dicho sofiware.

Determinacion de volimenes intraliposomales con [‘”C]-sacarosa

Se prepararon liposomas o proteoliposomas unilamelares grandes en
tampén A conteniendo [[%C]-sacarosa (4 pCi/ml), y la radioactividad no
encapsulada se elimind por filtracién-centrifugacién (Fry et al., 1978 (13)) a
través de minicolumnas rellenas con Sephadex G-25, como se indicé en el

capitulo V (Pdg. 235). El volumen intraliposomal (VI) fue constante durante al
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menos dos horas en las presentes condiciones experimentales, y no se encontra-
ron diferencias entre las preparaciones de liposomas y proteoliposomas, a la
relacion de | mg de proteina/10 mg de ELT usada en los ensayos de permeabili-
dad. El VI se calculd como se describe en ef capitulo V, de acuerdo a Ia

formula:

VI = radioactivi i i
radioactividad total x [ELT)]

Su valor promedio fue de 9.6 ulfmg de ELT.

Determinacién de los flujos de calcio en liposomas y proteoliposomas

Los flujos de calcio se determinaron midiendo el #Ca?+ intravesicular
tras eliminar la radioactividad no encapsulada, como se describe en el capftulo
V. En estos experimentos, se afadié 45CaC12 (20-40 uM, 3-6 uCifml) al tampdn
en el que se preparan los liposomas o preteoliposomas si el propésito fue el de
medir la salida de Ca?* desde el interior de las vesiculas hacia el espacio
extraliposomal, o a la suspensicn de liposomas o proteorliposomas, preparados en
tampén no radioactivo, cuando se investigé la entrada de Ca?* hacia el
compartimento intraliposomal. La concentracién de ién Ca2™* intraliposomal, a
un tiempo dado, se calculd de Ia manera descrita eﬁ el capitulo V (Pdg. 240),

La salida de calcio hacia el espacio extraliposomal también se determing
siguiendo la reaccion quimioluminescente de la obel; na, una fotoproie f na sensible
al calcio. Los experimentos se [levaron a cabo en ia cubeta termostatizada de un

luminémetro LB 9500 ¢ de Berthold, conectado a una registradora.
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RESULTADOS

Purificacién de los apoproteolipidos

La pureza del apoproteolipido liofilizado obtenido se analizé por RP-
HPLC, SDS-PAGE y HPTLC. Produjo un tinico pico (descontando el frente del
solvente) al tiempo de retencidn caracter(stico de los profeolipidos cuando .se
recromatografid sobre la columna C3 analitica de fase reversa (capitulo Hi),
como se ilustra en la Figura S4a. La electroforesis de la prote(na sobre un gel
isocrdtico con 14% de acrilamida (Figura 54b)' reveld que esld constituido
exclusivamente por los proteolipidos PLP y DM20. También se detecté una
banda ancha de alto peso molecular correspondiente a los agregados proteolipidi-
cos que se forman durante el proceso de la electroforesis. El liofilizado estd
précticamente desprovisto de 1{pidos unidos no covalentemente, a juzgar por los
resultados de HPTLC (no mostrados). Unicamente sembrando gran cantidad de
protefna en las placas (300 pg) se pudieron detectar pequeitas cantidades de

sulfdtidos,

Caracterizacién morfolégica de los proteoliposomas

La Figura 55 muestra una réplica de criofractura de una preparacién de
proteoliposomas, a una relacién proteclipido/ELT de 3 mg/l0 mg. La
incorporacién de protefna en la membrana queda patente por la aparicién de
particulas intramembranosas, que estdn ausentes en las réplicas de liposomas que

carecen de proteina (ver, por ejemplo, capitulo V, Figura 50).

Estructura secundaria del proteolipido reconstituido

La estructura secundaria que adopta la proteina cuando se reconstituye en
liposomas de ELT se investigé por FT-IR, a partir de las frecuencias caracter(s-
ticas del esqueleto polipeptidico en las bandas amida I y amida Ii (Figura 56).

La espectroscopfa infrarroja se ha aplicado con €xito para la determinacién de
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Figura 54.- Pureza de los proteolipidos purificados por RP-HPLC. Se
fraccionaron las proteinas de mielina ulilizando la columna C3
semipreparativa, como se describe en el capitulo III. Se recogid el pico
correspondiente a proteol{pidos, se precipitaron con éter de petréleo y se
liofifizaron. (a) Recromatografia del liofilizado sobre la columna C3
analftica: 500 pg de liofilizado disuelto en THF/agua 4:1, 0.1% TFA. (b)
Composicién proteica por SDS-PAGE del liofilizado, sobre un gel
isocrdtico con 14% de acrilamida, tefido con el reactivo de plata. AGR,
agregados proteolipidicos.



Figura 355.- Réplica de criofractura de un, lippsoma de ELT con
proteol {pido reconstituido (3 mg de pml:fnnf gde ELT). Son visibles
las particulas intramefbrana. x 120,000, g
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las conformaciones lipidicas y proteicas en biomembranas y sistemas reconstitui-
dos (Cortijo et al., 1982 (12)), siendo una de sus mayores ventajas el ser una
técnica no perturbanie para las muestras.

El espectro diferencia (Figura 56, trazo superior), revela la existencia de
una absorcién correspondiente a las vibraciones de tensién (strefching) de los
grupos carbonilo de los fosfolfpidos a 1730 cm™, y las bandas amida I y amida
I a 655y 1546 em! , respectivamente. La absorcién a 1467 em™ corresponde
a las vibraciones en el esqueleto hidrocarbonado de las cadenas laterales de
Itpidos y proteinas. El espectro de derivada segunda, obtenido a partir del
especiro diferencia anterior (Figura 56, trazo inferior) muestra que la banda de
tensién de grupos carbonilo fosfolipfdicos se desdobla ahora en dos, a 1745 y
1726 em™, que corresponden a las vibraciones carbonilo de las cadenas sn-! y
sn-2 de los fosfol ipidos (Alvarez et al., 1987 (14)). Los componenies de la banda
amida [ aparecen a 1690, 1681, 1658, 1639 y 1630 an"'. La banda amida I1
presenta dos componentes principales a 1548 y 1516 em™. Por comparacién con
resultados previos (Susi et al., 1967 (15); Alvarez et al., 1987 (14); Amey y
Chapman, 1983 (16)), la principal frecuencia a 1658 cm™ en la banda amida I,
Junto a la frecuencia amida II a 1548 cm-1 son indicativas de un alto contenido
en estructura alfa-helicoidal, aunque parte de la absorcién a esta [recuencia
también podria corresponder a estructura desordenada (random coil), que puede
unicamenle resolverse si se deutera la muestra. La presencia de componentes
amida [ a 1690, 1681, 1639 y 1630 ecm™ denota que también estdn presentes las
estructuras B, El componente amida Il a 1516 cm™ puede asignarse a vibraciones
de grupo peplidico en estructuras desordenadas y/o a la absorcién de cadenas
laterales de tirosina (Alvarez et al., 1987 (14)). La contribucién de otro tipo de
estructuras, como los giros B (B-turns), podrian estar presentes en los componen-

tes amida I a 1690, 168! y 1658 em”! (Bandekar y Krimm, 1979 (17)).
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Figura 56.- Estructura secundaria del proteolipido reconstituido en liposomas
de ELT, estudiada por espectroscopfa infrarroja con transformada de Fourier
(FT-IR). El trazo superior corresponde al espectro diferencia, en la region de
absorcién caracterfstica de las proteinas, de una muestra de proteoliposomas
conteniendo 3 mg de proteina/l0 mg ELT. El trazo inferior corresponde a su
segunda derivada. Las ordenadas representan umdades de absorbancia para el
espectro dlfexcncm o unidades de absorbancia/cm™ para su segunda derivada.



282
Modificacién de la permeabilidad al Ca’™ de la membrana liposomal inducida
por los proteolipidos

En el capitulo V se seiialé que los liposomas preparados a partir del ELT
son mds permeables al Ca®* que a los 1ones monovalentes, incluidos los H+.
Eu la Figura 57 se compara la_permeabilidad de liposomas y proteoliposomas a
este idn divalente. Liposomas y proteoliposomas se prepararon en ausenéia
(tampdn A) o presencia (fampén B) de ATP-Mg, y se incubaron con 45Ca-C12 a
37 °C. La entrada de *Ca®* al compartimento intraliposomal fue similar en
liposomas vy proteoliposémas, lo cudl sugiere, como se sefiald en el capitulo V,
que Esta puede tener lugar a través de alguno de los componentes lipfdicos del
ELT {Tyson et al., 1976 (8); Blau y Weissmann, [988 (9)). Ni la adicién de
ATP-Mg al tampdn de preparacién de los lipesomas, ni la incorporacién de la
proteina a la membrana afectd sustancialmente la permeabilidad de 1la membrana
al Ca®™, lo cudl indica que ni el ATP ni el PLA por s{ mismos son capaces de
modificar el mecanismo de entrada de Ca®* al esphcio intraliposomal. Sin
embargo, cuando se prepararon proteoliposomas en presencia de ATP-Mg
(tampdn B), la concentracién intraliposomal de calcio alcanzada a dos tiempos
de incubacién diferentes (2.5 y 60 minutos) representé tan sélo alrededor del
27% de la observada en los controles, lo cudl sugiere que una interaccién del
nucledtido con la proteina es capaz de modificar la permeabilidad de la
membrana a este idn,

La Figura 58 muestra la cinética de entrada de Ca®* al espacio intravesi-
cular de una misma preparacién de proteoliposomas, en presencia o ausencia de
ATP-Mg extraliposomal, afiadido al medio de incubacién. En los controles (sin
ATP-Mg), la caplacion mdxima de Ca®* tiene lugar, aproximadamente, a los 30
minutos de incubacion, alcanzando un equilibrio aparente hacia [os 60 minutos.
Por el conirario, en presencia de ATP-Mg 5 mM, la captacién mdxima de Ca?"*

fue casi un 70% inferior a la del control.
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Figura 57.- Flujo de calcio hacia el interior de liposomas y proteoliposomas en
ausencia o presencia de ATP-Mg intravesicular. Se prepararon liposomas y
proteoliposomas en tampén A y tampdn B, es decir, en ausencia y presencia de
ATP-Mg 5 mM, respectivamente, El material no encapsulado se elimindg filtrando
liposomas y proteoliposomas por filtracién-cenirifugacién a través de
minicolumnas de Sephadex G-25 previamente equilibradas con tampén A. Los
liposomas y proteoliposomas filirados se incubaron a 37 °C en tubos separados,
y se inicid el ensayo (ras la adicién de 45CaC12 36 M (tiempo cero). Se tomaron
alicuotas de cada tubo a los 2.5 y 60 minutos y se filtraron a través de Sephadex
G-25 para eliminar la radioactividad extravesicular. El calcio intravesicular se
calculd como se describe en Materiales y Métodos.
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Figura 58.- Cinética de entrada de calcio al interior de los proteoliposomas:
efecto del ATP-Mg extravesicular, Los proteoliposomas, preparados en tampén
A vy filtrados a través de Sephadex G-25, sc incubaron a una concentracion de
14 mg de ELT/ml en ausencia o presencia de ATP-Mg 5 mM. Tras 5 minutos,
se afiadié ® CaCl, 20 uM (tiempo cero). A los intervalos de tiempo indicados se
tomaron alicuotas del medio de incubacisn, se filtraron a través de Sephadex G-
25 y se determind la concentracién intravesicular de calcio, como se describe en
Materiales y Métodos. Los resultados se expresan como el porcentaje del

encapsulamiento mgximo, que se aproxime a una concentracién intravesicular de
calcio de 20 uM.
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En liposomas y proteoliposomas incubados en presencia de “CaCl2
extravesicular, la adicién del iondforo de calcio A23187 (6 uM, concentracidén
final) produjo un abrupto incremento en volumen encapsulado de Ca®*,
alcanzando aproximadamente tres veces el volumen intraliposomal.

Cuando se prepararon proteoliposomas conteniendo ATP-Mg y 45CaCIz
intravesicularmente, pudo observarse cierta salida de Ca®* hacia el compartimén—
lo extraliposomal (Figura 59). Tras 5 minutos de incubacién a 37 °C, aproxima-
damente ¢l 35% de la radioactividad encapsulada hab{a abandonado el espacio
intravesicular, pero no se detectaron pérdidas posteriores durante al menos 60
minutos de incubacién. El restante 65% debe corresponder al calcio intralipo-
somal, junto a cierta proporcién de “Ca®* unida a fosfolipidos acidicos,
oricntados hacia el espacio intraliposomal, que no es accesible a los lavados
extensivos y procesos de filtracidn utilizados en este capftulo.

Un experimento semejante al mostrado en la Figura 59 se llevé también
a cabo utilizando una fotoproteina sensible al calcio, 1a obelina. Proteoliposomas
conteniendo ATP-Mg y Ca®" intravesicular se afiadieron sobre tampén A
conteniendo obelina, y Ia evolucion de la luminescencia se registré utilizando un
lumindmetro (Figura 60). Tras la adicién de los proteoliposomas pudo observarse
un aumento en la tasa de luminescencia, atribuible a una salida de Ca’* a partir
del compartimento intraliposomal, que se estabilizé hacia los 5 minutos. La sefial
de luminescencia aumentd abruptamente tras la adicién del iondéforo A23187, y
se extinguid en su tolalidad tras la adicién de EGTA. Al afiadir un detergente,
que produce la pérdida de integridad de los liposomas, pudo observarse un
destello de luz intenso y muy agudo, que podria ser afribuible a la proporcidn
de calcio intravesicular que no es accesible al iondforo de calcio, probablemente
el calcio unido a fosfolipidos negativos. En las condiciones finales del ensayo,
la adicién de 5 nmol de Ca?* produjo un fuerte destello de luz (no mostrado),

indicando que la actividad de fa obelina no se afectd por la presencia del
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Figura 59.- Salida de calcio hacia el espacio extravesicular en proteoliposomas
conteniendo ATP-Mg intravesicular. Los proteoliposomas se prepararon en
tampdén B conteniendo 45CaC12 20 M. La radioactividad y el ATP-Mg no
encapsulados se eliminaron por filtracién a través de Sephadex G-25 equilibrado
con tampén A, como se describe en Materiales y Métodos. Se tomd una
al fcuota de lo elufdo para medir radioactividad y colesterol (tiempo cero). A los
intervalos de tiempo indicados, se tomaron alicuotas, se volvieron a filtrar a
{ravés de minicolumnas rellenas con Sephadex G-25, y se vovié a medir la
radioactividad y la concentracién de colesterol en alicuotas de lo elufdo. La
radioactividad encapsulada a cada tiempo se expresa como porcentaje con
respecto a la del tiempo cero (100%).
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Figura 60.- Determinacién de los flujos de calcio en proteoliposomas con la
fotoproteina sensible al calcio obelina. Se prepararon proteoliposomas
multitamelares en tampén B conteniendo CaCl, 20 M intravesicular. La
reaccién de luminiscencia se llevé a cabo en 200 pl de tampdn A conteniendo
0.5 pl de obelina (aproximadamente 7 x 10% cuentas en 10 segundos bajo
concentraciones saturantes de calcio), y 50 uM EGTA para extinguir la
quimioluminescencia basal. A tiempo cero, s¢ afiadieron 50 pl de la
suspensién de liposomas, y seguidamente: 1 plde A23187 1 mM (a); 1 plde
EGTA 25 mM (b); y 5 ul de Triton X-100 al 10% {¢). La barra vertical indica
ia escala de quimioluminescencia en cuentas por segundo.
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detergente.

En otro experimento se examing la dependencia de los efectos observados
con respecto a la concentracién de ATP-Mg. El experimento fue similar al
mostrado en la'Figura 57: se prepararon liposomas o protecliposomas en Tampén
A conteniendo distintas concentraciones de ATP-Mg, se filtraron a través de
minicolumnas rellenas con Sephadex G-25, equilibradas con tampén A, para
eliminar el ATP-Mg del espacio extraliposomal, y luego se incubaron durante 30
minutos a 37 °C en presencia de “CaCl, 20 uM. Los resultados se recogen en
la Tabla I. En los liposomas control, sin proteina, no se encontrd ninguna
variacion significativa al aumentar la concentracién de ATP-Mg intravesicular,
en claro contraste con lo observado para los proteoliposomas. En este caso se
manifiesta claramente una disminucién del Ca?* encapsulado a medida que se
aumenta la concentracién intraliposomal de ATP-Mg.

Se probd, asf mismo, la capacidad de otros nucledtidos para producir los
efectos observados conel ATP-Mg (Tabla 10), en un protocolo similar al llevado
a cabo en la Figura 57 y en la Tabla 9. Todos los nucledtidos probados, incluidos
los andlogos del ATP, AMP-PNP y AMP-PCP produjeron efectos similares, lo
cual sugiere que los efectos observados tienen lugar por una interaccidn

nucledtido-proteina, y no por una interaccién especifica ATP-prote{na.
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TABLA 9

Efecto de la concentracién de ATP-Mg intraliposomal en 1a entrada de “*Ca?*
al interior de liposomas y proteoliposomas

concentracién de ATP-Mg

0 10 uM 100 M 1l mM 10mM
Proteoliposomas 100 79 71 62 53
Liposomas 100 97 105 97 95

Se prepararon liposomas y proteoliposomas con tampdn A y ATP-Mg para
obtener las concentraciones intravesiculares que se indican. Se determing la
entrada de calcio al compartimenlo intravesicular tras 30 minutos después de la
adicién de ”5CaC12 20 uM. Los resultados {media de tres experimentos

separados) se expresan como el porcentaje de encapsulamiento de “Ca?* (100%
en los controles).



TABLA 10

%fecggﬁ_conqparativo de varios nucleétidos y andlogos de ATP sobre la entrada de
Ca®™ al interior de liposomas y proteoliposomas

Concentracidn intravesicular de calcio (1M)

MgCl,  ATP AMP-PNP  AMP-PCP  ADP AMP GTP

Proteoliposomas 2243 1642 15+2 1041 1543 1342 1341

Liposomas 25+1 2943 3041 2742 2442 3543 2344

Se prepararcn liposomas y proteoliposomas para obtener una concentracion
intravesicular de nucledtido-Mg de 10 mM en tampén A. Se determind el
encapsulamiento de calcio 60 minutos después de la adicién de ‘”CaCiz 20 M.
Los datos mostrados son la media + desviacién estindar de tres experimentos
separados.
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DISCUSION

Los resultados recogidos en este capitulo vienen a confirmar un papel
mucho més activo del que en un principio se hab{a atribuido al proteolipido de
mielina en el mantenimiento del equilibrio idnico en los compartimentos acuosos
de 1a vaina de mielina. La profe{na, purificada por la nueva técnica descrita en
el capitulo I, libre de lipidos, induce la formacidn de part {culas intramembfa—
na (Figura 55) cuando se reconstituye en liposomas formados por los |{pidos
endégenos de la mielina {(capitulo V), La formacién de particulas intramembra-
na tras la reconstitucion del PLP se demostrd previamente en liposomas formados
por lipidos sintéticos (Papahadjopoulos et al., 1975 (11); Garcfa-Segura et al.,
1986 (18)). La existencia de part{culas intramembrana también se ha demostrado
en réplicas de criofractura de mielina internodal (Pinto da Silva et al., 1975
(19)). Cuando la proteina purificada se reconstituyé en los liposomas de ELT,
suestructra secundaria adoptd una conformacién mayoritariamente alfa-helicoidal
(Figura 56), aunque también se detectd la presencia, en pequefia proporcion, de
estructuras en ldmina B. La conformacion que adopta la proteina en la
membrana de los liposomas de ELT es la que podria esperarse de una prote{na
con varios dominios transmembrana y con alto contenido en aminodcidos
hidrofébicos (ver capitulo 1, Figuras 4 y 5). En trabajos previos, con proteo! { pi-
dos purificados por otros procedimientos, y con |ipidos con diferente composi-
cién a los utilizados aqui, también se demostré que la estructura secundaria que
adopta la proteina es mayoritariamente alfa-helicoidal (Cockle et al., 1978 (20);
Surewicz et al., 1987 (21); Carmona et al., 1987 (22)). Sin embargo, el
proteol ipido reconstituido en un extracto lipidico comercial de cerebro, de
mayor semejanza con ¢l ELT empleado en el presente capftulo, mimetizé mejor
el entorno lipfdico nativo de la protefna que un lipido sinélico, la DPPC
(dipalmitoil fosfatidilcolina) (Nedelec et al., 1989 (10)). Estos autores observaron

evidencias de una localizacién y/u organizacién molecular diferente de los
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segmentos proteicos que contienen tirosina, dependiendo de la composicién
lipidica de la membrana (DPPC o extracto lipidico de cerebro), lo cudl pone de
manifiesto la importancia que puede tener la eleccién de uno u otro sustrato
lipidico para la reconstitucién del proteol { pido purificado.

El hecho de que los proteol  pidos purificados por la técnica de RP-HPLC
descrita en el capftulo IIl adopten una estructura secundaria similar a la nativa
cuando se insertan en membranas que contienen los Iipidos naturales de la
mielina también viene a subrayar que el método de purificacién utilizado es
adecuado para llevar a cabo estudios estructurales y/o funcionales con las
protefnas obtenidas, siendo comparables a los proteolipidos purificados con
detergentes no desnaturalizantes (capftulo IV). A este respecto, conviene
mencionar que los proteol(pidos disueltos en soluciones de Triton X-100 o
deoxicolato adoptan también una estructura secundaria mayoritariamente alfa-
helicoidal (Smith et al., 1984 (23)).

Trabajos previos habian demosirado cambios en la permeabilidad de
membranas lip{dicas a tones monovalentes (Ting-Beall et al., 1979 (1); Helynck
el al., 1982 (3); Cézar et al., 1987 (4)), incluidos los protones (Lin y Lees, 1982
(2)), tras la adicién de la apoprote{na proteolipidica. Sin embargo, nunca se
habia investigado la participacién de esta proteina en los flujos de calcio a
través de la membrana, Otros proteol i pidos no miel fnicos, como los de reticulo
~ sarcopldsmico, participan directamente en la translocacién del 16n Ca?* através
de la membrana (Knowles et al., 1980 (6)). El proteolipido denominado
mediatéforo, un proteol i pido de membranas plasméticas presindpticas del 6rgano
eléctrico de Torpedo (Morel et al., 1991 (7)) puede dnicamente ejercer su
funcidn (la liberacién de acetilcolina) en respuesla a un flujo de Ca®t,

Dentro de la vaina de miclina, éste idn se acumula preferencialmente en
las 11 neas intraperiddicas (aposicidn de las caras extracelulares de las bicapas de

mielina), donde parece jugar un papel activo en la compactacion de Ia vaina
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(Ropte et al., 1990 (5)). Ademds, varias clases lipfdicas presentes en la
membrana miel{nica estdn directa o indirectamente relacionadas con mecanismos
de translocacién del ién calcio, siendo destacables los polifosfoinositidos, muy
abundantes en la membrana mielinica (Kahn y Morell, 1988 (24)), y los
fosfol i pidos negativos como PA, P1 6 PS, que en sistemas modelo han mostrado
tener capacidad ionoforética para el Ca®* (Tyson et al,, 1976 (8); Blau .y
Weissmann, 1988 (9)). Incluso el galactocerebrdsido, el principal componente
glicolipidico de la mielina, parece estar relacionado con la apertura de canales
de calcio en la membrana de oligodendrocitos (Dyer and Benjamins, 1990 (25)).

Con todas estas premisas, se investigé la permeabilidad de los liposomas
preparados con ELT al i6n Ca’*, con o sin proteol{pidos reconstituidos. En el
capftulo V se indicé que los liposomas de ELT, sin proteina, son bastante
permeables al calcio, mucho mds que a otros iones monovalentes (K+, H+), o
a la sacarosa. La Figura 57 muestra que la permeabilidad de la membrana
liposomal al Ca’" no se modifica por el sélo hecho de incorporar la proteina,
o de encapsular ATP-Mg intraliposomalmente, pero si cuando ambos factores
confluyen: cuando se preparan proteoliposomas con ATP-Mg encapsulado, la
permeabilidad de la membrana al Ca’" disminuye muy significativamente. Estos
resultados sugicren que la interaccion nucledtido-proteina es la responsable de
la disminucién en la permeabilidad de la bicapa lipidica. A este respeclo, es de
destacar que en la estructura primaria del proteol {pido se han encontrado sitios
polenciales de unién a nucledtidos (Inouye y Kirschner, 1991 (26)). Puesto que
la molécula de PLP es flexible conformacionalmente, adaptando su estructura
secundaria a cambios en las propiedades f{sico-qui micas de su entorno (Cdzar
et al.. 1988 (27); Carmona el al., 1988 (28)), la interaccion nucledtido-PLP
podria traducirse en un cambio conformacional de la prote(na, que afectara a
los !{pidos mds préximos, modificando asi sus propiedades de permeabilidad.

Los lipidos que interactian mds intimamente con los proteol { pidos son
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precisamente los |{pidos aniénicos (Braun y Radin, 1969 (29), aquéllos que
podrian catalizar la permeabilidad al Ca’?" observada en las membranas
liposomales. El mecanismo por el cudl éstos lipidos catalizan el transporte de
i6n Ca®' a través de la membrana podria estar estar relacionado con una
separacién de fases dentro de la matriz lip{dica, al interaccionar con el catién,
y la formacién de estructuras no lamelares, tales como micelas invertidas u otrﬁs
estructuras intramembrana, cuya formacién aumentaria la permeabilidad al calcio
(Blau y Weissmann, 1988 (9)).

El cfecto observado es dependiente de la concentracion del nucledtido
(Tabla 9), y no es especifico del ATP, porque el resto de los nucleStidos
ensayados tuvieron un efecto semejante al de éste (Tabla 10).

Con las dificultades inherentes a extrapolar res'ullados oblenidos en
sistemas in vitro de membrana a lo que acontece en la vaina de mielina in vivo,
fo resultados que se presentan en este capftulo podrian formar parle de
acontecimientos dindmicos que (ienen lugar dentro de la vaina. Conviene
recordar a este respeclo que el otro componente proteico fundamental de la
membrana mielinica, la proteina bdsica, también considerada durante mucho
tiempo como una proteina meramente estructural, ha sido relacionada recienie-
mente con ¢l metabolismo de los polifosfoinosilidos, que conduce en dltimo
término a la liberacién de Ca?™ de reservorios internos (Tompkins y Moscarello,
1991 (30)). En este trabajo se purifica una fosfolipasa C especffica de fosfatidili-
nositoles, con mayor especificidad hacia el PIP,, demostrando su mds que
probable localizacién en mielina, Demuestran, por técnicas inmunoenzimadticas
(ELISA, dot-blor) 1a interaccién especifica de la enzima con la protefna bdsica,
la cudl produce una estimulacién del 250% en la actividad enzimdtica. Esta
estimulacién de la actividad es, ademds, claramente dependiente del estado de
Fosforilacién de la proteina bdsica: de todos los isémeros de carga (compo-

nentes) de la proteina bdsica, el que produce mayor estimulacién en la actividad
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de la fosfolipasa C es el menos fosforilado; el componente m4s fosforilado es
inefectivo. El papel atribuido a la prote i na basica por estos autores ser{a similar
al desempefiado por las proteinas G en otros sistemas, esto es, como intermedia-
ria entre un receptor muscarinico, también presentes en mielina purificada
(Laroccaetal., 1987 (31)), y la fosfolipasa C, que en dltimo término conducir{a
a la hidrolisis de los fosfatidilinositoles y la liberacién de Ca’* de reservoribs
internos. Puesto que los reservorios internos de la vaina de mielina parecen ser
las Iineas intraperiédicas (Ropte et al., 1990 (5)), el proceso entero podria
conducir a la liberacién de Ca?* hacia los compartimentos con fluido citoplasmé-
tico dentro de la vaina (Ifneas densas). Los resultados aqui recogidos podr{an
indicar que el PLP, en su interaccion com nucledtidos, podria modular
precisamente este dltimo paso, modificando Ia permeabilidad de la membrana y
evitando que se alcancen concentraciones excesivas de ién Ca?" en los espacios
citoplasmdticos de la vaina. Los altos niveles de Ca?* en las lincas densas de
la vaina podrian provocar la activacion de las protcasas neutras activadas por
concentraciones milimolares de Ca?™ (calpaina II), presentes en mielina, y
capaces de hidrolizar protefnas fundamentales para el mantenimiento de la
integridad de la vaina, lales como la protefna bdsica o la MAG (Yanagisawa et
al.. 1988 (32): Cibelli et al., 1989 (33); Chakrabarti et al., 1990 (34); Banik et
al.. 1991 (35)), lo cudl podria conducir al desarrollo de alguna patologia
desmielinizante.

Los resultados presentados también podrfan guardar relacién con las
profundas alteraciones encontradas en la compactacion de las vainas de mielina,
estudiadas por difraccion de rayos X, cuando los nervios diseccionados se
sumergen en soluciones acuosas conteniendo altos niveles de caicio (Blaurock et
al.. 1986 (36)). Cuando ésto tiene lugar, se defecta una transicidn casi completa
entre la forma "nativa" de la vaina, con espaciado caracteristico de 150 A,

denominada AS, y una forma menos compacta, con espaciado de 177 A,
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denominada AL. Ei efecto es especifico del ién Ca®" (los iones Mg?*, §2* y

2_.‘_ . . . ' . .
Ba son 1inefectivos), y la transicidn es mis répida y de mucha mayor

proporcidn cuando en la solucién fisiolégica en que se sumerge el nervio se
omite la glucosa, o se sustituye por 2-deoxi-D-glucosa, o se aiiade NaCN,
condiciones que evitan que la fosforilacién oxidativa, y por tanto, la s{ntesis de
ATP, tenga lugar.

En suma, resultados previos han mostrado que niveles demasiado bajos
(Ropte et al., 1990 (5)), demasiado altos, o incluso niveles normales de calcio
(1-3 mM) en condici ones. que no permiten la biosintesis de ATP (Blavrock et al.,
1986 (36)), pueden desestabilizar y desorganizar la estructura normal de [a vaina.
Los resultados presentados en este capitulo indican que los proteol{pidos, las
prote i nas mayoritarias de la membrana miel  nica, pueden participar directamente

. , s 2+ .
en el mecanismo de regulacidn de la concentracion de ién Ca“”, modificando la

permeabilidad de la membrana en su interaccién con nqcledtxdos.
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CONCLUSIONES

Entre un gran mimero de solventes orgdnicos y sus mezclas, se encontré
que las mezclas de tetrahidrofurano (THF) y agua, dependiendo de su
proporcién relativa, son capaces de disolver proteol { pidos, y de extraer
selectivamente las proteinas de mielina o de sustancia blanca de cerebro.
La mezcla THF/agua 4:1 v/v disolvié totalmente los proteol fpidos, ‘el
60% de las proteinas totales de mielina, y el 100% de las mismas
cuando se incluyé 4cido (0.1% de deido trifluoroacético).

Estas mezclas constituyen una nueva fase mdvil especffica para la
separacién de las prote{nas totales de mielina mediante Ia técnica de RP-
HPLC, en virtud de su gran capacidad solubilizadora y su alto poder
eluotrépico, y quizds pueda ser aplicable a otras biomembranas y a sus
prote{nas altamente hidrofébicas.

El uso de esta fase mévil en columnas C3 de ancho tamaiio de poro (300
A) ha permitido !a resolucién completa, a escalas analftica y
semipreparativa, de las fracciones proteicas principales de la mielina:
prote{nas bdsicas, fraccion Wolfgram y proteol [ pidos.

El paso clave para la resolucién completa de estas fraccioncs ¢s la
delipidacién de la membrana mielfnica antes de inyectar en el
cromatégrafo. Un procedimiento muy util para este fin es el simple
tratamiento secuencial de la membrana purificada con tetrahidrofurano
anhidro.

De un total de ocho detergentes ampliamente utilizados en la bioqu fmica
de membranas, dos detergentes no iénicos, Lubrol PX'y oclilglucésido,
a concentraciones molares comparables, fueron mejores solubilizadores
de mielina que los detergentes relacionados con las sales biliares, el
colato s6dico y el CHAPS. Los dos primeros solubilizaron mds proteina
que !{pidos, mientras que los dos tltimos solubilizaron mds lipido que
proteina. Los surfactantes mds efectivos fueron el SDS'y el Zwittergent
3-14, si bien no son adecuados cuando se pretende mantener la estructura
nativa de las protefnas en solucién. En condiciones de mdxima
solubilizacién, los detergentes no iénicos y el CHAPS dejaron un
pequeiio residuo proteico insoluble, constituido por la fraccién de
proteinas de mielina de alto peso molecular (fraccién Wolfgram), de
naturaleza citoesquelética.
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Las concentraciones de detergente requeridas para la solubilizacién de
}os componentes de la mielina se redujeron de forma sustancial al
Incrementar moderadamente la temperatura de extraccidn, y sabre tedo,
al aumentar la fuerza iénica del medio. Un medio de exiraccidn muy

eficaz resultd ser el tampén fosfato sédico 0.1 M, pH 6.7, conteniendo
sulfato sédico 0.1 M.

Por su alta transparencia ultravioleta, su versatilidad como agente
solubilizante, su estructura qufmica definida, su naturaleza no iénica y
su alta concentracién micelar critica, el octilglucésido parece el
surfactante mé4s adecuado para la purificacién y reconstitucién de las
proteinas de mielina en condiciones a prori no desnaturalizantes, EI
octilglucdsido, a la relacidén detergente/protefna adecuada, reemplaza
con €xito a los 1{pidos de la mielina en su interaccién con las protefnas,
recuperando éstas una estructura secundaria semejante & la nativa, segun
se desprende de los resultados de Espectroscopfa Infrarroja con
Transformada de Fourier. Permite, ademds, la reconstitucién rdpida de
las protefnas simplemente por dilucién de los sobrenadantes de
extraccién, proceso que induce la formacién de vesiculas con los
[{pidos y proteinas solubilizados, como se ha demostrado por
microscopia electrénica,

Se han purificado de forma sencilla los proteol ipidos de mielina en un
estado altamente delipidado, combinande Ilas propiedades de
solubilizacién selectiva encontradas para dos de los detergentes
estudiados, el CHAPS y el octilglucdsido, Los tratamientos secuenciales
de la mielina con CHAPS, a concentracién adecuada y en condiciones
Optimas de temperatura y fuerza idnica, eliminan casi totaimente los
fosfol fpidos, el colesterol y las proteinas bdsicas, rindiendo un residuo
insoluble muy enriquecido en proteolipidos, proteinas de la fraccidn
Wolfgram y glicol{pidos. Al extraer esle residuo, en condiciones
adecuadas, con octilglucdsido, se solubilizan selectivamente ios
proteol {pidos, permaneciendo insolubles los glicol {pidos y las proteinas
de la fraccién Wolfgram.

Los proteol ipidos as{ purificados, en solucién de octilglucdsido, parecen
coexistir en distintos estados oligoméricos, en los que participan tanto
el proteolipido mayoritario (PLP), como su isoforma DM20, segiin se
desprende de los resultados de Cromatograffa L{quida de Alta Eficacia
de Exclusién por Tamaiio (SE-HPLC).

La gran capacidad de extraccidn lipidica que muestra el
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tetrahidrofurano, y su baja capacidad de extraccién proteica cuando se
minimiza fa concentracién de agua en el medio de extraccién, ha
permitido optimizar un método para la obtencién de un extracto lipidico
total (EL.T), libre de protefna, a partir de sustancia blanca de cerebro,
cuya composicién cuantilativa y cualitativa es prdcticamente
indistinguible de la composicién lipfdica de la membrana miel{nica.
Constituye un sustrato idéneo para llevar a cabo la reconstitucién de los
proteolfpidos purificados, o para examinar las propiedades f{sico-
quimicas y de permeabilidad de la matriz lipfdica de la membrana
mielinica, tras la formacién de membranas artificiales (liposomas).

Cuando el ELT se suspende en tampones acuosos, se forman
espontdneamente liposomas multilamelares (MLVs), como se ha
demostrado por microscopfa electrénica (tincién mnegativa y
criofractura). Si la suspension de MLVs se sonica, la turbidez inicial de
la muestra desaparece casi por completo, por la formacién de liposomas
unilamelares pequefios (SUVs). Cuando la suspensién de SUVs se
somete a un ciclo de congelacidn-descongelacién, el volumen
intraliposomal, medido mediante el encapsulamiento de (14C]-sacarosa,
aumenta considerablemente, debido a la formacién de liposomas
unilamelares grandes (LUVs). |

Las membranas de los liposomas preparados a partir del ELT son muy
poco permeables a los iones monovalentes (K*, H"), pero bastante
permeables al 16n Ca?™, segiin se desprende de los resultados obtenidos
utilizando isdlopos radioactivos y sondas fluorescentes. Interactian
fuertemente con la protefna bdsica de mielina, agregando de forma
tipicamente cooperativa, lo cudl refuerza el papel atribuido a esta
protefna en la estabilizacién de la estructura de la vaina. '

La reconstitucién de los proteolipidos purificados por RP-HPLC en
liposomas de ELT induce la formacién de particulas intramembrana en
réplicas de criofractura. Cuando se insertan en las membranas de estos
liposomas, los proteol { pidos adoptan una estructura secundaria altamente
alfa-helicoidal, resultados consistentes con su alto contenido en
aminodcidos hidrofébicos y su naturaleza transmembrana, y coincide con
la estructura que adoptan los proteolipidos cuando se disuelven con
detergentes no idnicos.

La insercién de los proteolfpidos en la membrana de liposomas
preparados con ELT no modifica las propicdades de permeabilidad de
la membrana al i6n Ca®?, porque no se aprecian diferencias
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significativay enlre proteoliposomas y liposomas control. Sin embargo,
guanclu !us tnsayos se realizaa en presencia de ATP-Mg, se detecta una
fuerte disminucién de la permeabilidad al Ca?* en los proteoliposomas,
pero no se detecta ningin efecto en los liposomas control., El efecto fue
dependiente de la concentracién de ATP-Mg, y ademds de éste, varios
otros nucledtidos fueron igualmente efectivos. Los resultados parecen
indlicar que la interaccién nuclestido-proteol {pido es la responsable de
la modificacién de Ja permeabilidad al Ca?™, probablemente a través de
un cambio conformacional de la protefna.

Estos resultados ponen de manifiesto una participacidn activa de los
proteolfpidos en la regulacién de los niveles de calcio dentro de los
comparlimentos acuosos de la vaina de mielina, de gran importancia para
el mantenimiento de su estructura altamente ordenada. Alteraciones en
estos mecanismos pudieran ser importantes en el desarrollo de ciertas
patologfas desmielinizantes, debido a la presencia en mielina de
profeasas neulras aclivables por Ca* (calpaina II) que son capaces de
hidrotizar algunos de los componentes proteicos de esta membrana, tales
como {a prote fna bdsica o la glicoprote{na asociada a mielina (MAG).



	AYUDA DE ACROBAT READER
	SALIR DE LA TESIS
	NUEVAS ESTRATEGIAS EN LA PURIFICACIOÓN Y RECONSTITUCIÓN DE LAS PROTEÍNAS Y LÍPIDOS DE MIELINA
	AGRADECIMIENTOS
	ÍNDICE
	CAPÍTULO I.- INTRODUCCIÓN GENERAL, ANTECEDENTES Y OBJETIVOS DE LA INVESTIGACIÓN
	PREFACIO
	COMPOSICIÓN BIOQUIMICÁ DE LA MIELINA DEL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL
	ORIGEN Y ESTRUCTURA DE LA VAINA DE MIELINA DE SISTEMA NERVIOSO CENTRAL
	ANTECEDENTES Y OBJETIVOS DE LA INVESTIGACIÓN
	REFERENCIAS BIBLIOGRÁFICAS

	CAPÍTULO II.- PURIFICACIÓN DE LA MEMBRANA MIELÍNICA DEL CEREBRO. CARACTERIZACIÓN MORFOLÓGICA Y BIOQUÍMICA
	INTRODUCCIÓN
	MATERIALES Y MÉTODOS
	RESULTADOS Y DISCUSIÓN
	REFERENCIAS BIBLIOGRÁFICAS

	CAPÍTULO III.- PURIFICACIÓN DE LAS PROTEÍNAS DE MIELINA POR CROMATOGRAFÍA LÍQUIDA DE ALTA EFICACIA EN FASE REVERSA (RP-HPLC)
	INTRODUCCIÓN
	MATERIALES Y MÉTODOS
	RESULTADOS
	DISCUSIÓN
	REFERENCIAS BIBLIOGRÁFICAS

	CAPÍTULO IV.- SOLUBILIZACIÓN Y PURIFICACIÓN DE LAS PROTEÍNAS DE MIELINA CON DETERGENTES
	INTRODUCCIÓN
	PRIMERA PARTE: Solubilización de la membrana mielínico de SNC con detergentes. Ejécto del octilgiucósido sobre la estructura 
	SEGUNDA PARTE: Purificación de los proteolípidos de mielina con detergentes. Caracterización por SE-HPLC

	CAPÍTULO V.- EXTRACCIÓN DE LOS LÍPIDOS TOTALES DE MIELINA, LIBRES DE PROTEÍNA. PREPARACIÓN Y CARACTERIZACIÓN DE LIPOSOMAS
	INTRODUCCIÓN
	MATERIALES Y MÉTODOS
	RESULTADOS
	DISCUSIÓN
	REFERENCIAS BIBLIOGRÁFICAS

	CAPÍTULO VI.- RECONSTITUCIÓN DE LOS PROTEOLÍPIDOS EN LIPOSOMAS DE ELT EFECTOS SOBRE LA PERMEABILIDAD AL ION Ca2+
	INTRODUCCIÓN
	MATERIALES Y MÉTODOS
	RESULTADOS
	DISCUSIÓN
	REFERENCIAS BIBLIOGRÁFICAS

	CAPÍTULO VII.- CONCLUSIONES

	OI: 
	JP: 
	LP: 


