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PREFACIO

En el curso de ¡a evolución, los organismos han evolucionado en

complejidadadquiriendotina seriede mecanismosque les permiten reaccionar

eficazmentefrente a las influenciasexternas. Los sistemasnerviosos central

(SNC) y periférico (SNP) adquierenparticular importanciaen estecontexto,ya

que pern1itenque la informaciónseatransmitidaa alta velocidadentre las células

nerviosas(neuronas)y los órganosdianamediantelas fibras nerviosas(axones).

Peroademásde las neuronastambiénsedesarrolléla neuroglia. Formael tejido

de sosténpara las neuronas,e incluye la astroglia y la oligodendroglia. El

desarrollode un sistemade aislamientoeléctricopara las fibras nerviosas,en

forma de una vaina de mielina fabricadapor los oligodendrocitos,fue un paso

decisivo en la evolución, Para los axones no mielinizados, la velocidad de

transmisióndel impulsonerviosoesproporcionalal diámetrodel axón. En fibras

n1!elinizadasla transmisióneshastacien vecesmásrápida:el diámetrodel axón

puedeasí serreducidomuysignificativaínentesin perdereficaciaen la velocidad

(le transmisión,

La vaina que rodea los axones<leí SNC fue descí-itapor primeravez por

Virchow en 1854 (1), quien la llamó mielina (<leí griego mvelos,méduia). En

1871, Ranvierobservó al microscopioóptico discoíitinuidadesen la vaina de

mielina a intervalosde 1-2 pm, quetodavfa son llamadosnodosde Ranvier (2).

AqLI í los axonesestándescubiertosy poseen mayoresconceníracionesde las

bombas Na+/K+, necesitadaspara restaurarel potencial de acción. La alta

velocidadde transmisiónno sealcanzapor despolarizacióncontinua,Como esel

caso de los axonesno mielinizados,sino de manera saltatoriadesdeun nodo

hastael siguientesobrela región internodal.Comola despolarizaciónsóloocurre

localmente en los nodos de Ranvier, se aliorra una cantidad de energía

considerabledurantela repolarización.

Al conocimientodel papel fisiológico que juega tina estructura tan
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característicacomola vaina de mielina sellega a travésdel estLIdio detalladode

suscomponentesmoleculares,su organizaciónen la membranay susinteraccio-

nes,así comode su morfogénesis.En estasecciónse resumiráel conocimiento

que hastaahoraseposeesobre todosestos aspéctos,referentesa la membrana

niíelínicadel sistemanerviosocentral.
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COMPOSICION BIOQUIMICA DE LA MIELINA DEL

SISTEMA NERVIOSO CENTRAL

El hecho más caracte¡istico de la composición bioquimica de la

membranamiel laicacon respectoa otrasmembranasplasmáticaso intracelulares

es su alta relación lípido/proteína.Dependiendode Zas especies,contiene70-

85% de lípidos y 15-30% de proteína.La mielina, iii si¡u. tiene así mismo un

bajo contenidocii agua, aproximadamentede un 40%.

Aunque en un púincipio se pensó que la composiciónproteica de la

inenibranamiel laica era bastantesimple, en años recientesse han ido descu-

briendoprotemasminoritariasdesdeel ¡Juntocíe vista cuantitativo,perode gran

importanciadesdeel punto de vista funcional. A. ello hay queañadirunapeculiar

composiciónhp idica, conabundanciadeglicol ipidos, plasmalógenos,colesterol
2~~

y polifosfoinos“tidos.

í.- Composición lipídica

En genera],la membranamiel ínica contienetodaslas especies¡IP idicas

encontradasen extractosde cerebro completo, con la única excepción del

cli foslatídilglicerol (cardiolipina), ¡ ipido específicode membrananitocondria!.

Así mismo, tampocohay ningún lípido miel inico que no puedaser encentrado

en otra fracción subcelular(leí cerebro.Aunque en sentidoestricto no se puede

hablar de ¡ ipidos específicos de mielina. el galactocerebrósido,por su

abundancia,es el mástípico de esta membranacuandose comparacon olras

fraccionesde cerebro.

Adenuisdel galactocerebrósido,los lípidos principalesde mielina son el

colesteroly los plasínalógenosdeetanolamina(glicerofosiolipidosquecontienen

tiria unión éter). Otro de los componentesli¡ñdicos abundanteses ¡a lecitina

(fosfoglicérido de colina, fosfatidilcohina).



‘FABLA ¡ . Composicióndc la ni [dina dc sistemanerviosoceníral y del cerebro.

Sustanciablanca

Hombre Vaca Rata Honíbre Vaca (F-{ombre) (Rata)

Protel íía total
Lípido total
Colesterol
Galacto (pido total

Gerebrésidos
Su!Iátídos

Ñsfol (pido total
PIE
PC
PS
Pl
Esfingorniel¡ na

Piasnial(lgCIit)

30.0 24.7 29.5
70.0 75.3 70.5
27.7 28.1 273
27.5 29.3 31.5
22.7 24.0 23.7
3.8 3.6 7.1

43.1 43.0 44.0
15.6 17.4 16.7
[.2 10.9 11.3
4.8 6.5 7.0
0.6 0.8 1.2
7.9 7.1 3.2

12.3 14.1 14.1

Los valorescorrespondientesa potema y 1 í1jido totalesseexpresancomoporcentajes
de pesoseco. El restodc los valores se expresancomo porcentajesrespectoal peso

dc 1 ipido total, Abreviaturas: PE, PC. PS y PL; los loglicéridos de etariolamína,

Mielina Sustancia
gris

CereLíro
coíiípleto

39.0
54.9
27.5
26.4
19.8
5.4

45.9
14.9
12.8
7.9
0.9
7.7
11.2

39,5
55.0
23.6
28.6
22.5

5.0
46.3
¡3.6
12.9
¡1.4
0.9
6.7

12.2

55.3
32,7
22.0
7.3
5.4
1.7

69.5
22.7
26.7
8.7
2.7
6.9
8.8

56.9
37.0
23.0
21.3
¡4.6
4.8

57.6
19.8
22.0
7.2
2,4
3.8
11.6

coliíía, sermae inositol, rcspectívaníeiite.Adaptadocíe Norton y Ca¡iínier, [984 (78).
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Para la membranamielínica del SNC de niam fieros, la relación molar

colesterol:fosfolípido:galactolípidovaríaentre2:2:1 y 4:3:2. Es, por tanto, el

colesterolel queaportala mayorpartede molecLilas lipídicas en mielina, si bien

los galactolípidospuedenrepresentaruna mayorproporciónen peso.

Los lípidos de mielina constituyengran partede los lípidos totalesde

sustanciablanca.La composiciónlipídica de la sustanciagris del cerebroes, sin

embargo,bastantedistinta. En cerebrodemamCleros la composiciónlipídica (le

mielina es muy parecidaen todas lasespeciesestudiadas,aunqueexistenalgunas

diferencias.Porejemplo, la mielina de ratatiene menosesfingomielinaque la de

cerebrobovino o humano. Tambiénexistenvariaciones regionalesdentro del

sistemanerviosocentral, siendo mayor la relación lípido/proteínaen mielina

procedentede niédulaespinal con respectoa la purificadaa partir de cerebro.

Ademásde la composiciónen cuantoa claseslipídicas, la composición

de ácidosgrasosdc muchoscíe los lípidos individualesesaltamentecaracterísti-

cadeestamembrana,especialmenteen el casode los galactoesfingolipidos. Así,

las porciones liidrofóbicas de cerebrósidosy stílfátidos estánconstituidaspor

ácidos grasosextremadamentelargos, desdeC18 hastaC26, predominandolos

dc 24 átomos de carbono. Están presentesbien en su forma alfa—D—hidroxi

saturadao bien en la forma n—9 monoenoinsaturada(Stoflel 1990 (3)), y se

unen a la eslingosinamedianteenlace amida formando ¡a ceramida.El otro

esfingolipido principal, la esfingomielina,no poseeácidosgrasosal fa-hicíroxila—

dos. siendo los más abundantes24:1 , 18:0 y 24:0, ademásde pequeñas

cantidadesde otros residuosde cadenalarga.

Respectoa la composiciónde residuosgrasosde los íosfogiicéridosde

mielina, éstaestácaracterizadapor tina elevadaproporciónde alde}iidos grasos.

Procedende los plasmalógenos,principalmentede la plasmeniletanolamina,y en

menor proporción de la plasmenilserina.Los aldehidosse unena la posición 1

del glicerol medianteenlacesenol étero enlaceséteralía,B iíisattírados,queson
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Figura 1.- Estructuraquímicade los coniponeilleshp idicos principalesde la
rnenibra¡iamiel inica. Abreviaturas:Gal, galactosa;Mc, glucosa; NeuNAc.
ácido N-acetiliieuraminico (ácido siálico): CIcNAc, N-acetilglucosamina.
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lábilesa la hidrólisis acídica.Constituyenenconjuntoalrededorde la sextaparte

de los residuos grasos totales de los fosfoglicéridos, y están integrados

principalmentepor los aldehidospalmítico, esteáricoy oleico. Los aldehidos

poliinsaturadosestánausentes.

Los ácidos grasos de los plasmalógenosde etanolarnina(unidos a la

posición2 del glicerol) son considerablementemáscomplejose insaturadosque

los aldehidos,Son casi exclusivamenteinsaturados,siendo los másabundantes

18:1,20:1,20:4(n-6),22;4(n-6)y 22:6(n-3).En el casode los diacilfosfoglicóri-

dosdeetanolanjinalos residuosgrasoscontienenespeciessaturadasunidas,según

se cree, a la posición 1 del glicerol. Los residuos insaturadosse unen a la

í)osición 2. Los ácidos grasos más abundantesson: 16:0. 18:0, [8:1, 20:1,
20:4(n-6) y 22:6(n-3).

Los fosfoglicéridos de colina contienen fundamentalmentelos ácidos

grasos[6:0, 18:0 y 18:1, y sólo tina pequeñaproporciónde residuospoliinsatu-

rados.Los fosfoglicéridosdesermatienen 18:0 y 18:1, unapequenacantidadde

20:4 y trazasde otros residuospoliinsaturados.Coíi respectoa la sustanciagris

de cerebrose puededecir que [os fosfol <pidosde mielina tienenmayor cantidad

dc ácidosgrasosmonoinsattiradosy menorcantidadde ácidosgrasossaturados

Y flOl i i nsaturados.

Apartede los lípidos recogidoscii la Tabla 1, exiskn varios otros de gran

importaticia. Si la mielina es extraída con solventes orgánicos neutros, no

acidificados,los poli fosfounosí tidospermanecenfuertementeunidos a La protema

niel inica y no aparecenen los análisis hpHicos. Sin embargo.el bifosfato de

losfatidilinositol (P[P
2) representaun 4-6% del fósforo hp idico total de mielina,

y el fosfato cíe fosfatidilinositol (PIP) el 1-1.5% (Mordí el al., 1989 (4)). En

vista de que la mayor partede los pohifosfoinosítidoscerebralesse localizanen

mielina, y teniendoen cuentaque la hidrólisis de estos 1 fpidos catalizadapor

la fosfolipasa C es tín mecanismode transducciónde señalesextraceliílares
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ampliamentedistribuido, se ha propuesto(Kahn y MoreIl. 1988 (5)) que la

mielina pudieraservircomo un reservoriode segundosmensajerosquepodrían

ser utilizados en sitios específicostanto dentro como fuera de la vaina de

¡u ¡el i n a.

Junto a cerebrósidosy sulfátidos,existenvarios galactolípidosneutros

minoritarios entrelos que se incluyen al menosLíes ésteresde ácidosgrasosy

cerebrósidoy dos glicol ipidos derivadosde glicerol (diacilglicerilgalactósidoy

rnonoalquilmonoacilglicerilgalactó5ido)qtíeenconjunto recibene] nombrede de

galactosildiglicérido.Además,tambiénsehandescritoalgunosalcanosdecadena

larga y otros fosfolípidos, comoel ácido losfatídico, en pequeñaproporción.

La mielina de mamíferos contiene entre 0.1 y 0.3% de gangliósidos

(glicoeslingol(pidos complejosque contienenácido siálico), principalmenteel

monosialogangliósidoGM 1. Algunasespecies,entrelasquefiguian los humanos,

contienenun gangliósidoespecíficode mielina, el GM4. La mielina es la única

membranadc cerebroque poseeun íatró~característicode gangliósidos.Otras

fraccionesde ínembranatienen un patrón similar al encontradoen extractosde

cerebrocompleto,y contienenniveles mayoresde polisialogangliósidos,

La composición lipídica tan característicade la membranamiel inica

puede ser importante no sólo desdeel punto de vista estructural,sino también

desdeel punto de vista funcional. Algunos 1 ipidos abtíndaneso característicos

de mielina participanen procesosasociadosa membrana.Entre ellos destacan:

a) Los polifosfoinositidos, precursoresde segundosmensajeros

(IP1 y diacilglicerol),

b) Algunos fosfolípidosacídicos,con capacidadlonoforéticapara

ionesdivalentes(Tysonet al., 1976 (6)).

c) Variasenzimas unidasa membranarequieren la presenciade

lípidos específicospara su actividad óptima.

d) Los gangliósidosparticipanen fenómenosde adhesióncelular,
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rcgulación del crecimiento celular y en la unión a receptores

específicosen la membranaplasmática.

e) Recientementese ha demostradoque el galactocerebrósido

participa en la aperturade canales de calcio en cultivos, de

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

• .- La matriz ¿IP idica de la membrana nizelín ¿ca
El conjunto de la matriz lipídica de la membranamiel ínica sedisponeen

forma de bicapa, al igual que en el restode las membranasbiológicas, aunque

con un grosor inusual de tinos 4.5-5 nm. Ello es debido en parte a la gran

longitud de las cadenasde los ácidosgrasosunidos a los glucoesfingolipidos

(Stoffe¡, 1990 (3)).

Aunque todavía de manera no concluyente, se puede decir que las

distintasclaseshp <dicascíe mielina sedistribuyende maneraasimétricaentrelas

monocapasexteina (extracelular)e interna (citoplasniática)que componenla

bicapa(Braun, 1984 (8)). Resumiendo,se puedenhacer tres generalizaciones:

a) El colesterolse distribuye preferencialmenteen la monocapa

extracelular;<los de cadatres moléculastotalesde colesterolse

localizan aquí, por lo queen estamonocapaexiste tííia molécula

de colesterolpor cadamolectila de otro 1 ipido.

b) El galactocerebrósidose acumula en su mayor parte en la

luonocapa extracelular, y probablemente también los otros

glucoesfingol¡pidos (su] fátidos y gangliósidos).

e) El fosfol ípido mayoritario de mielina, el plasmalógenode

etanolamina,se localiza exclusivamenteen la Inonocapacitoplas-

mática de la bicapa. Datos indirectos parecen indicar que los

polifosfoinos(tidos se localizantambiénen esta monocapa.

Tomandotodas estasevidenciasen su conjunto, se J)Liede decirque la
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nnonocapaextracelularde la bicapaestaríaconstituidacasi exciusivamentepor

colesteroly glucoesf’mngolipidosen unaproporciónpróxima a 1:1; los fosfol ípi-

dos sedispondríapreferencialmenteen [a monocapacitosólica.

2< Composición proteica

La composición proteica de la membranamielínica es relativamente

simple comparadacon la cíe otras membranasbiológicas, con tres fracciones

principalesqueconstituyenla mayor parte<le la proteínatotal. Sin embargo,en

añosrecientesse han ido descubriendoun gran númerodeproteínas¡ninoritatias

en términos cuantitativos,pero de gran importancia desdeel punto de vista

funcional, talescomoenzimasrelacionadascon fenómenosde transporteiónico

o metabólicos,componentesdesistemasde transducciónde señalesexiracelula-

res, receptoresde neurotransmisores,proteínasde reconocimientoy adhesión

celular, etc. Todos estos descubrimientoshan ido desterrandoel concepto

tradicionalque considerabaa la mielina como unamembranainerte, conla única

función de aislante~eléctricopara facilitar la transmisiónsaltatoria del impulso

nervioso,y cadavez más se tiendea considerarlacomo tina membranabiológica

cualqt¡iera, con funciones especializadasen cuanto a metabolismo,equilibrio

inFlico y relacionescon el medio extracelular.

En mielina de sistema nervioso central los <los coniponentesproteicos

principales,queen conjunto suponenel 60—80% de la protema total, son las

proteínasproteolipídicasy lasproteínasbásicas.Ambasfueronaisladasa partir

de cerebro completo o médula espinal, antes de disponerse(le métodos de

purificación de membranamielínica, las primeras a partir de extractos de

solventesorgánicos y las segundascon extractosacuososacidificados, Una

tercerafracción proteica,llamadaenconjuntofracciónW•olfgram.englobavarios

polipétidosde alto pesomolecular(>40000), y fue primeramentediferenciada

de las otrasdos fraccionespor susdistintaspropiedadesde solubilidad(insoluble
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en agua y mezclasde cloroformo! metano], soluble en cloroformo/metanol

acidificado). En un principio se pensó que las proteínas Wolígram eran

contaminantesprocedentesde otras fraccionessíibcelularesdel cerebro, pero

ahorase tiene la certezade queson componenteslegitimos de niielina. Incluyen

varias enzimas, tubulina y la glicoproteina asociadaa mielina (MAC),

2.1.- Proteínabásica

2. 1. 1.- Secuenciay microheterogeneidad

La proteína básica de mielina (MBP) es tina proteína extrínseca,

hidrosoluble,con tín pesomolecularde 18.5 ¡(Da, querepresentaun 25-30%de

la proteínatotal (le mielina, y es la segundaproteínamásabundantedespuésde

las proteínas proteolipídicas. Se localiza exclusivamenteen los espacios

citoplásmicos(1 incas densas)de la vaina de mielina (Harris y Findlay, 1983

(9)). Contiene 170 aminoácidosque incluyen 12 usinas, 19 argininas,2 restos

de ácido glutámico y 9 de ácido aspártico,Ello haceque la carga neta de la

proteínaseade +20 a pH fisiológico y, consecuentemente,su plinto isoeléctrico

esalto ( > lO). Contier{~ un [inico residuo(le triptófano y ninguno de cisteina,

por lo que carece(le puentesdisulfuro. Se ha secuenciadola pí~ow ma básicade

variasespecies.comprobándoseun alto gradode conservaciónen la secuencia,

Otros hechospropiosde la estructuraprimaria de la MBP incluyen la acetilación

del extremoN-teríiiinal, varios sitios de fosforilación (serinasy treoninas),dos

sitios aceptoresdel carbohidratoN-acetilgalaetosamuna(treoninas),un residuode

argininametílado. dossitios de desamidación,una posible pérdidade la arginina

C-terminal, tina región triprolina (residuos99—101), y secuenciashomólogasa

las subunidadesA y B de la toxina colérica,que podríanparticiparen uniones

con el gangliósidoGMI y el ATP, así como la ADP ribosilaciónde la MBP

(Deber y Reynolds, 1991 (10).

Otro aspectointeresantede estaproteínaes que la especiede 18.5 KDa
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Figura 2.- Estructuraprimaria de la isoforunade 18.5 kDa dc
la protema básica<le mielina huniana.Los residuosen negrita
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postraduccional, que figura encimade ellos, entreparéntesis:
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abreviaturaencimade ellos estánsustituidospor citrulina en
el isómerode carga menos catiónico (co’nponenw 8). Los
segmentossubrayadosrepresentansecuenciasconservadas-
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existe corno varias formas qtí (micas que han sido Llamadasmicroheterómeros,

isómerosde carga o “componentes’ (Wood y N4oscarello, 1989 (II)), como

resultadode un distinto grado de modificacionespost-traduccionales(fosiorila-

ción, deamidación,pérdidade la argininaC-terminal, formación de sulfóxido

demetionina,etc.).Estosmicrolieterómerospuedensepararsepor cromatografía

de intercambiojónico. El componentemenoscatiónico (llamadocomponente8)

contieneséisresiduosde citrulina,procedentesde la desiminacióndeotrostantos

residuosde arginina (Wood y Moscarello, 1989 (11)).

2.1.2.-Fosforilación

Un gran número de estudioshan demostradoque la MBP pue<le ser

fosforilada tanto it, yUyo como u> vivo (Ulmer. [988 (12). y que cuandose

purifica contieneaíJroximadamente01 molesde fosfato unido a variosresiduos

de sermay treonina.Se handescritonumerosaskinasasy fosfatasasen mielina,

como la kinasadependientede AMP e<cuco, kinasa dependientede Ca2±y

calniodulina,proteina kinasa C, kinasa mediadapor gangliósidoo la fosíatasa

dependientede ATP y Mg2” (Debery Reynolds.1991 (10)). Ello pareceindicar

que los procesosde fosforilación Puedentenerun papel fisiológico significativo

dentrodel funcionamientonormal de la vaina de mielina. De todas las kinasas

capacesde actuarsobre la MBP es la protema kinasa C la que íarece tener

mayor implicación en la regulacióndel estadocíe íosforilaciondc estaproteína

dentro de la vaina de mielina. Así, pareceser que el proceso puede estar

regulado 1)01 señalesextracehularesque desdencadenanla cascada<le los

polifosfoinosítidos Ello en último lérmino conducea la liberaciónde Ca2+ de

reservoriosinteinos y la formación de diacilglicerol (DAG), ambosnecesarios

paí’a la activaciónde la proteínakinas¿ C.

El significado fisiológico de la losforilación de la MBP pareceestar

relacionadoconel gradodecompactaciónde la vaina de mielina. Estamodifica-
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ción postraduccionalreduce las cargaspositivasde la prolema y dismintíye la

interacciónelectrostáticacon fosfolfpidos negativos,que se suponeque es [a

fuerzaprincipal queconducea la compactacióndentro de los espacioscitoplas-

máticosde la vaina y la formaciónde las líneasdensas.Sesabequelas regiones

merlos compactasdentro de la vaina de mielina son más abundantesen los

microheterómerosmenos cargados (más fosforilados) de la MBP (Cruz y

Moscarello, 1985 (13)), y que el componente8 (el más fosiorilado) es el dc

menorcapacidadde agregaciónde vesículaslipídicas quecontienenfosfolípi-

dos negativos in vit.’v, a diferencia de los componentesmenos fosforilados

(Wood y Moscarello, 1989 (11)). Se ha demostrado,así mismo, que la

propagaciónrepetitiva de potencialesde acción causauna disíninución en la

estabilidadestructuralde la vaina, principalmenteen las regiones paranodales

(Moran y Maten, 1983 (14)). Todos éstos resultadosparecenindicar que la

fosforilación/defosforilaciónde la MBP puedegobernarel estadode conípacta-

ción de la vaina en respuestaa estímulosexternos, tales como el propio

potencialdeaccióno la unióndealgún neurotransmísora receptoresespec1 fleos

en la nienibrana¡niel inica. La propia MBP puedeparticiparcii la regtilacióncíe

su fosforilación estimulandola fosfolipasa C espeeiflea de fosfatidilinositoles

recientementedescritaen mielina (Toínpkins y Moscarello, 1991 (15)>. Así, la

MBP 110 losforilada estimula iii viwa de dos a tres vecesla actividadde esta

enzima,queen último término conducea la activaciónde la íiroe ma kinasaG
y a su fosforilación. La fosforilación de la MBP reduceel electoestimulatorio.

2.1 .3.- Metilación

El análisis sobre MBP aisladarevelaquecontieneun residuodearginina

<en la posición 107) presenteen sus formasmonoy dímetiladas.Varios trabajos

parecenindicar queesta modificaciónpostraduccionalpuederepresentarun paso

importante en la formación de la vaina de mielina. Tiene lugar durante los
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estadlos de formación de la mielinización. y podría constituir una señal de

iniciación (Chanderkaretal., 1986 (16)). Las consecuenciasde la metilaciónen

la biofísica de la molécula pueden manifestarsecomo un aumento en la

hidrofobicidadde la regiónen torno a la argininamodificada,y consecuentemen-

te un aumento en las interaccionesproteífla-l)rotema (por ejemplo, con los

proteolipidos)o proteína-lípidos(Young el al., [987 (17)). La metilaciónde

la MBP ocurre tanto in vivo como ¡u vi/ro catalizadapor una proteínametilasa

1 específicade MBP (Ghosh et al., 1991 (18)).

2.1 .4.- Glicosilación

La proteita básica aislada no tiene ningún resto glucidico unido a su

molécula,pero sin embargoesun aceptornatural de N-acetilgalactosaniinasi se

incubaenpresenciade unagalactosiltransíerasaapropiaday UDP-N-aceúigalac~

tosamina.Los sitios principalesde unión son dos restosde treonina,Thr—95 y

Thr—98, ambosen la vecindaddel triplete de prolinas (residuos99—101), que

parecerepresentaruna secuenciaesencialpara la transferenciade [a N-acetilga-

lactosamina. Sin embargo,la función de esta modificación todavíano ha siclo

descubierta,y todavla se desconocesi el procesotiene lLigar un vivo.

2.1 .5.- Isoforunas

La heterogeneidadde la proteínabásicase ve aumentadapor el hechode

que, según la especie, la MBP aparececomo varias formas moleculareso

isoformas,esdecir. prowmasde distinto pesomolecular,todasprocedentesdel

mismo gen, productode cortesy empalmesalternativosde los sieteexonesque

Formanpartedc ¿1 (Mikoshibaet al., 1991 (19)). La MBP humanaestápresente

comotres isoformasdiferentes,de 21.5, 18.5 y ¡7.2 kDa. La isoformade 18.5

kDa es la especieprincipal expresadaen mielina. Las otras dos difieren en un

péptido de 26 aminoácidosadicionado al extremoN-terniinal (forma de 21.5
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kDa) o en la pérdidade un péptido de II residuoscii el extremo C’terrnínal

(forma de 17.2 kDa). Recientemente,además,se ha detectadouna nueva

isoforma, de 20.2 KDa en humanos(Kerlero de Rosboet al.. 1991 (20)). En

ratón y otros roedoresapareceotra isoforma de 14 kDa, ausenteen humanos,

bastanteabundante.

En general las isolormasdistintas a la de ¡ 8.5 kDa están presentesen

menorconcentración,y hasta el momento se conocepoco respectoa su papel

fisiológico.

2.1.6.- Estructurassecundariay terciaria

La protema básicaaislada,cii soluciónacuosa,rio pareceadoptarningún

tipo (le estructurasecundariaconvencional(héliceo estructuraII), aJ menosque

se pueda medir con la técnicas tradicionales de determinaciónde estructura

secundaria,tales como dicroísmo circular, dispersión óptica rotatoria o

espectroscopla infrarroja contransformadade Fourier (FT-I R). Estos resultados

no dependendel método(le aislamientode la proteína:son idénúcostanto si la

protema sepurifica con solventesorgánicoscornosi se purifica con soluciones

salinas, como por ejemplo cloruro cálcico (Gow y Smith. 1989 (21)). El

resultadoes bien distinto cuando la estructurasecLindíaria <le la proLe <tía se

cxamina en presencia de lípidos, especialmentesi éstos contienen algún

fosfol <pido negativo. En estecasola estructurasecundariade la prolema sufre

una alteracióndrástica, adoptandotina conformaciónaltamenteordenada,con

predoníi nanciacíe estructuraen 1 ¿1 mira 13 anl i vira 1 cía (Surew’i c z cl al . . 1 987 (22).

Ello es consistentecon las prediccionesde estructurasecundariarealizadaspor

Stoner (Stoner, 1984 (23); Stoner, 1990 (24)), cuyo modelo contempla una

lámina 13 antiparalelaintegradapor cinco segmentosde la cadenapolipeptidica

y que, a falta de una confirmaciónexperimental,puede constituir una buena

aproximacióna la estructurasecundarianativaqueadoptala proteínadentrode
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la vaina de mielina.

2. 1 .7.- Actividad encefalitogénica

Se conocedesdehacemuchosañosquela inoculaciónde IVIBP a animales

de experimentacióninduce el desarrollo de una patologla desmielinizante,

llamadaencefalitisalérgicaexperimental(EAE), cuyasmanifestacionesclínicas

son muy semejantesa la patologíadesmielinizanwhumanamás importante,la

esclerosismúltiple. La sensibilizacióndel sistema inmune frente a la MBP

produce,en último término, la activaciónde niacrófagosque atacana la vaina

de mielina y producen lesionesdesmielinizantesdentro del sistemanervioso

central.

2.2.- ProteznasproteoUp idicas

El proteol(pido de mielina (PLP) es el contonenteprincipal de los

coníplejoslipoproteicosextraiblescon solventesorgánicosa partir del cerebro.

Fue descubicí-to por Folch y Lees (Folch y Lees, [951 <25)) al extraer los

lípidos (leí ce¡-cbro con clorofornio/metanol2:1 y/y. Constituye el componente

proteicoprincipal cíe la níembranamiel (rica, donderepresenwun 50—60% de [a

pintema eta]. Se trata de tina proteiría iii tegral de rueníbraría, con varios

dominios hidrolóbicosque atraviesanla bicapa en su totalidad y se extrae(leí

tejido nervioso o de meníbranamiel í nica purificada unido a gran cantida<i <le

1 ipidos. Esta no es, sin embargo,la causade sus partictilares[)rOpie(la(lCSde

solubilidad, porque la proteínapurificada,desprovistade Ir’ pidas (apoprotema

proteolipídicao PLA) siguesiendosolubleen solventesorgánicos,si bien puede

ser convertida a una forma hidrosoluble por varios procedimientos(Lees y

Sakura. 1978 (26)).
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2.2.1 .- Estructuraprimaria: isoformas

A pesarde queel PLP fue unode los primeroscomponentesproteicosde

sistema nervioso en ser aislado, transcurrierontinos 30 años desde que se

descubrióhastaqueseconsiguiódescifraren su totalidadsu secuenciaaminoac1—

dica, principalmentedebido a la inexistenciade métodosde separaciónde los

péptidos hidrofóbicos resultantesde su hidrólisis química o enzimática. La

sectíenciadel PLP se ha establecidopor los métodosclásicosde la químicade

proteínas,así corno por secuenciacióndel cDNA del proteolípidode varias

especies,como rata, ratón, vaca y humanos. Se trata de tina única cadena

polipeptídicade 276 aminoácidosy un peso molecularde 29891 Da, con la

particularidadde tenerunidos covaleníementeresiduosde ácidosgrasos,lo cml]

coíítribuyea elevaraún másla hidrof9Ácidadde [a peotema.

Contiene4 restosde treoninay 14 restosde cisteina/hemicistina,de los

cuáles lO podríanformar cinco puentesdisuliuro (Shaweí al., 1989 (27>). Tiene

mayorcantidaddeaminoácidosdicarboxílicosquede aminoácidosbásicos,pero

aproximadaníentela mitad de los residuoscíe ácido aspárticoo glutáníicoestan

amidados,por lo que el punto isoeléctricode la moléculaes básico(pl =9.2).

Apí-oximadaníenteel 60% de los aminoácidosen la secuenciadel PLP son de

caráctervio polar.

La estructuraprimaria del PLP está muy conservadaa lo largo cíe la

evolución, habiendomuy pocasdiferenciasentrela prote1 mi humana,la bovina

y la de rata, El PLP humano(tambiénllamadolipofílina) y el bovino difieren tan

solo en dos aminoácidos (StoFiel, 1990 (3)). Filogenéticamente,el PLP

comienzaa expresarseen la mielina de sistemanerviosocentral de vertebrados

con la aparición de los primeros tetrá])odos, los anfibios. En los pecesestá

ausente,y en su lugar, aparecenproteínasintrínsecascon inrnunorreactividad

frente a anticuerposcontrala proteínaP0, la glicoprotema intrínsecaprincipal

de la mielina de sistemanerviosoperiféricoen los vertebradossuperiores.Ello
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pareceindicar que la aparicióndel PLP en la mielinacentral secorrelacionacon

el salto evolutivo que suponela conquistadel medio terrestre.A esterespecto,

esde destacarque en las formas de transiciónentre los pecesteleósteosy los

anfibios, talescomo los pecespulmonadosy los celacantos,ya apareceel PLP

comoel componenteintrínsecoprincipal en la mielina central. En el primero de

los casos(pecespulmonados),la moléculadel PLP apareceglicosilada(revisado

por Waehneldte! al., ¡990 (28).

De manera análogaa lo que sucedecori la proteína básica, existen

isoformasde la proteínaproteolipídicade menorpesomolecular, procedentes

de distintasniodificacionespost-transcripcionalesenel mensajeroquecodifrca la

molécula del PLP. La principal y más abundantede estas isoformas es el

proteo]ipido denominadoDM20, en alusión a su peso molecular aparente

deducidoa partir de su movilidad electroforéticaen gelesde poliacrilamidacon

SDS (niigra a un peso molecularaparentede 20 KDa: Agrawal et al., 1972

(29)). La secuencia”deDM20 es idéntica a la del PLP exceptoen tina deleción

de tinos 40 aminoácidos,correspondientesa los residuos 116-150dcl PLP. Este

segmentoes uno de los más polaresen la molécula(leí PLP y, por consigtíieníe,

DM20 es aún másliidrofóbico.

Ademásdel DM20 se han detectadootros proteolipidos de menor peso

níalectílarque tambiénpodríanestarcodificadospor el níismogen (Schindler

cí al., 1990 (30)).

2.2.2.- Acilación

La principal modificaciónpost-traduccionalque experiníentala niolécula

del PLP y su principal isoforma DM20 es la acilación por ácidos grasos,

principalmentepalín itico, esteáricoy oleico, medianteenlaceéstero tioésteren

residuosde treonina o cisteina, respectivamente.Uno de estos aminoácidos

aciladospareceser la treonina 198, si bien se calcula que existen2 moles de
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ácidosgrasospor mol de protema. Recientementese ha demostradoque tina

gran proporción de los ácidosgrasos unidos covalenternenteal PLP lo hacen

medianteenlacestioéstera residuosde cisteina(Bizzozeroy Good, 1990 (31)).

En concreto, La cisteina 108 ya ha sido identificada corno sitio de acilación

(Bizzozero et al., 1990 (32).- La acilación del PLP parece ser un proceso

autocatalítico, en el cuál el proteolipido puedeactuarsimultáneamentecomo

sustratoy corno aciltransferasa(l3izzozeroet al., 1987 (33)). El papel preciso

quejuegala esterificacióndel PLP en la mielina todavíaesdesconocido,si bien

podríaestar relacionadocon la estabilizaciónde su estructuraterciaria. Es de

destacarque la secuenciade aminoácidosque rodeaa la cisteina 108 es casi

idéntica a la de los sitios de acilacián encontradosen la rodopsuna,receptor

acopladoa proteínasG, y comoen la propia rodopsina,el receptori3-adrenérgi-

co u otros receporesacopladosaproteínasO, la cisteinaaciladaen el PLP se

localiza dentro de un dominio hidrofílico cargadopositivamente(Bizzozeroet

al., 1990 (32)~

2.2.3.- Estructurasecundaria

Varios estudiosbiofísicossobre la moléculadel PLP. mediantetécnicas

de dicroísmocircular, dispersiónóptica rotatoria y espectroscopfas infrarroja

y Ramaíí han demostradoque esta proteínatiene flexibilidad conforníacional.

Esto es, su estructurasecundariase adaptaa la polaridad de su entorno.Así,

cuandola apoproteinaestádisueltaen solventesde baja constantedieléctrica,

tales como mezclasde cloíoformo y metano], predoníina la estructuraal fa—

helicoidal. La helicidad es muy inferior en solventesacuosos(para la fornía

hidrosoluble),y aparecencantidadessustancialesdeestructuras13 y desordenada.

El entorno hidrofóbico que proporcionan los lípidos parecetener un efecto

similar al de los solventesorgánicossobre [a conformaciónde la proteína.Así,

el PLP aislado con sus lípidos mantieneuna conformaciónprincipalmente
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helicoidal, mientrasque la proteínadelipidaday suspendidaen mediosacuosos

disponede mayorcantidaddeestructuras¡3 y desordenada(Carmonaet al., ¡988

(34)). Así mismo, la estructuramayoritariade la apoprotema incorporadaa

liposomases alfa helicoida], aunquelas estructuras13 taníbiérí estánpresentes

(Surewiczet al., 1987 (35)).

2.2.4.- Disposicióndel PLP en la membrana

A partir de la secuenciaaminoacídicade la proteínaproteolipídicase

hanpropuestovariosmodelos,en total cinco, sobrela disposiciónqueadoptael

PLP en la bicapa mielinica, basadosen métodos (le predicciónde estructura

secundaria,perfiles de hidrofobicidad y datos experimentales.Los modelos

difieren entresí, fundainentainiente,en el númerode dominios asignadoscomo

transníembrana(esto es, dominios hidrofóbicosque atraviesanen su totalidad

la bicapa adoptandotina estructuraalfa-helicoidal) y en la orientaciónde los

dominios hidrofílicos o “lazos” que los conectanentresí

Los dos primerosmodelosen ser propuestosfimeron los de Laursenci al -

(1984 (36)) y Sioffel et al. (1984 (37)). Ambos contienen tres dominios

líidroíóbicostransrnembranay otros dos “cismembrana”(que entrany salen por

el niismo lacio (le la bicapa). Los dos modelos coinciden, así mismo, en la

¡ocalizacionde los extremosN y C terminales,colocandoe! primero hacia el

medio extracelular(el intraperiodoen la vaina dc mielina), y el segundoen el

fluido citoplasínático(la línea densa). Difieren, principalmente,en la localiza-

ción <leí mayor cíe los dominios hidrofílicos. muy cargado positivamente

(residuos87-153), que es citoplasmáticoen el modelo (le Laursenet al (1984

(36)) y extracelularen el de Stoffel et al. (1984 (37)).

El tercer modelo fue propuesto por Hudson el al. (1989 (38)) como

consecuenciade experimentosde inmunocitoquímica realizadossobre mm Itivos

deoligodendrocitos,utilizando anticuerposdirigidos contrasecuenciashidrofíIi-
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cas o ñ-agmentosde secuenciasJíidrofóbicas de la molécula del PLP, A

diferencia de los dos anteriores, rinicamente se reconocen dos dominios

hidrofóbicos transnuembrana,y la mayor partede la molécula del PLP queda

expuestahacíael medio extracelular,incluyendolos extremosN y C terminales.

De los tres modelosexpuestos,.éstees el que mejor se adaptaa los perfiles de

densidadelectrónicaobtenidospor la técnicade difracciónde rayos X aplicada

a la mielina de sistemanerviosocentral (lnouye y Kirschner, 1989 (39)).

RecientementePopoí ci al. (1991 (40)) han propuesto dos nuevos

modelos, idénticos entre sí pero rotados i 800, que incluyen cuatro dominios

transmeníbrana.Difieren, por tanto, en la exposicióíí de los extremosNl y C

terminalesy de los dominios hidrofílicos. Ambos modeloshansido elaborados

por comparaciónde la secLlenciadel PLP con la de otras proteínasintegrales

c¡mya topología cii la membranaes ya conocida. De los dos, el que presenta

¡ilenorcontradjccióncon los datosexperimentalesquehastaahorase conocenes

el queexponelos extremosN y C terminaleshaciael espaciocitoplasmático,

Todos los modelos formulados se ajustan mejor o peor a los ciatos

experimentaleshastaahoradisponibles,y queson en muchosptmntoscontradicto—

ííos. Estosproceden,fundamentalmente,de estudiosbioqu<micos (accesibilidad

de determinadosfragmentos a proteasas,unión de reactivos hidrofóbicos a

do¡íííniosde la proteimía,etc.), biofísicos (difracción de rayos X) e inmunológi-

cos (inmunocitoqu<micos). Los modeloscíe Laursenet al. (1984 (36)) y Stoffel

et al. (1984 (37)) son únicos por el hechode incluir dos dominios “cismembra—

¡ia . imna estructurano descrital)revianie¡1(epara ningunaotra protelila ntegral.

El modelo de Hudson ci al. (1989 (38)), si bien se ajustaa datosbiofísicos de

difracción de rayos X, expone un dominio altamentehidrofóbico al medio

extracelular.Los modelos de Popotet al. (¡991 (40)) son másclásicosporque

se ajustanmás a las topologíasya conocidasde otras proteínasintegralesde

membrana.Hastael momentono sepuededeciracienciaciertacuál de los cinco
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~ Hidrólisis iríptica
¡~ Puenres dísul ruro
E Marcaje por anticuerpos
* Marcaje por reactivos hidmfiSbucos
D Marcaje por anticuerpos
O Predicción citosdíjea dci N-ierrninal

Figura5.— Representaciónesquemáticade los cinco mo(lelos líasu ahora proilimeslos
sobre la topologíadel PLP en la bicapamiel inica. lEí gradode ajuste o desajustedc
los modeloscon los datos experimentalesque se disponense marcacon s mumbolos,
cuyo significado figura en la leyenda. Los símboloscon fondo blanco midican (latos
experimentalesque apuntan hacia tina localización exLraceliílar. Los sí mbolos con
fondo negro son indicativos de localización citoplasmática.Las estrellasnegrasse
refieren a datos experimentalesque indican Lina localizacióndentro (le La bicapa.
Abreviaturas:EXT,, líquido extracelular;CIT, líquido citoplasniático.Adaptadode
Popotet al., 1991 (40)
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modelos puederespondermejor a la topologíanativa del proteolipido, a falta

de datosexperimentalesconcluyentes,

2.2.5.-Funcionesdel PLP en la mielina

En general,los proteolipidos no miel micos, definidos operacionalmente

como proteínasde membranaque son solublesen solventesorgánicos,están

presentesen una amplia variedad de meníbranasplasmáticasy de orgánulos

stmbcelularesde origen animal, vegetal y de microorganismos,y participanen

fenómenosrelacionadoscon el equilibrio iónico a través de níembranao [a

liberaciónde neurotransmisores.Varios de ellos aunlentanla l)ernleabilidadde

la meníbranaa los iones H+ (Swain y Boyan, 1988 (41 )), Na K+ (Torteson

y Sapirstein, 1981 (42)) o Ca2’~’ (Knowleset al., 1980 (43)), y otros son capaces

de liberar neurotransmisores(acetilcolina)en respuestaa un flujo cíe Ca2+ , como

es el caso del denominado mediatóforo, un proteo]ipido de membranas
-s

plasníaticaspresinápticasdel órganoeléctrico de Torpedo (Morel et aL, 1991

(44)>. Otros proteol ipidos están asociadoscon sistemasde trarisducción(le

energíacomo el de la H “-ATPasa, cuya subunidadfuncional principal (la Fe,)

es un proteolipido que actúacomo canal específicode protones,y es inhibido

por diciclolíexilcarbodii,nida (DCCD) (Fillingame, 1980 (45)).

Si bien la defiiíición clásica de proteolipidos es meramenteoperacioiíal

y englobaproteínasde distintacomposiciónaminoacidíca,seha demostradoque

el PLP conserva líomologlas de secuenciacon varios otros proteolípidos

(Laursen et al., 1983 (46)). En lo referente al PLP, varios estudios iii Vil/O,

utilizando bicapaslipídicas artificiales y liposomas,lían mostradosu participa-

ción en fenómenosde translocacióniónica para protonesy sim inhibición por

DCCD (Lin y Lees. 1984 (47)) , Na” y K~ (Ting-Beall e al,, 1979 (48);

Helynck et al., 1983 (49); Cózaret al,, 1987 (50)). Todo ello pareceindicar

queel PLPpuedajugarun papel activo en el mantenimientodel equilibrio iónico
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en los compartimentosacuososdentrode la vaina de mielina. Como se ha visto

en el apartadoanterior, el PLP es una proteínaintegral que atraviesavarias

veces la membrana,por lo que una buena proporción de la molécula puede

interactuarcon [os lípidos de la bicapa. Con algunos lípidos específicoses

capaz de interactuarpreferencialmente.Se ha hablado, así mismo, de la

flexibilidad conformacionaldel PLP. Cambiosconformacionalesen la molécula

podríanalterar las interaccioneslípido-proteolipido modificandoasí la fluidez

y permeabilidadde la membrana, o la actividad de las enzimas asociadasa

mielina (Lees y Macklin, 1988 (51)). Las alteracionesen la conformación

proteicapuedenresultarde la interacciónde la proteínacon iones o ligandos

talescomo los nucícótidos.Es de destacarque en la moléculadel PLP se han

encontradohomologfas estructuralescon los domninios que unteracttian con

nucleótidosen otrasproteínas,talescorno el dominio catalíticode ATPasaso

la superfamiliade las kinasas(Inouye y Kirschner. 1991 (52)).

Aparte de lo hastaahoradescrito, el PLP ptmcde taníbiéncontribtmir a la

compactaciónen el intraperiodo promoviendo la adhesión cíe las bicapas

mediante interaccioneshidrofóbicascon los lípidos, y en las 1 incas densas

medianteinteraccioneslípido-proteínacon MBP (Edwardset al., 1989 (53)).

2,2,6.-Biologíamoleculare implicación del PLP en patologías

dismielinizantes

El gen del proteol(pido de mielina ha sido aisladoy caracterizadoen el

hombre y el ratón (Campagnoni.1988 (54>), El gen humííano para el PLP

contiene 7 exomies y séis intrones, y una longitud, aproximadade IV kb. Sc

localiza en el cromosomaX, cerca del locus para la 3-fosfoglicerato kinasa.

Mutacionespuntualesen el gen del PLP danorigen aenfermedadescaracteriza-

daspor unaníielinizacióndeficiente,condisti rito gradode severidad,talescomo

la enferníedadde Pelizaeus-Merzbacheren el hombre, la mutaciónjbnpy y su
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alelo jinipy¡MC/ en el ratón, ¡a nutaciónmd en la rata o la mutacións/zakingpup

en el perro, lo cuál da idea de la importanciaque esta proteína tiene en la

estructuraciónnormal de la vaina de mielina.

La enfermedadhumanade Pelizaeus-.Merzbachersedesencadenapor un

fallo aparenteen el mecanismode diferenciaciónde los oligodendrocitos,que

conducea un déficit severocíe fibras ¡nielinizadas.Se ha demostradoque el

defecto molecular reside en tina mutación puntual en el gen del PLP: la

sustituciónde una timidina por una citidina prodtíceel reempla-zamientode un

triptofano por una arginina en la posición 162, dentrode uno de los dominios

hidrofóbicosde [a molécula(Hudsonet al,, 1989 (55)).

Otrasmutacionesl)tmntuálesconllevan[a sustituciónde un aminoácidopor

una prolina dentro de dominios supuestamentetransmenibrana,lo cuál provoca

distorsionesen la hélice alfa. Tal es el casode los mutantesmd (ti myelin—defi-

cient”) en la rata (Thr74 por Pro), o los mtítantesshakingpup en el perro (His3G

por Pro) (Popo! et al., 1991(40)).

El defectogenéticoen los ratonesjímpy radicaen una mutación l)t¡nttIal

en la seihil de corteentreel intrón 4 y el exón 5. que conducea Ja eliminación

del exón 5 en el mensajerofinal para el PLP (Macklin et al., 1991 (Sé). Ello

provoca la el ¡mi naciónde varios amínoacidos(lentro cíe tino de los dominios

hidrofílicos de la molécula,así como unasecuenciaC terniinal aberrante,rica

en residuosde írol ma y cisteííía. En el mutanteji,npy¡»LvÉ/sesustituyela alanina

242 por unavalina.

2.2.7.- Encefalitisalér2icaexperimentaly enfermedadeshumanas

desmielinizantes:esclerosismúltiple

.

Los primeros trabajosque describenla inducción de encefalitis alérgica

experimental(EAE) en animalesde experimentaciónmediantela inyección de

PLP se remontan a los años 50, pero la identificaciónde la proteínabásica
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como el constituyenteencefalitogénicoprincipal de la mielina restó credibilidad

a estos trabajos iniciales, porqueen un principio no se pod<a exc[uir taxativa-

mente la presenciade MBP contaminanteen los preparadosproteolip(dices

inyectadosa los animales.Ello pudo ser demostradoclaramenteen la décadade

los 80 (Lees y Carnbi, 1985 (57)), y desdeentoncesse ha conseguidoinducir

EAE en razasde ratonessusceptibles (SJL/J) mediante la inyecciónde líneasde

células T C5~CC (ficas para el proteol(pido (Satohet al., 1987 (58)), e incluso

clonesencefalitogénicosde célulasT específicosparael PLP (van der Veenet

aL, 1990 (59)). Se han identificado varios determinantes encefalitogénicos en La

molécula capacesde inducir EAE en ratones.Tal es el casodel péptido [39-

151, integradoenel domniiíio hidrofílico principal del PLP <Figura5), quees un

potente encefalitógenopara ratonesSJL/J (SoW eL al., 1990 (60)). aunqueno

tiene actividad en ratonesSWR (Sobe! cf al., 1991 (61)>. El péptido 103-116,

por el contrario, es encefalií.ogénicopara matonesSWR y no para SJL/J. El

péptido 215-232es encefalitogénicopara ratonesCSHIHe (Endoh et aL, 1990

(62)). En cOnejos, el péptido 91—110 ha siclo identificado como determinante

encefalitogénico(Linirmgton et al., 1990 (63)). El hechode que distintasespecies,

e inclusodistintasrazasde unamismaespecietengantandiferentesusceptibilidad

al BLP y a suscleterminaníesencefalitogénicospolien de manifiesto la importan-

cia del factor genéticocii el desarrollode la enibímedad,

Además(le factoresgenéticosy (le atítoinmtínidad.pareceque los virus

también están implicados en el desarrollo dic la esclerosismultiple. Se ha

sugerido que las homologíascte secuenciaentre las proleitas <le mietina y

algunas prote(jías virales podríanconstituir un mecanismopor el cuál las

respuestasimnunesfrente a ciertos virus desencadenarCan respimestascruzadas

que conducirían al desarrollodc la enfermedad.Estas homologíasse han

encontradoentreciertossegmentosde la molécula del PLP y varias proteínas

virales, y son mayoresque las descritaspreviamentepara la proteita básica
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(Shawet al., 1986 (64)). En lesionesactivasde esclerosismúltiple puedenverse

níacrófagosseparandolamelasde la vainade mielina porel intraperiodo(Prineas

et al., 1984 (65)). Los domíiiniosdel PLPextracelularespodríanser el blancode

las respuestashumoraleso celularesdesencadenadasfrente a proteínasvíricas

con homologías de secuenciacon esas regiones del proteolípido. Se han

detectadotambiénun gran númerode honíologlas con el segmentoN terminal

del PLP (Lees y Macklin, 1988 (51)).

En el suero y líquido cefalorraquideo de pacientescon diferentes

enfermedadesneurológicasse ha detectadoinmunoreactividadfi-ente al PLP

(Trotter el al., 1983 (66)). Además,en condicionesdeterminadas,los linfocitos

procedentesde algunos pacientescon esclerosismúltiple proliferan tras su

estimulacióncon PLP (Johnsonet al., 1986 (67)).

Todos los resimítadosdescritosparecenimplicar total o parcialmentea la

moléculadel PLP en la fisiopatologíade la esclerosismúltiple y su modelo en

animales, la BAlE. Aunque la etiología de esta enfermedadtodavía no está

clarificada, a respuestadel sistemainmunecelular frente a variosantígenosde

mielina, entreellosel PLP esla causaprincipal de la intensareacción inflamato-

ria dentro dc la sustancia blanca de! sistema nervioso central, localizada

principalmentecii los espacios perivasculares,y la aparicídmí de placas cíe

desnne ini zacíón

2.3.- Glícoproteinaasociadaa ,nieiina

Un componenteproteico incluido en la región de alto peso molecular

(fracción Wolfgraín) en gelesde electroforesises la glicoproteinaasociadaa

mielina (MAC), con peso niolecutaraparentede [00 kDa. Se trata de una

glicoproteina integral de membrana; alrededor del 30% de su peso son

oligosacáridos que contienen fucosa, galactosa, manosa, ácido siálico, N-

acetilglucosaminay sulfato. Se localiza preferentementeen la membrana
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periaxonalinternade la vaina de mielina, estoes, en la zonade contactoentre

el axon y la vaina. Esta posición es compatiblecon el papel que se le atribtmye

en las interacciones oLigodendrocito.axón o célula de Schwann-axónque

desencadenanel procesode la mielinizaciónen los sistemasnerviososcentraly

periféilco, respectivamente(Quarles, 1983/1984(68)). De hecho, la MAC es

capazde promoverla uhión a los axonesin vúro (Sadoulet aJ., 1990 (69)). La

mayoríade los estudiosinmnunohistoquimicos indicanquela MAC estáausente

en la mielina compactarnu[tilarnelar,

Varios trabajos han identificado clones de cDNA para la MAC. Las

secuenciasaminoacidicas derivadasde estos clones indican queesta molécula

posee iii único dominio transmembranaque coííecta el dornimiio C—terníinal,

citoplasmático,con unaregión N terminal,extracelular,fuertementeglicosilada,

compuestade cinco dominios con homologíade secuenciaentre sí y con las

mííoléculas pertenecientesa la superfamnilia de las inniunoglobulinas.Así, la

MAG se incluye como miembrode estasuperfamilia(Salzeret al., [987 (70)),

que eñglobaademása otras moléculasdel sistema nervioso que participanen

ilíteraccionescélula—célula, como la molélula de adhesióncelular neural (N-

CAM).

Estudiosde desarrollorevelanque el pesomolecularde la MAC decrece

a medidaque el sistemanerviosocentral madura.La causaresideen la existencia

de dos isoformasdiferentes,una grande(L—MAG, con esqueletopolipeptidico

de 72 kDa) y otra de menor peso molecular(S-MAG, de 67 kDa), productode

diferentescortesy empalmesen el RNA mensajero,concretamenteen la porción

correspondienlcal exón 12 (Fujita et al., 1990 (71)). Como resultado,las dos

isoformassediferencianen stm región C—teríninai (dominio citoplasmático),pero

son idénticas en sus dominiosextraceltílary transmuembrana.La expresiónde

estosdos diferentesmRNA esreguladadtmrantela mielinogénesis:el mensajero

para la L-MAC se inducede fornia característicaduranteel períodode mayor
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actividad mielinogénica,en tanto que el mRNA para la S-MAG se expresa

principalmenteen mielina madura(Afar et al., 1990 (72)). En sistemanervioso

central, L-MAG persisteen una proporción significativa en el adulto, mientras

que en sistemanerviosoperiféricoseexpresanbajos nivelesduranteel desarro-

lío, y estáprácticamenteausenteen el adulto (Pedrazaet al., 1991 (73). Tanto

en SNC como en SNP, 5-MAC es la isoforma predominanteen el adulto.

Estudios recientes, utilizando un retrovirus recombinantepara introducir el

cDNA de L-MAG en célulasde Schwannen cultivo, handemostradoque esta

isoforma es la responsabledel contacto inicial entre la célula glial y el axón

destinadoa ser ¡nielinizado (Owenset al., 1.990 (74)).

2.4.-Enzimasy receptoresasociadosa imelina

Durante muchos años la membrana miel ínica ha sido contemplada

únicamentecomo una membranainerte, cuya función seríael actuarexclusiva-

mente como aislantede los axones nerviosos. Consecuentemente,el enfoque

Princó~al(le la investigaciónbioquímicarealizadasobre estaníembranaseceníró

durante micho tiempo sobresuscomponentesestructuralesliJ) idicos y proteicos.

Más recientemente sin embargo,los resultadosobteni(los con nuevos

experimentos,y la rcinterpretacióndeexperimentosanterioreshanconducidoal

reconocimientode procesosdinámicosdentro de la vainade mielina, así comno

dc la importanciade las interaccionesneurona—gíla en el funcionamientonormal

del sitemanervioso. Se ha demostradoque los componentesmiel micos exhiben

recambiometabólico, así como el trasladode lípidos o precursoresdesdeel

axon hasta la mielina, o numerosasmodificacionesposttraduccionales(Leesy

Sapirstein, 1983 (75). En e! contextode estasobservaciones,el hallazgo de

numerosasactividadesenzimáticasy algunos receptoresde neurotransmisores

asociadosa mielina vienen a consolidarla idea de que la mielina no es simple-

mente una membranainerte, sino que también puede participar en procesos
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metabólicostales como la biosintesisde lípidos, la fosforilación y desfosforila-

cióíí de proteínas,y el mantenimientodel equilibrio iónico en los compartimen-

tos acuososdentro de la vaina o en el espacíoperiaxonal.

2.4.!. - Enzimasasociadasa mielina

Hastael momentoson másde treinta lasactividadesenzimáticasasociadas

a mielina, siendolas másrepresentativaslas quesemuestranen la Tabla2. Dos

de ellas, la CNPasay una hidrolasade ésteresde colesterolcon un pH óptimo

en su actividad de 7.2 reUnen los criterios necesariospara ser consideradas

especificasde membranamiel inica y de oligodendrocito: la mayoría de la

actividad de estas cílzimas presenteen cerebro se recuperaen [a mielina

ptí ti ficada, localí-zándoseexclusivamenteo casi excíusivamenteenestamembra-

na, y no en otras biomembranasu orgánuloscelularesdel cerebro. Además,la

actividadde estasenzimasen cerebroaumentade forma paralelaa la cantidadde

mielina presente,durantelos estadiosde mielimiogénesisactiva, y está severa-

mente disminuidaen los cerebrosde ratonesniutantescon deficienciasen la

formaciónde la vaina de mielina (Suzuki, 1980 (76)). Junto a ésas,apareceun

iltimero cadavez mayor (le enzimasno específicasde mielina, porcíuc también

están preseruesen otras biomemubranasu orgánulos stmbcelulares,pero cuya

localización cii la membrana miel inica purificada ha sido confirmada por

criterios bioquCínicos o inmunológicos, y algunas de el las lían podlido ser

aisladas a partír de mielina purificada. En este grupo se incluyen un buen

númerode enzimasrelacionadascon la bios intesisy degradaciónde los lípidos

de la mielina, un hecho cíne sugierela transferenciade sustratosdesdeeJ axon

hasta la vaina de mielina (Ledeen,1984 (77)). Otras estánrejacionadascon la

íosíorilación/desfosforilaciónde proteínasde la membrana,especialmentede la

proteííia básica, y algunas fueron tratadasen apartadosanteriores. En esta

secciómí sedetallaránalgunosaspectosde las eílzimiias de mayor relevanciapara



TABLA 2
Actividades enzimáticasen mielina de sistemanerviosocentral

Referencia

Espee1 ficas

2-3-Nucícótidocíclico-Y-
fosfodiesterasa(CNPasa)

Hidrolasade ésteresde coles-
temí (pH 7.2)

de mielina

3-6

[0

Localizadas en mielina o no espeeí ficas

De ira nsoo¡te

Anhidrasacarbónica

5’ -nucleotidasa

Na+,K+-ATpasa

(Jlutamlon-S-transferasa
(fornía Pi)

De inc/atolisnio ib íd/co

Fosíol¡pasaC específicade fosfa-
tíldilinositol y estimtmla(la
proteííia básicade mielina

por

Enzimííaesterificantede coles-
terol

IJ 1)1>—gal: ceraníklaga]actosi1-
transferasa

Fosfoinositido y difosfoinos1-
(ido k~nasas

Polifosfoinosítidomono y di-
lbs foesterasas

Enzima AER

(78)

(78)

0.5-1.0

1

2.5

(78)

0.8

(78)

(78)

084, (136 (79)

—2

([5)

(78)

0.16-2.4

(78)

(78)

0.7-1.0 (78)



TABLA 2 (C½nhnuación9

Enzima AER Referencia

Localizadasen mielina o no específicas

De ,netabo/¡snj~ liv (dico

CDP-colina:1 ,2-diacil-sn-glice-

rolcolina fosfotransferasa (78)

CDP~etaííolaníina:1 ,2—diacil-sn-

gliceroletamiolaininafosfofransferasa 0.9 (78)

CTP:etanolaminafosfatocitidil-

transferasa 0.19 (78)

GliceroíosforiIcolimía fosfocolina

lbs I’od esterasa 3.2 (80)

Fosfatidatofosfolí¡drolasa 0.17-0.64 (81)

Colina kinasa (78)

titanolami na k i nasa (82)

Acil-CoA sintetasa (83)

Acil-CoA:lisolosíol <pido

aciItranslerasas (84)

Netiraminidasa <1 (78)

MeIilLmn’Lbelileril lipasa 5 <85)

Ervie ¡no kínasa,s y fbst’nasas

Proteínakinasa C (86)

Proteínakinasa dependientede
AMP cíclico (87)

Proteínakinasadependiente<le Ca++
y estimuladapor calmodulina

(78)



TABLA 2 (Continuación)

Enzima AER Referencia

Localizadas en mielina o no específicas

Proie(n.a Litíasas y losfatasas

Proteínabásicakinasa dependiente

dc Mg+ + y estimuladapor Ca+ +

Proteínakinasa moduladapor gan-

gliósidos

Proteínabásicafosfatasas

Proteínafosfatasadependientede
ATP/Mg+ +

¡Idea ¡lato ciclasa

PY)ieasas

Calpaina rl

Metaloproteiríasa

/‘einidasas

Lviú;y¡sa 1)0 &vpúc(ñai

Mci/lasa ¡ esvecftica de la
Piole ¡liii basica

AER, dondese indique, hacereferenciaa la actividad específicarelativa de la
enzima, segúnconsta en las referenciasbibliográficas que se citan (actividad
especifica en mielina/actividad específica en el homogeneizadotota] de

(78)

(88)

(89)

(90)

(91)

0.6-0.8

(113)

(92)

(78)

(78)

(18)

cereb¡o).
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los objetivos planteadosen esta tesis doctoral.

a) 2’,3 ‘-nactcófido cíclico 3 ‘-fosfodiesterasa(CNPasa).

La CNPasafue la primera enzimaque se caracterizóinequivocamente

comoun componentede la membranamiel inica. Representaaproximadamente

el 4% de la proteina total de esta membranaen el sistenía nervioso central,

aunqueen sistema nervioso periférico su contenidoes muy inferior (Vogel y

Thornpson,1988 (93)). La enzimahidroliza nucleótidoscíclicos2’,3’ pmoducien-

do nucicótidos2. Su presenciaen mielina purificaday membranasde oligoden-

drocito se ha caracterizadomediantecriterios bioquímicos (Sims y Carnegie,

1978 (94)) e inmtmnohistoqu<micos (Nishizawaet al., 1985 (95)).

La enzima purificada a partir de sistemanervioso central se comporta

como un agregadode alto peso molecular (100 KDa) cuando se somete a

electroforesisen gel en condicionesno reductoras,pero se resuelveen dos

polipéptidoscon pesosmolecularesaparentesentre44 y 54 KDa bajo cundido-

nes reductoras, llamados CNP ] y CNP 11, e inclu idos en la denominada

fracción Wolfgram de las proteínasde mielina. Ambos polipéptidosposeen

actividad CNPásica(Gillespie et al., 1990 (96)). La mayor de las subunidades

(CNP [1)se fosforila activamenteíiz vitro e en vivo muedianteki nasasdependientes

de AMPc y calcio, endógenasde membrananíiel (nica (Bradburyy Thonipson,

¡984 (97),

La mayoría de los estudios bioquíníicos e inmunohistoquimicos

porporcionan evidencias consistentesde que la CNFasa es una votema

periférica, localizadaen [aslíneasdensasprincipales(espacioscitoplasmáticos)

de la vaina de mielina, a semejanzade la(s) proteína(s)básica(s), (Vogel y

Thoínpson,1988 (93), y comoésta(s),sesintetizaen polisomaslibres (Gillespie

etal., 1990 (96)).

A pesarde ser unaproteínacaracterizadacon bastantedetal[e desdeel
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punto de vista molecular, su función precisa dentro cíe la vaina de mielina

todavía no ha podido ser clarificada. La CNPasa ha sido implicada en el

metabolismode las proteínasde rníelimia (Starich y Dreiling. 1980 (98)). Se ha

sugeridotambiénque podría funcionarcomo una RNA ligasa (Sprinkle et al.,

1987 (99)), porquelas RNA ligasaseucarióticastienentresactividadesenzimáti-

cas asociadas,una de las cuáles es la actividad 2’,3’-nucleótido cíclico 3-

fosfodiesterásica.Sin embargo,el significadode estaposible funciónes bastante

incierto, porqueen mielina existe muy poco RNA.

El hecho de queen el sistemanerviosocentral la CNPasasea uno de de

los primeros marcadoresde oligodendrocitoen ser expresados,junto a evidencias

que mnuestranla localizaciónde la CNPasaen posiblesáreasde crecimientode

las membranasde oligodendrocitoen cultivo, parecen aptmntar hacia una

participaciónactiva en los primerosestad<os de la diferenciacióncíe las células

gliales. Además, la CNPasaestá enriquecidacii aquellas subfraccionesde

mielina de mayor densidad,que parecenrepreseuíarun estadiode transición

entre la membranadel áligoclendrocitoy la mielina maduramtmlíilanielar. Se ha

demostrado,así mismo, la asociaciónde la CNPasacon la matrizcitoescluelética

de la vaina de mielina de sitemanerviosocentral (Pereyrae! al.. 1988 (lOO);

Gillespie eL al., 1989 (101)).

Un hallazgo reciente (Bratín et al., 1991 (102>) lía demostradoque la

CNPasaessusceptibledesufrir isoprenilación,unamodificaciónposuradtmccional

restringidaa tina pequeñafamilia de proteínasentre las que sc encLientran las

oncoproteinasras y algtmnas proteínasG. Esta modificación podría ser la

responsablede la extraordinariaavidezque muestrala enzima para unírsea las

biomembranas,a pesarde no tenerreconocidoningún dominio transmembrana

u otros dominiosaltamentehidrofóbicos. La mayoría(le las proteínascitadas,

susceptiblesde isoprenilación,estánrelacionadascon algunos aspectosde la

transducción de señales extracelulareso cíe mecanismosregtmlator-ios que
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influencianel crecimientocelular y la diferenciación,y aunqueaún no sepuede

asegurarque la CNPasapertenezcaa esta categoría,estaposibilidad no puede

excíLlirse.

b) Hidrolasa de ésteresde colesterol(pH= 7.2)

Junto a la CNPasa,es la otra enzimapresenteen mielina que reúne los

criterios necesariospara ser consideradacorno específicade mielina. Su pH

óptimo es de 7.2, a diferenciade las demáshidrolasasde ésteresde colesterol

presentesen cerebro,y es activadapor taurocolatoy parcialmenteinhibida por

Triton X-100. Tiene un peso molecular de aproximadamente30 KDa, y su

actividadespecíficarelativa(mielina/homogeneizadode cerebro)es la másalta

de todas las enzimasde mielina, cifrada en torno a 10. Tras su solubilizacióny

parcial purificación, su pH óptimo cambiadesde7.2 hasta6.7-&8, y requiere

la adiciónde fosfatidilserinapara la actividadóptima(BAo y Suzimki, 1973 (103);

lgaraslíi y Stmzuki, 1977 (104)). Susfuncionesen la vaina no estánaúndefinidas,
2

porqueen la mielina de cerebronormal no existenésteresde colesterol,si bien
puedenaparecercon el desarro[lo de ciertaspatologías.

e) Anhidrasa carbónica

Se ha demostradopor estudiosbioqufuilcos e inmunociboquíníicos la

asociaciónde la anhidrasacarbónicacon la membranadel oligodendrocitoy con

la mielina (revisadopor Canííner, 1991 ([05)). Stm actividaden oligodendrocitos

es muy superiora la encontradaen neuronaso astrocitos. La enzimalía sido

ptmrificadaa partir de mielina aislada.Tiene un pesomolecularde 30 KDa y es

estimuladapor agentesreductoresde puentesdisulfuro (Sapirsteiny Lees, 1978

(106), Su inhibición por acetazolamidaaconcentracionesde l0’9~lO8 M sugiere

que la isoenzimapresenteen mielina es la II, hechoconfirmadocon métodos

ínníunoquímicos.
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Sus posibles funciones dentro de la vaina de mielina pueden estar

relacionadascon la regulación del pH dentro de los compartimentosacLiosos

dentrode la vaina,participandoasíen mecanismosde transporteiónico y en los

movimientosde fluido a travésde la membrana(Lees y Sapirstein. 1983 (75))

y/o con la producciónde bicarbonato,sustratode algunasenzimasque participan

en la biosíntesisde ácidosgrasosy pirin1idinas (Canimer, 1991<105)).

d) 5‘-u ucleofidasa

Su presenciaen mielina fue sugeridal)reviamentepor métodoshistoquí-

micos (Naidoo, 1962 (107)), y confirmadabioquimicamenteen mielina asilada

de cerebrode rata (Cainmer et al., 1980 (108)). El hechode ser iníjibible por

concanavalinaA sugiereqime la enzimade mielina esunaglicoprotei’na.Trabajos

posterioreshan confirmadola presenciade la enzimaen la mielina de cerebro

bovino (Casadóet al., 1988 (109)).

La alta activ¿dadespecíficarelativa (mielina/homogeneizadode cerebro)

de la 5-nucleotidasa(alrededordc 2.5) es<le especialrelevancia,en vista de la

potente función neuromoduladorade uno de sus productos cíe reacción, la

adenosina.Esta es muás permeablea la membí-anaque el sustrato,cl 5 -AM P,

por lo que la enzimapodría funcionarpara lacilítar el tramísportede adenosina

a travésde las bicapas.Su implicación fisiológica en el ílmncionamiento<le la

vaina l)arecemás clara tras el desctmbrimíentode receptoresA, (le adenosmnaen

níielma purificada(Casadóet al., 1991(110)).

e) Na+,K+-ATPasa

Eíí un principio consideradaconio marcadordecontaminaciónprocedente

de otras fraccionesde membrana,la asociaciónde la Na±.K+-ATpasacon la

mielina de sistemanerviosocentral fue aceptada,aunqueno inequivocaníente,

trasel trabajode Reisset al,, 1981 (III). Posteriormenteseha comprobadoque

1
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la actividad de la enzima de mielina puede ser modulada por el grado de

insaturaciónde las cadenashidrocarbonadasde los ácidosgrasosunidos a los

fosfolípidos(Shantharamy SrinivasaRao,1989(112)).Existenestudioscitoquí-

micos e ínmunoquíníicosque localizana estaenziníaen la laniela másexterna

de la vaina de mielina.

El papel trascendentalque desempeñaestaenzima en el movimientode

iones a travésde las membranasponede manifiestola importanciaque pueden

tenerestosprocesosen el funcionamientocorrectode la vaina de mielina.

1) calpaina II

La proteasaneutra activadapor concentracionesniiliníolares de calcio

(calpainaII) fue purificaday caracterizadarecientementea partir de mielina de

cerebrobovino (Yanagisawaet al., 1988 (113)). Previanientese habíasugerido

que la membranamnielínica conteníauna proteasaneutraendógena,capazde

degradara la proteína básica y a la glicoproteína asociadaa mielina. La

degradaciónde las protemas de mielina no es inhibible por ECTA a menosqtme

la mielina sesolubilice previamnentecon detergente(Satod al,. 1984a(114)>, lo

cuál sugeríaqtme la proteasadeberla estarunida a algún sitio hidrofóbico(le la

membranamiel inica, y que su activaciónseríadependiente(le los iones calcio

endógenosde la vaina.

Las calpahas han sido ampliamenteestudiadasen los últimos años a

causade stms peculiarescaracterísticas,(ales como la proteólisis liniitada de

proteínasunidasa níembranao proteimias citoesqucléticas,En el casode la

calpaina asociadaa mielina, su presenciaadquiere mayor relevancia si se

consideraque su actividad frente a [a proteínabásicay la MAG pareceestar

aunientadaen pacientesaquejadosde esclerosismúltiple (Sato et al., 1984b

(115)). Su actividad está reguladapor los lípidos de la mielina; se estiínula

fuertementecon los lípidos acidicos, especialmentefosfaúdilinositol (PI) y
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fosfatidilserina(Clíakrabarti et al., 1990 (116)).

Su funciómí cmi la vaina de mielina parece estar relacionadacon el

metabolismode las proteínasde mielina, cuya alteraciónpodría conducir al

desarrollodc una patologíadesmielinizante(Chakrabartiet al., 1989 (117)).

2.4.2.- Receptoresdetectadosen mielina

La presenciaen mielina de altas cantidadesde polifosfoinositidos, así

comode las emízimas(le su metabolismosugeríaque,al igual queocurreen otras

biomembranas,el mecambio de estos 1 ipidos pudiera estar mediado por la

estimulaciónde receptoresespecíficos.La presenciade receptores¡miscarínicos

de alta afinidad, de los subtipos M1 y M2 en mielina, y la estimulaciónde la

hidrólisis de los fosfoinosítidosde mielina por agonistasmuscarínicos(carba-

col), ha sido demostradarecientemente(Laroccaet al., 1987 (118)), Un paso

clave dc estefenómnenoes la formaciónde dos segundosniensajeros,el IP3 y el

diacilglieerol, mediantela hidrólisis del PJP2catalizadapor la fosfolipasaC. Un

posible efecto dcl diacilglicerol sería la activación de la proteína kinasa C

presenteen mielina (Tabla2). cuyo sustratoes la Votemabásica.La liberación

de Ca+-F vía IP3 en miíielina. hastael momento,no parececlara. Los agonistas

muscarmicos, como es carbacol. activan la fosfolipasa C y la hidrólisis de

losloinos mudos, por Lmna parte, e inhiben la actividad cíe adenilatociclasa, por

la otra. El primerode los efectospareceestar mediadopor los receptoresNI

mientrasqtme cmi la inhibición de la adenilato ciclasa participar la el subtipo NI2.

En la activación de la fosfohipasa C mnediada por receptores M, parecen

participarproteímiasG, deecíadasenmielimia aislada.solubilizadasy parcialmen-

te purificadas. Han sido identificadas tentativainentecomo G~ (son ADP-

ribosiladas por toxina pertuss¡s) y Q (ADP-ribosiladaspor toxina colérica)

(revisado por Larocca et al., 1990 (91>).

Como se lía comentadoen un apartadoanterior, recientementese ha

descrito la presemícía en mielina de sistema nervioso central de receptores A1 de



44

ademiosina (Casadó et al., 1991 (¡10)). El agenista (R)-fenilisopropilademíosina

(R-PIA) es capaz de muodificar la microviscosidad, produciendo una iluidifícación

cJe la membrana.

2.5.- Otras proteínasminoritarias de mielina

2.5.1.- Plasmolipina

La plasmolipinaes un proteolipido no relacionadoestructuralmentecon

los proteolipidos clásicos de mielina (PLP y DM20), que fue inicialníente

aislado y caracterizadoen membranasplasmáticasde riñón. Contiene dos

subunidadessimilaresde 14-18 KDa. Tras la adición de ambassímbunidadesa

bicapaslipídicas son observablescambiosen la conductanciade La membrana.

por la formación de canalesespecíficosde cationes, selectivos de K+ y

dependientesdel voltaje (Tortesony Sap¡rstein,1981 (42)). Recientemente,seha

deínostkadoque este proteol(pido estátambién presenteen mielina de sistema

nerviosocentral (Cocharye al., 1990 (119)), dondeprodrla representarentre

un 2.2-4.8% de la proteínatotal. Es expresadapor oligodendrocitos,pero no

por astrocitos(FisehereL al., 1991 (120)), y desdeel plinto de vista fílogenético,

a diferemícia de las otras proteínasprincipalesde mielina, parecerestringirseal

sistemanerviosode níamniferos (Sapirsteinet al., 1991 (121)). lo cuál podría

reflejar una función fisiológica específica, característicade la mielina de

11amíferos. La capacidadde la plasmolipinaparaformar canalesde K+ sugiere

(lime su (unción puedeestarre¡acionadacon la regulaciónde la excitabilidadde

la mííembrana,y seríaconsistentecon el descubrimientode canalesde K+ en la

membranade oligodendrocito(Barreset al., 1988 (122)).

2.5.2.- MOSP(Myelin/Oli~odendrocytes1jeci~0Protein

Recientementese ha descrito una nueva proteína de miíembrana de
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superficie,identificadacon un amíticuempomonoc[onal, expresadaexclusivamente

en mielina de sistema nervioso central y oligodendrocitosde vertebrados

superiores(Dyer et al., 1991 (123)). Tiene un peso molecularde 48 KDa y un

punto isoeléctricode 6.7, e interactúacon los microtúlulos citoplásmicosen el

oligodendrocito. Esta proteína podría jugar un papel iníportante en las

inc raccionesmembrana-citoesque¡etodurantela formaciómí y e! mantenimiento

de la mnielina de sistemanerviosocentral.

2.5.3.- MOG (Myelin-O[igodendrocyte-associ~ted

Gíveoprotein

)

Se trata de unaglicoproteinaminoritaria, diferemíte de la glicoproteina

principal de mielina (MAG), que fue inicia¡rnenteidentificadacon un anticuerpo

monoclonal (Linington et al., 1984 (124)). Se trata de tmna proteínacon peso

molectmlarde 51-54 KDa, dependiendode las especies,expresada(Itirante los

estadlos tard íos del desarrollo,bastantedespuésdel inicio de la mielinización.

La alta capacidaddesmielinizanteinducida por suerosanti-MOG lía ptmesto en

evidenciala importanciaque puedetenerestaprotem’na en el mantemlimientode

la cstrtmcturade la vaina (SchluesenereL al., 1987 (125)).

2.5.4.- BT57.5

Otra proteínaminoritaria, con ~ molecularde 57.5 KDa, detectada

con tímía antíctíerpomonoclonalderivado(le ratonesinnítínizadoscon muielina de

rata parcíalmuemitedelipidada(Miller et al., ¡989 (126)). Representamenosdel

1% dc la proteínatotal de la membrana.

2.5.5.- LectinaSolubleCerebelar(CSL

)

Se trata de umía lectina con especificidad hacia los glicanos de las

glicoprotemasricos en manosa,quepodríadesempeñartiria importantefunción
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en la estabilizacióny la formaciónde la vaina de mielina, sirviendocomoptmente

mííolecularentre las glicoproteinasde superficiede las células formadorasde

mielina, tantooligodendrocitoscomo célulasde Sclíwann(revisadopor Zanetta

et al., 1991 o27». Entre los ligandos encontradospara esta lectina figura la

MAG, tanto en sistemanervioso centralcomo en sistemanerviosoperiférico.

La CSL está presenteno sólo en las célulasmííielinizantes,sino también

en la mielina compacta,y anticuerposcontraella estánpresentesen la mayoría

de los pacientesaquejadosde esclerosismú[tiple.

2.5.6.-Tubulina

La presenciade tubtílina asociadaa la mielina purificada Fue deniostrada

por criterios bioqu(micos e inmunológicos (Reig eL al,, 1982 (128)). .Está

integrada en la fracción Wo]fgram, y podría podría desempeñarun papel

importanteen el proceso(le nijelinización.
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ORIGEN Y ESTRUCTURA DE LA VAINA DE MiELINA

DE SISTEMA NERVIOSO CENTRAL

Aunquemuy parecidasdesdeel puntode vista morfológico, las vainasde

mielina de los sistemas nerviosos central y periférico muestran profundas

diferencias desde los plintos de vista bioqu <inico y ommtogenético. Filogenética-

níente, la mielina del SNP aparece antes que [a central, siendo ya detectada en

anélidosy crustáceos.Por el contrario, la mielina del sistemanerviosocentral

seasociacomunmuentecón [osvertebrados,Son sintetizadaspor diferentestipos

celulares:el oligodendrocito, que origina la mielina de SNC tiene su origen

embriológicoen el tubo neural,mientrasque la célula deSclíwann, formadora

de la mielina de SNP, derivade las célulasde la crestamícural, Ambos tipos de

mielina tienen unacaracterísticacomún en su composiciónbioquímica: la alta

relación lípido/proteína.Sin embargo, cada tina conservauna composición

proteicadiferente.

Hay un hecho característicoque de por sí estableceumía profunda

diferencia en el procesode muielinización en los sistemasnerviososcentral y

periférico: níientrasque tmna célula de Schwannes capazde formar tui único

imíternodo,un oligodendrocitopuedeemitir 20—50 procesoscitoplasniáticosy, por

tanto, formar 20-50 internodos.Además,enSNP. algunosaxones,gemíeralmente

(le pequeñocalibre (libias de Reníak)estánabrazadospor célulasde Sclíwann

y ro(leadospor su citoplasnía,pero éstasno son capacesde formar mielina. Es

decir, con raras excepciones,las célulasde Schwannabrazana todas las fibras

nerviosasen el SNP, pero sólo algunasson capacesde producir una vaina de

mielina a su alrededor, mientrasqueotros axonespermanecenno miehinizados,

aunqueabrazadospor tmn procesocitoptásmicode la célula de Schíwann,

En cualquiercaso, y siempreen SNP, es un requisitoindispensablepara

la génesisde [avainade mielina quelas célulasde Schwannsecretenunalámina

basal cimbriendoel eonjtmiíto célula de Schwann-futurointernodo (Bunge cÉ al.,
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1986 (129)).

En esta sección se describirá el proceso de la mielinogénesisy la

morfologíade la vaina de mielimía de SNC.

El oligodendrocito

La primera descripcióndel oligodendrocitofue dadapor Robertsonen

1899 (130), el cuál observó,utilizando técnicasde impregnaciónmetálicasobre

preparacionesde SNC, pequeñascélulas ramí~ifmcadasde aspectocaracterístico

en el córtex y en la stístanciablanca.Sin embargo,fue el histólogo españolPío

del Río Hortegaquiendescribióy dio stí nombredefinitivo a estetipo celular,

en referenciaa sin escasasramificaciones(procesos)en coníparacióncon otro

tipo de célula neuroglial por entoncesconocido,e! astrocito(Del Río Ortega,

1921 (131); Del Río Ortega,1928 (132)). Posteriorníenteseconiprobóquelos

oligodendrocitospodían observarseúnicamenteen &íuellas regiones <leí SNC

que contenían mielina.

Fue el propio del Río Hortega quien clasificó a los oligodetídrocitos

desdedos perspectivasdiferemítes:

a) Atendiendo a su posición: perineuronales(si stm cimerpo celimíar es

adyacenteal soma neuronal)o interfasciculares(si estánimíterpuestosentrefibras

nerviosasníicliííizadasen [a sustanciablanca),

b) Atendiendoal tipo y númerode raiííiñcacionesde los procesos:tipo 1

(soma peqtieñocon procesosFrecuentes,largos y míítíy linos): tipo U (soma

níayor, con llenos procesosprimariosque son de mííayor diámnewo), tipo III y

tipo IV (másalargadosy con sólo unoo dos procesos).

La clasificaciónde del Río [-<ortegaha sido posteriormenteconfírmuada

por microscopiaelectrónica,y aún hoy tiene validez.

El oligodendrocitoprocedede tina célula progenitoraglia] bipotencial,

denominadaO-2A, capazde dilerenciarseen dos tipos celularesdistintos: los



49

oligodendrocitosy los astrocitostipo 2. Sonéstosun tipo particulardeastrocitos,

caracterizadospor susprolongacionesniultipolaresy unamorfologíade tipo más

bienoligodendroglial,primerodetectadosen sistemasin vibo, aunqueevidencias

recientesparecenconfirmar su existenciaPi vivo (Lubetzki y Zale, 1990 (133)).

La diferenciaciónde la célula O-2A en uno ti otro sentidodependede un factor

exógeno,como ha podido demostrarseutilizando cultivos de células disociadas

de nervio óptico de rata neonata(RaFfet al., 1983 (134)). Así, si la célula O-

2A se cultiva en un medio quecontiene 10% de suero fetal bovino la mayoría

de las células sediferencianen astrocitostipo 2. Si secultivan en un medioque

contiene menosde 1 % de suero fetal bovino, ]a mayor partesediferencianen

oligodendrocitos,lo cuál parecesugerirque es ésta una propiedadconstitutiva

de la célulaO-2A en ausenciadeseñalextracelular.La diferenciacióntiene lugar

Pi viii-o en doso tresdías, a! tiempo queseparanlas divisionescelulares.Esta

diferenciaciónprecoz,sin embargo,no es observadain vivo: las célulasO-2A

continúanproliferandodurantevariassemanasdesptíésdel nacimientoproducien-

do oligodendrocitosy, probablemente,astrocitostipo 2, lo cuál pareceindicar

la existencia¡ti vivo de un factor quese oponea la diferenciaciónprecozde las

céltmlas O-2A. Varios trabajoslían mostradola estimulaciónde varios factores

de crecimientosobre la proliferaciónde las célulasO-2A en cultivo, impidiendo

a la vez stí diferenciaciónprematuraen oligodendrocitos.Entre estos factores

destacanel PDGP (Flote/e, Derived GrowÑ Fac’or) (Riclíardsonet al., 1988

(135)), qtíe es segregadopor los astrocitos tipo 1 en cultivo; el IGF (Insuiin-iíke

(J,yííiqh Fauor), que también parece ser segregado por astmocitos tipo

(Ltíbetzki y Zalc, 1990(133)), y el FGF (Fibrolñasx Growíh Pactor) (McKinnon

et al., 1989 (136)).

La importanciaque tiene [a presenciade los astrocitostipo 1 paraque la

mielinizaciónmediadapor oligodendrocitosselleve acaboha sidorecientemente

pimesta en evidenciaiii vivo en médula espinal de rata adulta (Franklin et al.,
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1991 (137))

Estudios recientes han sugerido que los procesoseníitidos por los

astrocitosde tipo 2 seasocianestrechamentea los nodos de Ranvier,por lo que

podríanjugar algúnpapel en el mantenimientode la vainade mielina. Si ello se

llega a confirmar, la célula O-2A daría nacimiemíto a dos tipos cehílares

distintos,ambosimplicadosen el procesode mielinización(Raff, 1989 (138)).

Contramiamenteal casode los oligodendrocitos,parecequela diferencia-

ción de las célulasO-2A, en astrocitostipo 2 requiereunaseñalextracelularque,

como se ha comentadoantes,estaríacontenidaen el suero letal bovino. La

diferenciaciónastrocitariano seríaunapropiedadintrínsecade la célula O-2A.

Uno de los posiblescandidatoscomo factor de diferenciaciónastrocitariaes e!

CNTF (CII¡a¡y Neurou’ophic Grovvui¡ Factor» aunque varios otros factores

tambiénpudieranestariníplicados.

El papel qt¡e las netmronaso ciertos Factoresneuronalesejercensobre la

diférenciaciónglial escontrovertido,aunquealgunostrabajoscornoel de Levine

(1989 (139)) parecenindicar quealgún factor contenidoenel mediocondiciona-

do de interneuronascerebelaresen cultivo escapazde retardarla diferenciación

de los progenitoresgliales en oligodendrocitos.

Emí restmmen,los conocimiemítosque hastaahorase poseenindican que la

diferenciaciónde los oligodendrocitoses el resultadode interaccionesmolecula-

res entre los distintos tipos de célulasgliales y, quizás,míeuronales.

2 Maduración de los oligodendrocitos

Un oligodendrocitoes consideradomaduro, capazde formar mielina,

etiando lía sintetizadoen su cuerpo celular todas las moléculasconstitutivasde

esta membrana,tanto especificas(galactocerebrósido,CNPasa, PLP, MBP,

MAC) como no específicas(colesterol, fosfolípidos, etc,). De todos estos

constituyentes,el másprecozen ser sintetizadoes el galactocerebrósido(GaIC),
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por lo que la diferenciación del oligodendrocito ha sido consideradacorno

contemporáneaa la expresióndel GaIC. Esta es precedidapor la expresióndel

marcador antigénico 04, y en este estadio la diferenciación hacia la vía

oligodendroglialno estádefinitivamentefijada: la célula precursoraaún puede

ser inducidahaciaun fenotipoastrocitario.Inclusocuandola expresiónde GaIC

ha tenido lugar, se ha demostrado¡a vh,~o que tina variación brusca en las

condicionesde cultivo, por ejemplosuplementarel medio con un 10% de stíero

fetal bovino, hace aparecercélulas con fenotipo mixto oligodendroglial y

astroglial,expresandoa la vezGaIC y GFAP (Proteínaacídicafibrilar deglía.

marcadorde astrocitos).Estosdatossugierenque la expresiónde GalC es uno

de los fenómenosmás iniciales en la diferenciaciónde la célula 0-2A.

Esttmdios Pi vitro (Dubois Dalcq e¿ al., 1986 (140)) e in vivo (Monge el

cl., 1986 (141)) han puntualizadociertosdetallesen la maduracióndel oligoden-

drocito, que puedenresumirsecomo sigue:

a) No respondea un mecanismodel todo o nada.

b) Pareceser un procesodiscontinuoen el iempo. GaIC y CNPasason

marcadoresprecoces,precediendola expresióndel GaIC en 24 horasa la

expresiónde la CNPasa.Tras un periodo de cinco días aparecenlos

marcadorestardíos,cronológicamente:MBP, PLP y MAC. Veimiticuatro

horas mástardeaparecenlas primerasvainasde mielina.

La secuenciade expresiónde todos estosconíponentesen el oligodendro-

cito no necesariamentesecorrespondecon stí secuenciadedeposiciónen la vaimia

cíe mielina. Por ejemplo, la MAC, quees el último compomíenteen ser sintetiza-

do, es el primero en ser depositadoen la vaina de mielina. Es éste tín hecho

significativo, porquea la MAC sele atribuyenlas funcionesde reconocimiento

de axonespor los procesosoligodendroglialesen los primeros estadlos de la

mielinogénesis(Owensy Bunge, 1989 (142)).

Todos los datos hasta ahorapresentados,obtenidos fundamentalmente
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siguiendola expresiónde marcadoresantigénicosmediantetécnicasinmunocito-

qu imicaso inmnumíohistoquimicas, han sido confirmadosa grandesrasgoscon

técmíicasdebiologíamolecular(hibridación¡u 31w y NorthernRbi) paradetectar

la apariciónde los ARN memísajeroscorrespondientes,si bien se han detectado

algunasdiferenciaspuntuales,en particularen lo concernienteal PLP. Así, se

lía confirmadoque el mensajerodel PLP precedeen másde una semanaa la

apariciónde la proteína.

3.- La mielinogénesisen el SNC

Es sabidoqueen rata y ratónla mnielinización,quesigue a la maduración

de los oligodendrocitos,comienzaalrededordel séptimnodía trasel nacimiento,

siendomííuy intensaentrelos días¡2 y 20, y míláximna alrededorde los días 18-

21 postnatal,completándosealrededordel día30. En humnanos,por el contrario,

la niíelínogénesistiene su inicio haciael sextomesde embarazo,completándose

entredos y cuatro añosl)ostparto(Stoffel, 1990 (3)). En términosgenerales,la

níielinizaciámí sigueel ordende! desarrollofilogenético;segúnva madurandoel

sistema nervioso, primero mieliniza el SNP, luego la médulaespinal. y p~

tiltimíío cl cerebro. lncltmso dentro del cerebro, áreasdiferentes mielinizan en

distintos estad(os, siendolas áreasde asociaciómí intracorticalesLas últimas en

hacerlo (Mordí ci al., 1989 (4)>. La mielinización, pues. sigue un gradiente

caudo—m-ostral

En el períodode mielinización intensa.el otigodendrocitoes capazde

sintetizar más de 50 veces &m propio peso en membrana. En rata y ratón, la

cuantificación de los ARN mensajeroscodificantes para Las tres proteínas

mayoritariasde mielina (MBP, PLP y CNPasa)muestraun perfil de evo[ución

trifásica: un primerperíodo,entreel díade aparicióndel mnensajeroy los días

7-1 1 postpartocon un aumentolento en la tasade ARNni; un segundoperíodo,

entre los días7-II y el día 30 postnatalén el que hay un aumentobruscoe
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tmportanteen la tasa del mensajero,seguidode un decrecimnientorápido, y un

último período,alrededordel día30, caracterizadopor la estabilizaciónde la

tasa del níensajero.El primer períodocorrespondea una fasede desarrollo

duranteel cuál un número crecientede célulasprogenitorasse diferencianen

oligodendrocitos.El último periodocorrespondeal equilibrio necesariopara el

mnantenimniento,en la edadadulta,de una tasaconstantedeproteínas.El segtindo

períodocorrespondeal de mayor actividadde mielinización.duranteel cuál los

oligodendrocitos mantienen tina enorme actividad sintética. Se ha demostrado que

el aumentobruscoen la tasade ARNm secorresponderealmentecon un aumento

en la transcripción, y no en la estabilidadde los mensajeros,sugiriendo la

existenciade algún amnplifmcadorde la trascripción(enhancer).El hechode que

La tasade mensajerosparaMBP y PLP aumentencuandolos oligodendrocitosse

cultivan con neuronas(Macklin el a/., 1986 (143)) sugiere que la señal de

amplificación podríaserde origen neuronal.

Trabajosrecientesllevadosa cabosobre célulasde Schwanmi(N4onuki et

al.. 1989 (144)) han desveladola existencia de señales intracelularesde

mielinización. La célulade Schwannen cultivo, adiferenciadel oligodendrocito,

cesarápidamentedeexpresarsusmarcadores¡niel micos. El auníentode la tasa

dc AMP cíclico cmi las células de Schwann induce la reexpresiómíde estos

marcadorese induce la transcripciónde un gen denomiíinadoSCIP<Suppressor-

C’vc/ic AMP-hiducer-Proíein). La tasa del mensajerodel gen SCIP alcanzasu

máximo 12 horasdespuésde la puestaen contactode las célulasde Schwann

con el AMPe, y es entoncescuandosobrevienela inducciónde la transcripción

(le los genesde la mielinización. Pesea queestosresultadosse hanobtenidoen

célulasde Schwann,la expresióndel gen SCIP no está restringidaal SNP, sino

qime esigualmenteexpresadoen el SNC,

Los resultadosexpuestospuedenayudaracomponerla cascadadeeventos

qime conducena la mielinización:el contactoentreaxonesy célulasmielinizantes
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mnduciríatina elevaciónen la tasade AMPc. Estesegundoníensajerolevantaría

la supresiónejercida sobre el gen regulador5GW, ci.mya expresiónactivaríala

expresiónde los genesmielínicosqueinducirían la mielinización.

4.- Formación y estructura de la vaina de mielina

La mielinizaciónen el SNC comienzacuandolos axonesdestinadosa ser

mielinizadosadquierenun diámetro aproximadode 1 ym. En este ptmnto, los

oligodendrocitoselaboranextensioneso procesosa partir de su membrana

plasmáticaque abrazana ]os axonesformandoestructurasen forma de cáliz,

Posteriormente,[aextensióndel procesocelularprovocaqueunode los “labios

del cáliz, el que serála lengñetainternade la vaina madura.se introdtmzcapor

debajo del otro (la lenglieta externa).El desarrollode la vaina de mielina se

prodtice por la rotaciónsubsecuentede estalengtietainternaalrededordel axon.

Casi inmediatamentedespuésde este fenómenoacontedela conipactaciónde la

vaina, estoes, la aposiciónde la caracitoplasmáticade unabicapacon la vecina

y exclusión(le citoplasmaqtíe lassepara,y la aposiciónde las camasextmaceltmla-

.1-es.

Las aposicionescitoplasmáticasdan lugar a las denomninadaslíneas

densascuando cortes de la vaina de mielina se observan al microscopio

electroníco,debido a su gran densidadelectrónica.Análogamente,las aposmelo-

nesextíacelularesoriginan las líneasintraperiódicas,queaparecenal microsco-

pío electronicocomouna línea doble de menor densidadque la ¡ inca densa.

El procesodecomupactaciónoriginaunaestructuraen multicapacaracteri-

zadapor la repeticiónde la unidadmembrana-espaciocitoplasmático—membrana

espacioextracelular-nieníbrana.Estadisposiciónespiralaltamenteordenadade

membranay compartimentosacuosospuedealcanzar,dependiendode la especie,

tmn apm~eciablegrosor,entre5 y 20 multicapas(Debery Reynoids, 1991 (lO)).

Segúnavanzael procesode formaciónde la vainade mielina, la conexión
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entreel cuerpocelular del oligodendrocitoy las membranascompactantesse va

atenuandogradualmuente,hastatal puntode que en la mielina maduraestaunión

es mtmy difícil de visualizar por microscopiaelectrónica.



56

ANTECEDENTES Y OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION

Las evidenciasrecogidasen la introducciónindican qíme definitivamente

hay quedesterrarel tradicionalconceptoqueconsiderabaa la mielina como una

membranainerte, y sustituirlo Ñr el de una mnembranacapazde experimnentar

procesosdinámicosen lo referenteal metabolismodesus propioscomponentes,

a la regulaciónde los niveles iónicos en los conípartimentosde la vaina y/o del

espacioperiaxonaly a la respuestafrenteaseñalesexternas.Significativamnente,

ésteconceptopodríaser tambiénextrapolablea los dos componentesproteicos

principalesde estamembrana,las proteínasbásicasy los proteolm’pidos, durante

mucho tiempoconsideradoscomoproteínasmeramenteestrtícuirales.Particular-

menteen el caso de los proteolm’pidos, por su gran abrmndanciay su probable

implicación en el desarrollode patologíasdesmnielinizantes,el conocimientode

su papel funcional dentro de la vaina esespecialmenteimportante.

Parainvestigaresteaspecto,los sistemasreconstittmidosde membranahan

sidoespecialmentetitiles conotrasProteínas1km ncionalmenteact¡vas,permitiendo

su caracterizacióndetalladay los requerimientosbásicosparasu actividad. Este

abordajeexperimentalrequiere,por una parte. el aislamientosin pérdida de

actividad de la protema a partir de la memííbrana,y por otro, la elección de un

entorno lipídico adecuadopara su meconstitución.Con respectoa éste último

aspecto, los ensayosde reconstituciónllevados a cabo con el proteolipido de

mielina han utilizado lípidos muy poco relacionadoscon el entorno lipídico

nativo en queestáembebidaestaproteínaen la mielina, a pesarde la importan-

cia cítie tienenlas interaccionescon lípidosespecíficospara la actividadde gran

númerode proteínasfuncionalmenteactivas.

El aislamiento y purificación de las proteínasde membranaconlíeva

grandesproblemasmetodológicos,siendoel mayor obstáculoel de identificar

aquellosprocesoscapacesde disgregarla matriz hp idica de la bicapay disociar
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Las proteínassin producir desnaturalización.Como muchasde estasproteínas

son componentesintegralesde la membrana,comoes el casode los proteolfpi-

dos, los procesosque tienen como fin aislarlos y purificarlos tienden a ser

laboriosos y, en algunos casos, pueden conducir a pérdidas de actividad

biológica. Una vez aisladas, la naturaleza altamente liidrolóbica de estas

proteínascontinuanobstaculizandosu posteriorpurificación y caraeterizaciómí.

En general,el aislamientodeproteínasintmínsecasde membranaha sido

llevado a cabo medianteel miso de detergentes,agentescaotrópicoso solventes

orgánicos.Cadauno de ellos tiene sus propias ventajase inconvenientes.Los

detergenteshan sido y son arnp[iamnente utilizados en la sohibilización y

purificación de proteínasimitrínsecas(Tandfordy Reyíiolds, 1976 ([45)). Sin

embargo,algunosde ellospuedeninhibir la actividadproteica,puedeninterferir

con procesosposterioresde purificación o amiálisisy generalmenteson difíciles

de eliminar. Por estemotivo, los detergentesde elecciómí son los no iónieos,

utilizados con éxito en la purificación y reconstiwciónde mnuchas proteínas

intr insecassin pérdida sustancialcíe actividad. qime ademásno interfieren con

métodosde purificación talescomola cromatografíade intercambioiónico o la

cromatografíade exclusión por tamaño. Entre éstos, son preferibles los que

poseenuna alta concentraciónmicelar crítica (CMC). porque ello facilita su

eliminaciónposteriory la reconstituciónde la vote(mía pLmriñcadaen iíiembranas

artificiales paraensayarsu actividad.

Cadaunade las clasesgeneralesdecompimestosutilizadospara solubilizar

proteí míasde membrana(agentescaotrópicos,detergenteso solventesorgánicos),

ejercen su acción por mnedio de mecanismosdistintos. El término “agente

caotrópico” hace referencia a aquéllos aniones inorgánicos,generalmente

voluminosos,capacesde aumentarla solubilidadde moléculashidrofóbicasen

el agua.Tal es el caso de Los iones SCN- o CíO4-, El efectode estos iones,

denominadotambiénsalting-in, se contraponea] dc otros anionesinorgánicos,
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corno el So4
2, utilizados para precipitar proteínasa partir de sus soluciones

(efecto sairing-out). En general, se aceptaque los anionescaotrópicosson

desnaturalizantes,en tanto que los anionesque ejercenefectosaiting-out son

estabilizantesde la estructuraproteica(disminuyen la solubilidad de los grupos

hidrofóbicosen la moléculaproteicaal atmnientarla fuerzaiónicade la solución)

(Volkin y Klibanov, 1989 <146)). El poder caotrópico de los aniones se

correlacionacon la serie liotrópica de HoFmeister:

SO¡> CU > Br> NO;> CIO¿> SCN

Los anionesde la izquierdason los de muayor írnderestabilizante(saiting-

ow), mientrasque los de la derechason los de mayor podercaotrópico.

En el campode la purificación de las proteínasde mielina, existe una

gran discusión acercade cuál es el sistema idóneo, detergenteso solventes

orgánicos,para la caracterizaciónfuncional de las proteínas,concretamnentede

los proteolipidos. En el caso concretode los proteol<pidos, debido a sus

particulares propiedadesde solubilidad, los solventes orgánicos Iiami sido

utilizados profusamenteen su aislamiento, purificación y caracterización

funcional (Boyan y Clement-Cormier, 1984 (147)). Los defemísoresde los

solventes orgánicos justifican su uso en el hecho de que estos solventes

mantienenun entornohidrofóbicosimilar al que los proteo](pidosencuentranen

la mi-membrana.Además,la extracción de la membranacon solventesorgánicos

suponeque los proteolipidos se extraenasociadosa lípidos, sin hacer Liso de

niediosacuosos,con lo cuál la estructuraterciariade la proteínaseconservay,

presuntamnente,tambiénsu actividadbiológica(Boyan y Clernent-Cormier,1984

(147)). Uno de los criterios generalmenteutilizados para determinarsi los

proteolípidospurificadosestáno no desnaturalizadoses el de su solubilidaden

solventesorgánicos,generalmenteen la mezclaclorofornio/nietanol2:1 y/y (CM
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2:1). Es ésta tina característicano sólo de los complejoslípido-proteína,sino

quepermaneceuna vez que los proteolípidos han sido totalmentedelipidados.

Esto es, es unacaracterísticade la apoproteina(Leesy Sakura,1978 (26)). En

general, cuando una disolución de proteolipidos se enriquece en un solvente

polar, como puede ser el metanol o el agua, la proteína tiende a agregarse

irreversiblemente.volviéndose totalmente insoluble en CM 2:1 o en otros

solventesde proteol(pidos. Se diceentoncesqueel proteolípidoestádesnaturali-

zado (Folch-Pi y Stoffyn, 1972 (148)). Ello sucede cuando se evaporan

solucionesde PLP en mezclasen las que el solventemás polar es el mnenos

volátil, como sucedeen el caso del CM 2:1. Sin embargo, si el proceso es

suficientementelentoy controlado,Los proteolipidosdelipidados(apoproteol<pi-

dos)puedensertransferidosamediosacuososaaltasconcentracionessin pérdida

de solubilidad. Es decir, en virtud de su alta flexibilidad conformacionallos

proteolípidospuedenadoptaruna conformaciónhidrosoltible (Lees y Sakura,

1978 (26)).

Una de las aproximaciones muás fáciles, aunque quizás demasiado

ingenua,para probarsi un métododeterminadoproduceo no desnaturalización

de los proteolipiclos, es si la proteínapurificadacontinuasiendosolubleen CM

2:1. Sin embargo,el ensayo funcional, y/o el análisis de estructurasecLindaria

por técnicasesl)ectroscópicas(Infrarrojo, Raman—Láser,Dicroísmo Circular)

tienen la última palabra.

Los emísayos funcionales de gran número de proteol(pidos han sido

llevados a cabo con protemas aisladasy purificadascon solventesorgánicos.

Algunos de los más representativosson: el proteolípido cíe membranas

plasmáticas presinápticasdel órgano eléctrico de Torpedo, denominado

mediatóforo(Israel et al., 1986 (149)): proteolípidosde retículosarcoplásmico

(Knowles et al,, 1980 (43)); proteolípidosde membranasplasmáticasde riñón

(Tortesony Sapirstein, 1981 (42)), proteolípidosde microorganismoscalcifica-
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bies (Swainet al., 1989 (150)) y proteolípidosde mielina (Helynck et al., 1983

(49); Cózaret al., 1987(50)). En el campode la purificaciónde [osproteolípi-

dos en general,y de las proteínastotalesde mielina en particular, la tecnología

rapida de la cromatografíalíquida de alta eficaciaen Casereversa(RP-l-IPLC>

no ha sido prácticamenteexplotada, a pesarde sus ventajas inherentescomo

herramientaanalíticay semipreparativa.Ello es debido, en prinier término, a

que su aplicacióna la separaciónde proteínas,y especialmentea las proteínas

de membrana,es bastantereciente,pero en gran medida a la [alta de fases

móviles adecuadas,con suficientepodereluotrópicoy capacidadde solubiliza-

ción parapermitir la separaciónde proteínasaltamentehidrofóbicas.

En contraposición,otros investigadoresaboganpor el usode detergentes

por considerarcomo desnauíralizantesa los solventesorgánicos.Se sabe que

muchossolventesorgánicosinactivano desnaturalizan(Laaneet al., 1987(151))

o al menosdesestabilizano perturban(Arnold, 1988 (152)) la conformaciónde

proteínasenzimáticas.Probablementeamnbasposturasson reconciliablesen el

caso concreto de los proteolipidos, entendiendopor tales a las protemas

intrínsecasde membranasolublesen CM 2:1 en suestadodelipidado(apoproteo-

lípidos). En este caso concreto, los soLventes orgánicosde baja constante

dieléctrica,a priori debenreproducirel entorno natural de quedisponenen la

bicapa,en la cuál estánprofundamenteemubebidos,de mamíeraparecidaa como

lo hacenlos detergentesno desnaturalizantes,estoes, reemplazandoa los 1 <pidos

en la vecindadde la porción hidrofóbicade la proteínacíe membrana(Helenius

ci al.. 1979 (153)). Esta posibilidad ha sido amplianíeiíteestudiadacon el

í3roteolipido de mielina por técnicasespectroscópicastales comoel dicroísmo

circular, y más modernamentepor espectroscopiasinfrarroja y Raman-Láser.

La apoproteinaproteolipidicaadoptaunaconformaciónmayoritariamentealfa-

helicoidal (60%) cuandoestádisueltaen solventesorgánicosde baja constante

dieléctrica,pero adoptauna disposiciónmayoritariamenteen lámina 13 cLmando
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se fuerza a la proteínaa adoptaruna conformaciónhidrosoluble(Folch-Pi y

Stoffyn, 1972 (148)). Por otra parte, la proteínaaisladajunto a sus lípidos, o

la apoprotemareconstituidaen liposomnasadoptatinaestructuramayoritariamente

alfa-helicoidal (Carmnonaet al., 1988 (34); Surewiczet al., 1987 (35)). Parece,

pues. que al menosdesdeel puntode vista estructural,los solventesorgánicos

remedan el entorno lipídico que la proteína encuentra en la membrana,

adoptandoimna conformaciónsemejante.Cuandola polaridaddel medioen que

estándisueltosaumenta,como hemoscomentadoantes,tiendena [a agregación

irreversible y a la insolubilización. Desde el punto de vista estructural, los

detergentesmío iónicos, en concretoel octilglucósido, produceun auníentode

estructtmrasalía en la apoproteina,efectosimilar al de los solventesorgánicos

de baja constantedieléctrica o los lípidos (Carmonaet al,, 1988 (154). Sin

embargo,a [altade datosconcluyenteslos ensayosfuncionalescon la proteína

purificada por los dos sistemas,solventesorgánicosy detergentesno desmiaturali—

zantes,pareceel único recursodisponiblepara reconciliarambasposturas.

Teniendoen cuenta todo lo expuesto,los objetivos iniciales de esta tesis

doctoral fueron:

La purificación tic las pivie¡nos de la membranamiel/nico utilizando

so/veniasorgónicos, aplicando la tecnobog(a ra¡)¡da (le la croniabograf(a

líquida de alía eficacia enfase reveisa (RP-HPLc,J,

2.- La solubilizacióny pur~5caciónde las piolemasde mielina utilizando

detergemesno desnaíuraiizantes.Efectosso/ncla estrucwrasecundaria

cíe los cadenaspo/ipepííd/cas.

3.- La ¿vn-acciónsclccíivade los lípidosdemielina, libresdeproteína,para
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laforinación de liposomas.Caracterizaciónbioquímicay moifológicay

propiedadesdepermeabilidad.

4.- La re¿onshituciónde los proteolípidospurfficados en los liposomas.

Anólisisdeestructurasecundariasobrela proteínareconstituiday efectos

sobrela permeabilidadde las membranas liposomales.

Cada uno de estos objetivos se detallan en los capítulos 111-VI. El

capítuloII se dedicaa la purificación, caracterizaciónniorfológicay bioqu<mi-

ca de la membranamiel inica de cerebrode vaca, que ha sido utilizada para la

consecuciónde los objetivosquecomponenla presentetesis doctoral.
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INTRODUCCION
En general, todos los procedimientosde aislamientoy puriFicaciónde la

membranamnielínica se basanen el principio de que al homogeneizarel tejido

nerviosoen sacarosaisotónicade baja fuerzaidnica, [a mielina seseparade los

axonesy forma vesículasen ~l rangode tamañosde mitócondriasy núcleos.

Ello unido a la alta relaciónLípido/proteínaquetiene estamembrana,otorga a

estasvesículasla densidadmásbaja de todas las fraccionesde membranadel

sistema nervioso. Está propiedadpermite su ais[amiefltO por centrifugación

diferencial o por centrifugación en gradientede densidad,normalmentede

sacarosa.Los métodosutilizados se puedendividir en dos grandescategorías

segúnutilicen un tipo u otro de centrifugación.

En general,cuandoel objetivo secemitraen la purificaciónde mielina, y

no interesanotras fraccionesde sistemanervioso, la mayoríade investigadores

utilizan métodos basadosen la centrifugación en gradientediscontintmo de

sacarosa.Paraello, los homogeneizadosde cerebrocompletoo de sustancia

blancaen tina solución de sacarosa0.32 M sedepositansobreimna solución más

densa(típicamente0.85 M) de sacarosay se centrifugan,en cuyo caso la

membranamielínica perníamíeceen la interfase. Alternativamente, se pueden

prepararlos homogeneizadosde cerebroen soltícióndensade sacarosa,en cuyo

casola mielina permaneceflotando en su superficietras la centrifugación.Con

ambos procedimientoslos núcleos, las niitocomidrias y los sinaptosomas.en

principio, migran a través de la solución densa de sacarosay forman un

precipitadoen el fondo del tubo. Las membranasmnicrosornalestambiéndeberían

formar un precipitadoo permanecerparcialmentesuspendidasen estacapa. En

la práctica,sin embargo,la mielina obtenidaconun único pasodecentrifugación

engradientecontienecontaminantesdeotrasfraccionescelulares,principalmente

de axolema,membranasplasmáticasde célulasgliales, fragmentosde retículo

endoplásmicoy contaminantesaxoplasmáticos,por lo que se hace precisala
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utilización de nuevasetapasde purificación. Estasgeneralmentecomienzancon

un choqueosmóticocon agua,a fin de queel material atrapado,inclu idos los

axones, se liberen de la fracción de mielina, seguidode tmn nuevo paso por

centrifugaciónen gradienteparasepararlos.

En este capítulo se describeel métodoque se utilizó para purificar la

membranamielínica a partir de cerebrobovino, basadoen el de Norton y

Poduslo(1973 (1)), y semuestranlos resultadosconcernientesa stm camactermza-

ción morfológica y bioqu1 mica.
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MATERIALES Y METODOS

Materiales

Los cerebrosde vacaseobtuvieron del mataderonitmnicipal de Madrid a

partir de animales sacrificadosen el momento, y se transportaronhasta el

laboratorioenbañodehíe[o. La sacarosa,las placasparacromatografíaencapa

fina, el fluorurode fenilnietanosulfonilo(PMSF),el dodecilsullatosódico(SDS),

el ácido tricloroacéticoy los reactivosparala electroforesisfueronstmministradas

por Merck (Alemnania). Los nucícótidosy el octilgiucósido(OC) utilizadosen las

determinacionesenzimáticasfuerondeSigma(EEUU). El reactivode platapara

la tinción de los geles de electroforesisfue de Bio-Rad. El Triton X-lO0 se

adquirió a BDH (Inglaterra).El durcupanACM y e[ óxido de propileno fueron

de Fluka (Suiza).

Purificación de la membranainielínica

Todas la etapasdel procedimientoque se indica se realizarona 0-4 0C,

y todas las solucionesutilizadassepreenfriarona esta temperaturaantesde ser

tmsadas.Las solucionesde sacarosase prepararonen tampónTris-HCI 0. 1 M y

PMSF 1 mM como inhibidor de proteasas.

La sustanciablanca,diseccionadaa partir de los hemisferioscerebrales,

se troceófinamnentey se lavó repetidasvecescomi solución salina NaCI 0.9 %)

para eliminar restosde sangre, y se homogeneizóal 10% y/vI en solución de

sacarosa0.32 M utilizandouna batidoradurante 1 mninuto a mnáxirna velocidad

(en cuatrointervalosde [5 s), y un homogeneizadormanualde vidrio tipo Ponev.

El homogeneizadosecentrifugóa 5000g durante20 minutosen tmn rotor Sorvall

55-34, se desechóel sobrenadante,y el precipitado se lavó dos veces con

sacarosa0.32 M en idénticascondicionesde centrifugación.Con éstoslavados

previos (Waehneldt y Mandel, 1970 (2)) se eliminan proteínassolubles y

contaminantesmicrosomnales.El precipitadofinal, resuspendidoen sacarosa0.32
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M, se depositó cuidadosamentesobre una solución de sacarosa0.85 M,

previamentedistribuida en tubosde nitrato de celulosapara el rotor SW-27 de

Beckman (18 ml/tubo). Se centrifugó a 23000 rpm durante30 minutos, y el

materialcoleétadoen la interfasesesometióa un choqLíeosmóticoresuspendién-

dolo en diez volúmenesde agua (conteniendoPMSF 1 mM). Se centrifugó a

23500 g en rotor SS-34, se desechóel sobrenadante,y el precipitado se

resuspendióen otros 10 volúmenesde agua y se centrifugó en las mismas

condiciones.Sobre el material sedimentadose repitió el pasode centrifugación

en gradiente, resuspendiéndotoen sacarosa0.32 M, depositándolosobre la

solución de sacarosa0.85 M y centrifugandoa 23000 rpm en rotor SW-27

durante45 minutos. La mielina purificada,quepermaneceen la interfasetras la

centrifugación,se lavó tresvecescon diez volúmenesde agua,cornoarriba, y

secongelócon nitrógenolíquido, tras lo cuál seliofilizó, o bien seconservóa -

80 <‘C hastasu uso.

Microscopiaelectrónica(seccionesultrafinas)

Las muestrasde membranamiel inica purificadasesedimentaronen una

microfuga (Becknian)a 13.000r.p.m. (11.900g) y se fijaron en gltmtaraldelmido

al 4% en tampónfosfato 1 mM, pH 8, durante4 Ii a íemnperattmraambiente.Se

dejaron [avandoen tampón fosfato duranteuna noche, y se llevó a cabo una

postfmjacióncon tetróxidode osmioal 1% en tampón cacodilato0.1 M, pH 7.4,

dtmrante lb a temperaturaambiente. Se lavaron las muestrascon tampón

cacodilato 0.1 M pH 7.4 tres vecesen ciclos de lO mm. y se deshidrataron

gradualmentesegún el siguienteesquema:alcohol etílico de SO~ (tres veces

durante15 mm cadauna),alcohol etílico de 700(tres vecesdurante15 mm cada

tmna), alcohol etílico de 700con acetatode uranilo al 1 % (durantetoda la noche,

enneveray en la oscuridad),alcohol de 960(tres vecesdurante15 mm cadauna)

y alcohol absoluto(tres vecesdurante15 niin cadatina). A continuaciónse lleva



82

a cabo ¡a inclusión de las muestrasañadiendoóxido de propileno (dos veces

durante10 mm cadavez), óxido de propileno - dtmrcupanACM (1/1) dm.mrante 10

mm y por último durcupanACM. Este Liltimo paso se realizapomuiendoen las

cápsulasunagota de la mezclade durcupanACM, a continuaciónlas muestras,

y completandoel volumen de la cápsulacon durcupanACM. Se dejó polimerí-

zar la resmaen estufaa 56 0C durantetresdías.

Los bloquespolimerizadossecortaronen ultramnicrotomno(Reichert-Jung),

con cuchillasde vidrio (LKB), consiguiéndosecortesde un espesorentre60 y

90 nm, quese recogieronsobre rejillas demicroscopiade200 meshprectíbiertas

con Formvar.

Las rejillas con las muestrasse sometierona una posterior tinción con

citrato de plomo paraaumentarel contraste.Paraello secolocala rejilla con los

cortesultrafinossobreunagota de la solución de citrato de plomo durantecinco

minutos, en atmósferade NaOI-{ (formadacon unas cuantasperlasde NaOH)

paraevitar quese formen precipitadosde carbonatode plomo. La soltmción cíe

citratode plomo se preparadisolviendo 1.33 g de nitratodc plomo (Pb(N0
3)2)

y 1.76 g de citrato sódico(Na/C6H5O7~2.H2O)en 30 g de agua. IDesptméscíe 30

mm seañaden8 ml de NaOl-1 IN y secompletahasta50 ml con agua. Para la

tinción, éstasoltmción se diluye 100 vecescon NaOH 0.OIN antesde ser usada.

Las rejillas seobservaronal microscopioelectrónico(deol ¡200 EX 11).

Caracterizaciónanalíticade la membranapurificada

Se determinéel contenido en proteína. fosfolípiclos y colesterol cíe la

membranapurificadaliofilizada utilizando técnicasanalíticasespectrol’otométri-

cas. La proteína se determinó por el método de Lowry et al.. 1951 (3),

incluyendoun 3% dc dodecilsulfatosádico(SDS) en el reactivo C (Aguilar eL

al., 1982 (4)), y utilizando seroalbúminabovina como patrón. El contenidoen

fosfolípidosse dedujoa partir de la determinaciónde fósforo en las muestras,
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por el método de Ames y Dubin, 1960 (5), utilizando tina soluciónde KH2PO4

1 mM comopatrón;el tanto por cientode fósforoencontradoen las nnestrasse

multiplicó por 25 para calcular el tanto por ciento de fosfolípidos (Autilio y

Norton, 1963 (6)). El contenidoen colesterolse determuinópor el mnétodoenzi-

máticode Siedel et al., 1981 (7), utilizando un ki¿’ comercialsuministradopor

Boehringer-Mannheim(Alemania). Como patrón se utilizó colesterol puro de

Fluka (Suiza).

Cromatografíaen capafina de lípidos polaresy neutros

Los lípidos polares y neutros presentesen la mielina purificada se

identificaron mediante cromatografía sobre placas I-IPTLC de 10x20 cm

precubiertascon gel de sílice 60 (sin indicador fluorescente)(Merck). Los

lípidos de la membranase~ extrajeronpor el método de Folch et al., ¡957 (8),

con la mezclacloroformo/muetanol2:1 vN (CM 2:1). La faseinferior, lavada, se

evaporóa sequedadcon corrientede nitrógeno,y el residuose redisolvió en un

pequeñovolumen de CM 2:1. Alicuotas deestasolucionesse sembraronen las

placas,utilizando imna jeringa Hamilton. Se utilizó un doble desarrollomomiodi-

mensional para lípidos polaresy lípidos neutros. Brevemente,las placas se

lavaron totalmente,en sentidolongitudinal, introduciéndolasen una cubetacon

n-hexano/éteretílico 1:1 (y/y) y dejandoque el solventeascendierahasta el

borde superior: se secaroncon un secadorde aire, y luego se sembraronlas

mnuestrasformandounabandacontinuade 1 cm, a 1 cm del extremoinferior cíe

la placa.Se introdujeronen las cubetaspresaturadascon el solventede lípidos

polares(cloroformo/acetatodemetilo/n-propanol/nietanol/soluciómiacuosadeKCI

al 0.25% 25:25:25:10:9,por volumen) (Vitiello y Zanetta, 1978 (9)), y se

dejarondesarrollarhastaunalongitud de 12 cm medidosdesdeel borde inferior

de la placa. Esta distancia resultó ser la más adecuadapara la resoluciómi

completay simultáneade Los lípidos polaresy los lípidos neutros.Las placas
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se secaroncon secadory seintrodujeron en un desecadorcon cloruro cálcicoa

vacío durante30 minutos. Luego se introdujeronen la cubetapresaturadacon

el solventepara lípidos neutros (n-hexano/éteretílico/ácido acéticoglacial

80:20:2por volumen)en la mnisrnadirección,completándoseel desarrollohasta

el extremosuperiorde la placa(Olseny Henderson,1989 (10)), Se secaronccii

secadory se revelaroncon el reactivode acetatode cobre(acetatode cobreal

3% p/v en ácidoortofosfóricoal 8% y/y). Las placassenebulizaronintensamen-

te con estereactivoy se calentarona 160 0C durante20 minutosen estufa.

Eleetroforesisde las proteínas

Preparacióndc las muesíras

La mnembranamiel inica purificada se disolvió por completocmi solución

de SDS al 2.5% en Na
2CO3 1% con la ayuda de un sonicador de baño

(Bransonic), a una concentraciónde 3 mg de proteina/nil. Antes de la

electroforesis,las proteínasen soluciónsetransfmrieronal tailipón de muestras

para la electroforesis(2,5% SDS’ en Tris-HCI 0.25 M, pH 6.81 utilizando

minicolumnasdeSephadexG-25. Brevemente,seempaquetanjeringasde insulimia

de 1 ml conSephadexG-25 hinchadoen agua. Seequilibranextensivamentecon

el tamupónde electroforesis(al menos2 muí por jeringa) y se ccntriftmgan a baja

velocidad durante3 minutos en centrífuga de mesa con cabezal oscilante,

colgándolasde tubosde plásticode 10 ml. Se añadela soluciónde mielina sobre

las jeringascentrifugadas(hasta200pl/jeringa),y sevuelvenacentri fugarenrias

mismas condiciones colgándolassobre un nuevo tubo. Este sistema resultó

especialmenteútil para producir una “diálisis instantánea”en muestrasde

pequeñovolumen (50-200 pl), muy difíciles de dializar en un tubo cíe diálisis

convencional.Con ello se comísigue la sustitución de un tampón por el otro

(eliminando totalmenteel carbonatosódico), sin dilución de las muestras(se

obtieneexactamenteel mismo volumenqueseañadea la columna)y con tina alta
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recuperaciónde proteína(90% paravolúmenesde 200 pl), independientemente

de la concentraciónde proteína que tenga la soLución inicial (en un ensayo

previo la recuperaciónde proteínano varió dentrodel rangodeconcentraciones

de 0.2 a 3 mg/mI).

Condicionesde la eiecerofoes/sy métodode tEnción

A todas las muestrasse les añadióglicerol (10%) y azul de bromofenol

(10 pg/ml). EL desarrollode los geles(7 x 8 cm, 0.75 mm degrosor) serealizó

de acuerdoa Laemnmli (1970 (11)), usandogeles isocráticoscon un 14% de

acrilamida.Las muestras,conteniendoentre5 y 20 pg de proteína,se cargaron

sobre un gel concentrador(MackJnggel) de acrilarnida al 3%. Se tmtilizó una

unidad vertical Migdzy Smaíl JI (Hoeffer Scientific ]nstruments), con una

corrientede 3 mA, hastaqueel azul de bromofemiol llegó hastaLa parteinferior

del gel (aproximadamenteunahora). Los gelesse tiñeronconplata utilizando un

kis comercial suministradopor los laboratorios Bio-Rad. Comno proteínasde

referencia,de pesosmolecularesconocidos,setmsaron: fosforilasab, seroalbúmi-

zia bovina, ovalbúmina,anhidrasacarbónica,inhibidor de tripsinade sojay alfa-

lactalbúmina(94, 67, 43, 30, 20.1 y 14,4 KDa, respectivamente),adqtmiridasa

Pharmacia.

Determinacionesenzi¡néticas

2’,3.nucíeóíidocíclico 3’-fosfodiesterasa(CNPasa,EC 3.1.4.37)

Se utilizó el método de Prohaskaet al., 1973 (12). excepto en que cl

fosfato inorgánicoliberadoen la reacciónsemidió por la reaccióncolorimétrica

del reactivoascórbico-molibdato(Ames y Dubin, 1960 (5)). Las muestrasde

mielina sehomogeneizaronen baño de hielo a una concentraciónde 1 ¡ng de

proteína/mlen tampón Tris-mnaleato50 mM, pH 6.2. en presenciao ausencia

deoctilglucósido60 mnM (concentraciónfinal), con la ayudade un bornogeneiza-
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dor manualde vidrio tipo Poner. Alicuotas de 20 pl de las muestras(20 pg de

proteína)se añadieronsobre200 pl de tamnpómiTris-maleato50 mM, pH 6,2

conteniendoel sustrato(2’,3’-AMPc 7.5 mM, concentraciónfinal). La reacción

se mantuvodurante 10 minutos a 30 0C y, transcurridoeste tiempo, se paró

introduciendolos tubosen un bañodeaguahirviente durante1 minuto. Durante

este tiempo, la CNPasa hidroliza al 2,3 -AMPc produciendo cantidades

equimolaresde 2’-AMP. A partir de éste,por reacciónde la fosfatasaalcalina.

se liberancantidadesequimnolaresde fosfato inorgánico:sobrelos tuboshervidos

seañadieron100 pl de tampón MgCI
2 21 mM, Tris-HOI 0,3 M, pH 9, y 0.72

unidadesde fosfatasaalcalinadeE. cok (Sigma), y seincubarona 30 ‘>0 durante

20 minutos. El fosfato inorgánicoliberadose midió en alicuotasde 5-lo pl (le

los mediosde incubación mediantela reacción colorimétrica con ci reactivo

ascórbico-molibdato(formnadoal mezclar 1 volumende ácido ascórbicoal 10%

(p/v) en aguacon 6 volúmenesde molibdatoamónico tetrahidratadoal 0.42%

(p/v) en ácido sulfúrico IN). Las alicuotastomadasde los mediosde imicubación

secompletanhastaun voltmmen de 100 pl con aguadestilada,y sc añaden900pl

del reactivoascórbico-molibdato.Sedejadesarrollarel color inctmbafldotodos los

tubos a 45 <>C durante20 mm., y se lee la absorbanciaa 820 ant Como solticiómi

patrón seutilizó KH2PO4 1 mM.

5-nucleotidasa(EC3.1.3.5)

Se utilizó el métodode Rodríguezde Lores Arnáiz et al., 1988 (13), en

las condicionesde pH y concentracionesdesustratoy MgCI2 usadaspor Cammer

et al.. 1980 (14). Las muestrasde mielina se homogeneizaronen tampón KCI

lOO mM, MgCI2 10 mM, Tris-HCI 50 mM, pH 7.5, en baño de hielo comi la

ayuda de un homogeneizadorde vidrio tipo Potter. a unaconcentraciónde 15-

30 mg de proteína/mi, y se mantuvieronen baño de hielo hastael inicio del

ensayo.
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Alicuotas de 20 pl de las muestrasse añadieronsobre267 pl del tampón

de arriba, conteniendoel sustrato(5-AMP, 12.5 mM concentraciónfinal), y se

mantuvola reaccióndurante45 minutosa 37 0C. Transcurridoeste tiempo, se

paró la reacción añadiendoa todos los tubos 5 pl de ácido tricloroacótico al

40%. Estossecentrifugaronenunamicrofugapara tubosEppendo~ff(Beckman)

a máxima velocidad durante 15 minutos, y se midió el fosfato inorgánico

liberadoen alicuotasde 25-lOO vI desobrenadante,por la reaccióncolorimétrica

del reactivo ascórbico-molibdato,como arriba. Como controles se utilizaron

tubos conteniendomuestray sustrato,pero incubadosa O 0C.

,lTPasas

El método utilizadose basaen el procedimientode Rodríguezde Lores

Arnáiz et al., 1988 (13), incorporandoal medio de reacciónazidasódica4 mM

parainhibir ATPasasmitocondriales,comorecomiendanReisset al., 1981 (15).

El mnétodo se basa en determinar la hidrólisis del ATP mediante la

liberación (le fosfato inorgánico tras la incubación de las muestrascon el

siistrato.Si en el mediode ensayoseincluyen ionesNa±.K+ y Mg2+, semide

la actividadATPásicatotal de la muestra(la sumade Mg2 ~-ATPasay Na±,K+-
2-’-

ATPasa). Por el contrario, si en el medio se incluye únicamenteiones Mg
y ademásseañadeun inhibidor específicode la Na+,K-l--ATPaSa(ouabaina),

entoncessólo se mide la actividad de la Mg2~—ATPasa. Por diferenciaentre la

actividad ATPásicatotal y la de la Mg -ATPasasedeterminala actividad de

la Na+,K+-ATPasa.Así mismo, el gradodecontamninaciónmitocondrialcíe la

mielina puededeterminarsemidiendo la actividad ATPásicatotal en ausenciay

presenciade azidasódica4 mM.

El tampónpara la determinacióndeATPasastotalesfue: NaCI 100 mM,

KCI 20 mM, MgCI
2 3 mM, ATP 4 mM, NaN3 4 mM, Tris-HCI 0.16 M, pH

7.4. Para la determinaciónde Mg
2~-ATPaSase usó el mediosiguiente: MgCI

2
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3 mM, ouabaína1 mM, ATP 4 mM, NaN3 4 mM, Tris-HCI 0.16 M, pH 7.4.

Las muestrasde mielina sehomogeneizaronen tanipónTris-UCI 0.16M,

pl-1 7.4, a una concentraciónde 20-25 mg de proteína/mí,en presenciao

ausenciade deoxicolatosódico al 0. 1 %. Todas las muestrasy los mnedios de

reacciónsepreincubarona 37 ~Cdurante10 minutos. Luego, alicuotasde 30 J1

de las muestras (100-300 pg de proteína> se añadieron sobre los tubos

conteniendo400 pI del mediode reaccióncorrespondiente~seagitaronlos tubos,

y seincubarondurante30 minutosa 37 <>C. Como controles,seincubarontubos

equivalentes,conteniendo muestra y sustrato, a O
0C- La reacción se paró

añadiendo10 pl de ácido tricloroacéticoal 40%, se centrifugaronlos tubos, y

se midió el fosfato inorgánicoliberadoen los sobrenadantespor la reaccióndel

reactivoascórbico-niolibdato.

Anhidrasacarbónica (EC4.2.1. 1)

Se utilizó el métodode Sapirsteiny Lees. 1978 ((16). a sim vez inspirado

en el método colorimétrico de Maren. 1960 (17). El método se basa en

determinarla velocidad de cambio del pH medianteun indicador, el rojo de

fenol, en ausenciay en presenciade la enzima.

La solución indicadoraestá comnpuestapor rojo fenol 1.25 mg/mL en

Na
2CO3 2.6 mM, y se saturé con anhídridocarbónico. en baño de hielo,

duranteal menosuna hora antesde comenzarlos experimentos.A lo largo de

todo el tiempo en quese realizaronlos ensayos.se borboteógascarbónicosobre

estasolución. La reaccióml se llevó a caboen tubos de vidrio (7.5 cm x 7 rnmn),

y todas las solucionesy muestrasse mantuvieronen baño de hielo. Sobreel

fondo de los tubos se pipetearon70 pl de tampón Na2CO3 0.3 M, NaHCO3

0.206 M, pH 9.0, y sobre él, sepipetearon10-50 pI de suspensiónde muielina

(25 mg proteína/mí,en presenciao atmsenciadeTriton X-100 al 1 %). Se agitó

a baja velocidaden von’ex, procurandoqtme la muestrasemezcíarahomogénea-
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muentecon el tampón,pero sin que ningimna gota seproyectarahacia las paredes

del ambo, y se volvió a colocaren el bañode hielo. Luego seañadieromi500 pl

de la solución indicadorade rojo Fenol, se tapó inmediatamenteel tubo con el

dedo y se agUó en vor¿’ex a baja velocidad hasta que el color rojo vinoso del

indicador vira al amarillo. Se- realizaronblancos sin muestra,o con miiestma

hervidadurante3 minutos,paradeterminarel tiempo de reacciónno catalizado.

El tiemnpo qtme tarda en virar el indicadoren los tubos quecontienenmuestrase

denominatiempo cawlizado. La actividad enzimáticase calculé mediantela

ecuación:

AE tiempo no catalizado - tiempo calatizado
tiempo catalizado

Una imnidad de actividad enzimáticacorresponde,por tanto, a tina reducciónen

cl 50% del tiemnpo no catalizado.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Por el procedimientoquesedescribeen Materialesy Métodosseconsigue

un alto rendimientode membranamiel inica purificadaconalto gradodc pureza.

A partir de 50 g de sustanciablancafrescaseconsiguencornopromedio2.25 g

de membranapurificadaliofili±ada,ó 28 g de membranapurificada frescacon

una concentraciónmedia de proteína total de 25 ¡ng/ml. Como criterios de

purezade la membranase eligieron: la morfología, el análisis bioqu(mico

cuantitativo y cualitativo, y las actividadesde vados marcadoresenzimliátiCOs.

Desdeel puntode vista morfológico(Figura6), la preparaciónobtenida

muestralas estructurastípicamentemultilamelares,con bandeadocaracterístico.

producidopor la alternanciade líneaselectrónicameritedensas(lineasdensas

principales) con otras más transparentes(intraperiodos),de morfología muy

semejantea la que muestranlas vainas de mielina ¡u vivo. No se observóla

presencia de orgánulos subcelularescomo mitocoadrias. ni taml)OCO dc

sínaptosomas.axoneso núcleos.

El análisis bioquímicocuantitativo(Tabla3) reveló tinos resultadosmuy

parecidosa los descritosen la bibliografía para la mielina bovina del sistema

nerviosocentral. reflejandouna alta relación lípido/proteína(3:1, en peso). y

la presenciade altascantidadesde colesteroly galactolípidos.

Las clases lipídicas que forman parte de la mielina purificada se

analizaron por HPTLC. utilizando un doble desarrollomonodirnensionalpara

lípidos polaresy lípidos neutros(Figura 7). Las clasesmásabundantesfueron

los cerebrósidos(que seseparanendos bandasde distinta movilidad segúnsi el

ácido graso que está unido a la esfingosinaestá o no alfa-hidroxilado), el

colesterol y los fosfoglicéridos de etanolamina. Estos últimos son niás

abundantesque los fosfoglicéridosde colina, lo cuál es característicode la

membranamiel inica, a diferencia de lo que ocurre en la mayorla de las

biomembranas.Es de destacarque no sedetectócardiolipina (difosfatidil





TABLA 3

Composiciónde la membranamielínica obtenidapor el procedimientoque se
indica en Materialesy Métodos

Componente Datosexperimentales Datos bibliográficos’>

Proteínatotal 25.2 + 2.5 (7) 24.7

Fosfolípidos 31.1 + 2.9 (7) 32.4

Colesterol 19.9 + 2.6 (7) 21.2

Galactolipidos 238b 22.1

Los resultadosse expresancomo el porcentajeen peso seco (gIlOOg de
membranaliofilizada) + desviaciónestándar.Los númerosentreparéntesisse
refiere al número de determinacionessobre mielina procedentede diferentes
purificaciones.

“Datos recalculadosa partir de los de Norton y Cammer. ¡984 (18) para la

mielina bovinade sistemanerviosocentral.

bCalci,ilado por diferencia (100 menos la stmrna de fosfol ipidos, colesterol y

proteína).
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glicerol, DPG), un lípido específicode meínbranarnitocondrial.Con respecto

a los lípidos neutros,únicamentefuerondetectablespequeñísimascantidadesde

ácidos grasoslibres. No se detectaronni monoglicéridos.ni diglicéridos, ni

triglicéridos, •ni ésteresde colesterol.

El análisiscualitativo de las proteínaspresentesen la mielina purificada

se llevó a cabopor SDS-PAGE(Figura 8). El patrónelectroforéticoencontrado

respondeal descrito en la bibliografía, con cuatro bandasprincipales, PLP,

DM20, proteínabásica(BP) y CNPasa(éstaúltima resueltaen un doblete de

pesosmi~olecularesmuy próximos), ademásde un buen númerode proteínas

minoritariasdepesosmolecularesaparentessuperioresa 30 KDa, detectablesen

gran medidagraciasa la gran sensibilidaddel reactivoreveladorde plata.

A juzgarpor los resultadosque se muestranen la Figura8, la proporción

de DM20 es casi comparablea la del PLP en la mieLina de cerebrobovino,

confirmando resultadosprevios(Sehindieret al., 1990 (19)). y en contrade la

idea tradicional de que la DM20 es una isoforma minoritaria del PLP en la

mielina del sistema nervioso central. Esta idea se fundanientóen el análisis

cuantitativo de gelesde electroforesisteñidoscon CoomnassieBrillant Blue R-

250. Sin embargo,se ha demostradoque la capacidadde tinción de DM20 con

este reactivoesbastanteinferior quela de PLP; además,la mayorhidrofobicidad

de DM20 se traduceen una mayorpropensiónala agregacióne insolubilidaden

los tamponesde muestraparaelectroforesis,lo cuál puedeconducirasubestimar

la cantidadreal de DM20 queexisteen la membranapurificada.La preparación

de ¡nuestraspara la electroforesisdetallada en la sección de Materiales y

Métodos,junto al reveladocon reactivode plata solventanestosproblemas.

La Tabla4 resumelos resultadosde actividadesenzimáticasllevadosa

cabo sobre la memnbranapurificada~ conservadade dos manerasdistintas:

congeladacon nitrógenolíquido y conservadaa -80 ‘>C hastasu uso, o bien

liofilizada y conservadaa -30 0C hasta su uso. Se escogieroncuatro enzimas
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asociadasa mielina, una de ellas específicade esta membrana, la 2’,3’-

nucleátidocíclico 3-fosfodiesterasa(CNPasa).Los ensayosse llevaron a cabo

homogeneizandolas muestrasen presenciao ausenciade detergente,porque la

actividadde muchasenzimasasociadasa membranareqimierenla presemiciade un

símrfactantepara su actividad máxima. En todos los casos, la actividad en

presenciade detergente fue muy similar independientementedel estado de

conservaciónde la membrana.Sin embargo,cuandoel ensayosellev6 a caboen

ausenciade detergemite,las actividadescorrespondientesa la membranacongelada

fueron mtmy inferiores a las de la membranaliofilizada. Paraéstaúltima, las

actividadesfueronmuy parecidasenpresenciao ausenciadel detergente.Parece,

pues.que el procesode liofilización de la membranafacilita Ea exposiciónde las

enzimasal sustrato,permitiendoque algumiasenzimascon actividad “latente”

actúen sobre el sustrato. En el caso de La membranacongelada,se requiere

detergentepara que la actividadenzimáticatotal se manifieste. La excepcióna

lo comentadose da en el caso de la 5—nucleotidasa,donde, cii ausenciade

detergente, la actividad es mimy parecida independientementedel estado de

conservación.Para esta enzima en concreto, se sabe que los detergentesno

esimmnLilan sim actividad,e incluso puedeninhibiría (Cammeret al., 1980 (14)),

En términos absolutos, las actividadesespecíficascíe las enzimasen

mielina bovina listadasen la Tabla4 son bastante¡nferioresa las publicadaspara

mielina de cerebrode rata por Reiss et al., 1981 (15). El valor encontradopara

el marcadorespecíficoCNPasaen presenciacíe detergente(9700 nmol/min/mng

de prítc <mm) es bastante inferior al encontrado por estos autores (48000

nmol/min/mgde proteína)parala mielina de rata, pero sin embargoes superior

al encontradoporotros autores(3630 nmol/min/mgde protema) paramielina de

cerebrobovino purificada por otros mnétodos(Casadóet al., 1988 (20)), Con

respectoa la anliidrasa carbónica, los resultadosniostrados en la Tabla 4

concuerdanbien con las estimacionesde Camnmeret al,, 1977 (21) para la



TABLA 4

Actividadesenzimáticasespecíficasen la mielina purificaday electode su estado
de conservación

CONGELADA LIOFILIZADA

CNlPasasin OC

con OC

5 ‘-Nucleotidasa

Anh. carbónica
sin Triton X-l00
con Triton X-l00

1900±400(3)
9200±900(3)

16.5±2.1 (3)

0.70+0.02(5)
1.31+0.24(5)

7330+700(3)
9700±1400 (3)

14.6+3.0(3)

1.36+0.17(5)
1.34+0.16(5)

ATPasatotal
Na/K-ATPasa
Mg-ATPasa

ATPasatotal
con 0.1% DOC

Na/K-ATPasa
Mg-ATPasa

ATPasatotal
sin NaN3

38.4
32.4
6.0

60.0
51.0
9.0

57.0
48.6
8.4

34.8 69.6

Los resultadospara la anhidrasacarbónicase expresancomo unidades/mgde
proteína,definidas como se indica en Materialesy Métodos, El resto de las
actividadesespecificasse expresancorno nmol Pi/niin/mg de l)roteína. OC,
octilglucósido; DOC, deoxicolatosádico.
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mielina purificada de cerebrobovino, cuyaactividades muy inferior a la de la

mielina de cerebrode ratao ratón. Lo mismo es aplicableal casode la actividad

ATPásicatotal si secomparanlos resimítadoslistadosen la Tabla 4, para mielina

bovina, con los de Reiss et al., 1981 (15) para mielina de rata. Sin embargo,

desdeel puntode vista cualitativo,enamboscasosla mayor ¡)arte de la actividad

ATPásicatotal es inhibiblepor ouabaína(Na,K-ATPasa).Además,el hechode

que la actividad ATPásica total sea mnuy parecidaen presenciao ausenciade

azida sódica4 mM indica que la enzimaquesedetectaen la mielina purificada

no procedede contaminaciónpor membranasmitocomidriales.
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CAPITULO III

PURIFICACION DE LAS PROTEINAS DE MIELINA

POR RP-HPLC
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[NTRO DUCCION
El análisis y la purificación de las proteínastotales que componenla

membranamiclínica ha estadoobstaculizado duranteaños por sus particulares

propiedades de solubilidad, especialmente en el casode ¡os proteolipidos, hasta

tal punto de que no existe niñgtin procedimientorápido y cuantitativopara la

purificación dc estas proteínas. Debido a su naturaleza hidrofábica, SU

aislamiento se ha llevado a cabo generalmenteen presenciade detergentes

desnaturalizantes, sobre todo de dodecil sulfato sédico (SDS), Sólo después de

la solubilización en SDS, las proteínas totalesqueformanparte de la membrana

miel iníca pudieron ser analizadasy purificadaspor electroforesispreparativa en

gel (AgrawaL et al., 1977 (1)). o por cromatografíalíquida de alta eficacia de

exclusión por tamaño (SE-HPLC) (Trotter y Wegescheide.1985 (2)), La

extraccióncon solventesorgánicos(González-Sastre,1970 (3); Skalidis et al.,

1986 (4)) permite el aislamientode proLehas individuales de mielina, pero no

es adecuadapara la separaciónsimultáneade todos los componentesproteicos

(le estamenibraria

Durantelos últimos años, la técnicade la cromatografíalíquida de alta

resolucionen fasereversa(RP-RPLC)ha experimentadoun gran desarrolloen

lo concernientea la purilicación deproteínascíe membrana(Welling el al,, 1987

(5); Shan el al., 1990 (6)). Esta técnicasebasaen las interaccioneshidrofóbicas

c~ite tienen lugar entre ligandos hidrofóbicos unidosa la faseestacionariay los

agrupamientoshidrofóbicos de las proteínas. La gran variedad de fases

eStaCWfVdFmUSdisponiblesen el mercadolimitan el problema de la separaciónde

las proteínascíe mielina por RP-HPLC a la elección de tina rase móvil

apropiada.Esta, idealmente,debe reunir unascaracterísticasfísico-quimnicas

adecuadas,talescorno baja densidady viscosidad(paraevitar el uso de altas

presiones),transparenciaultravioletaa 280 nm (paraaumentarla sensibilidaden

la detecciónde la proteina). y un alto podercíLmotrépico que. en Case reversa,
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es inversamenteproporcionala su constantedieléctricao polaridad. Esta última

característicaes muy importante cuando se trabaja con proteínasaltamente

hidrofótiicas,porqueen casocontraríoéstaspuedenpermanecerretenidasen la

columna. Ademáses aconsejablequeel solvente seamiscible conaguapara la

eluciónengradiente.Muchosde ]os solventesorgánicosutilizadoshabitualmente

en RP-HPLC satisfacen La mayor parte de las propiedadesanteriores. Sin

embargo,no cumplen uno de los requisitosfundamentales:no son capacesde

disolver las proteínastotalesde mielina, especialmentelos proteolípidos.La

baja solubilidad de la ¡nuestra en la fase móvil puede originar precipitaciones

dentrode la columnaprovocandoel colapsode la misma, y puede favorecer,

especialmenteen el caso de proteínasde membrana, la agregación y las

interacciones inespec<ficas de la muestraconla fase estacionaria,quese tradtice

en una recuperación baja y tinos restíltadosno reproclucibles(Josic eL al,, 1990

(7)).

Algunasde las proleliras menoshidrofóbicasde mielina, tales como la

proteína básica o la glicoproteinaasociadaa mielina (MAC) se han conseguido

ptíriflcar por RP-HPLC a partir de extractos crudos, utilizando solventes

tradicionalesen esta técnica,como las mezclas de acetonitriloy agtía (Giegerich

et al., [990 (8); Shimamura et al., 1990 (9)). Estasniezcías,sin embargo,son

incapacescíe disolver los componentesmás bid rofóbicos. especialmente los

proteolipidos. Recientemente, el n—propanol ha sido titil izado cornomodificador

orgánicopara la elución de las proteínas de mielina en RP-E-IPLC(Bizzozero eL

al., 1989 (lCfl. Sin embargo,la bajasolubilidad de las piolemasen esta fase

móvil alarga considerablementela preparaciónde las muestrasy reducela vida

útil cíe la columna.

A pesarde quela característicafundamentalde los proteo]ipidos esla de

su solubilidad en solventesorgánicos,sólo tmn número limitado de solventeso

mezclascte los mismos se muestranefectivos en stí solubilización o en su
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extraccióna partir de sustanciablanca cte cerebroo de mielina purificada. A

partede la mezclacloroformo/metanol2:1 y/y (CM 2:1), el solventetradicional

cíe proteolipidos, éstospuedendisolverseen mezclasque contienencantidades

variablesde cloroformo y metanol, o solventesrelacionados,tales como las

mezclasde cloruro de metilenoo tetraclorurode carbonocon metanolo etanol.

Los proteolipidos de mielina tambiénson solublesen solventessimples cuya

estructurapuedeconsiderarsecorno una mezclade hidrocarburosdoradosy un

alcohol, talescomo el tricloroetano] (Lees, 1965 (II)) o el 2-cloroetanol.Todos

estossolventes,debidoa suspropiedadesfísico-qu<niicas,no sondeusogeneral

en RP-HPLC.

Así pues, el primero de los objetivosplanteadosen estecap<kilo fue el

de encontrarun solventeo mezclade solventes,compatiblescon la tecnologfa

de RP-HPLC, capacesde disolver las proteínasde mielina. Conseguidoeste

propósito,scha puestoa puntola ínetodologfa quepermitela separaciónrápida

de las tres fraccionesproteicasprincipales(le estamembranaaescalasanalítica

y senlipreparativa.



105

MATERIALES Y METODOS

Solventesy reactivosquímicos

Todoslos solventesorgánicosempleadosfueronde gradoanal itico o de

gradoHPLC. El tetrahidrofurano(THF) de gradoHPLC se obtuvode Probusy

de Merck (LichrosolvR), El aguaseobtuvo a partir deun sistemadepurificación

Milli-Q (Millipore). El dodecil sulfato sódico (SDS), la acrilamida, la N,N-

metilén bisacrilarnida,~el persulfato amónico, la N,N,N’.N’-tetrametiletile¡í

dianiina(TEMED), la glicina, el Tris, el ácido trifltíoroac~tico y el Cooníass¡e

brillant blue R-250secomprarona Merck. Los reactivosparala tinción conplata

de los gelesde electroforesissecompraroncomo un Ki( a los laboratoriosBio-

Rad (Si/ver Stain Plus). El SephadexLH—60 fue de Plíarmacía,

Materialesbiológicos

Los cerebrosde vaca(aproximadamenteun añodc edad)se obtuvierona

partir (le animales sacrificadosen el momento en el mataderomunicipal dc

Madrid, y se transportaronhastael laboratorio cii bañode hielo. Se diseccionó

la sustanciablancade los hemisferioscerebrales,se troccóy se lavó consolución

(le NaCí al 0.9%, y seutilizó inmediatamenteparala purificación (le membrana

miel inica, o bien se conservócongeladaa -30 0C en atmósferade nitrógeno. o

se liolilizó y conservóa -30 0C con gel de sílice comodesecantey en auiidsfera

cíe nitrógeno.

La membranamiel inica se purificó a partir (le sustanciablanca reciente-

mentediseccionaday lavada, comosedetallaen el capítulo II. La preparación

final de mielina purificada se congelócon nitrógeno ¡ <quido y se conservóa

-80 <>C, o se liofilizó y almacenóa -30 oc con gel de sílice y atmósferade

nitrógeno.

La preparaciónproteolipídicautilizada en Los ensayosde solubilidad se
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obtuvo a partir de sustanciablancapor la modificacióndel métodode Folch et

al., ¡957 (12), descritapor Monreal, 1975 (13), y se liofilizó segúnel método

de Aguilar et al., 1982 (14). El Liofilizado contieneun 30% dc proteínay un

70% de lípidos. Su patrónelectroforéticoestá formado exclusivamentepor los

proteolípidosPLP y DM20, así como agregadosproteolipídicosde alto peso

molecular,

Los extractoscrudos cíe proteínabásicase prepararonde dos formas

distintas:

a) A partir de la sustanciablancade cerebrobovino, delipidadacon CM

2:1, segúnel métodode Oshiro y Eylar, ¡970 (15).

b) A partir de mielina purificada,Litilizando solLicionesde CaCI2segúnel

métodode Gow y Smith, 1989 (16).

Los extractosseliofilizaron y seconservarona -30
0C. En algunoscasos,

se utilizó proteína básica purificada de conejo (18.5 KDa, Calbiochenú,o

proteínabásicabovina purificada(Sigma).

La fracción Wolfgram se purificó a partir cíe membrana miel inica

liofilizada segúnel métodode Kurihara et al., 1971(17>.

Cálculo del índice dc polaridad (1>’) en las mezclas<le solventes

La polaridadde una mezclabinaria de solventessecalculéde acuerdoa

la lórniula:

= aPa + Mi>

dondeP’ esel índicede polaridadde la mezclafinal, a y b son las fracciones

de volumen de los solventesindividuales y Pa y Pb sus respectivosíndicesde

polaridad.La fórmula anteriory el valorde los Indicesde polaridaddecadauno

de los solventesse tomaronde Snyder, 1974 (18).
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Ensayosde solLIb¡Iida(l

Un mililitro de cada Lina de las mezclasensayadasde THF y agua se

añadieronsobre las siguientescantidadesde material biológico, contenidoen

tubos pequeñosde vidrio: 6 mg de preparaciónproteolipídicaliofilizada (¡.8 mg

de proteína); 6 mg de mielina liofilizada (1.73 mg de proteína); 64 mg de

mielina fresca (1.73 íng de proteína),o 68 mg de sustanciablanca fresca (5.5

mg de proteína).Los tubostaparon,seagitaronen un vonexy secentrifugaron

a 100.000g dtirante30 minutos, De cadasobrenadantesetomaronalicuotaspara

la determinaciónde protema. Los resultadosseexpresancomo el porcentajede

proteínasolubilizadacon respectoa la proteínatotal de la muestracorrespon—

dicíite.

La solubilidaddel preparadoproteolipídico liofilizado en mezclasdeTHF

y aguase investigó tambí~n tras su solubilizaciónprevia en la mezclaclorofor-

mo/metanol2:1 y/y (CM 2:1), Paraello sepreparéunasoluciónstockdecrudo

proteolip<dico liofilizado en CM 2:1(50 mg de liofilizado por mí). A partir de

esta soluciónsepipetearonalicuotasde 120 pl (1.8 mg (le proteína)en tubosde

vidrio, Se evaporéel solventecon unacorrientede nitrógeno, y los resi(luosse

trataroncon un mililitro cíe la mezclacíe TI-IP y agua correspondiente,como se

describearriba.

Electroforesis

Preparación de los ¡nuestras

Los extractosobtenidoscon las mezclasdeTHF y aguaen los ensayosde

solubilidad,y las fraccionesobtenidaspor RP-HPLCseliofilizaron directamente.

Los liofilizados obtenidos, así como los materiales biológicos de partida

(mielina, sustanciablanca,crudoproteolipidico) seprocesaronparaelectroforesis

en gel de poliacrilamida con SDS (SOS-PACE)de dos manerasdistintas:
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a) Delipidando con THF anhidro, y disolviendo el residuo proteico

delipidadoen el tampónde muestrapara la electroforesis(Tris-HCI 0.25 M. pl-!

6.8, conteniendo2.5% de SDS), con la ayuda de un sonicador de baño

(Bransonie 12>.

b) Disolviendo las muestras,con o sin lípidos, en soluciónde Na2CO3al

1% conteniendoSDS al 2.5%, sonicandocuando fue preciso. Este medio fue

particularmenteútil para disoiver las fracciones liofilizadas obtenidaspor RP-

HPLC. Antes de la electroforesis,las proteínasdisueltasse transfirieron al

tampóndemuestraparala electroforesis(Tris-HC[ 0.25M, pl-! 6.8, conteniendo

un 2.5% de SDS) utilizandominicolumnasrellenasconSephadexG-25,corno se

describióen el capitulo U (ver Pag. 84).

condiciones de la electrofotesis y métodos de tínción

Se prepararongeles(7 x 8 cm, 0.75 mm de grosor) de acrilamidaa una

concentracióndel 14%, con un gel concenirador(Macking) deacrilamidaal 3%.

Las condicionesde SDS-PAGEfueronlas descritaspor Laemmli (1970 (19)). El

buifer de desarrollofue 0.05 M Tris, 0.384M glicina, 0.1 % SDS, pl-! 8.4. Se

utilizó una unidad vertical M¡gluy Sinaí! II (Hoeffer Scientific lnstrunienís).

conectadaa una fuente de alimentaciónLKB 2103, La intensidadde corriente

eléctrica fue de 3 mA. y el tiempo de desarrollofue de unos40-60 minutos. La

cantidadde muestraen cadacalle fue cíe 1—30 pg cíe protema, en un volumende

5-ls pl, y llevaron un ¡0% de glicerol y 10 pg/inl de azul de bromofenol.

Completadocl desarrollo,los geles se tiñieron de dos formas distintas:

a) ConCoomassieBrillant Bine R-250: Los gelessetiñerontoda la noche

en tina solución del coloranteal 0.25% en ínetanol/agua/acidoacéticoglacial

45:45:5,en volumen, y se destiñeroncon netanol/agua/ácidoacéticoglacial

27:64:9,en volumen, hastaqueel el contrasteentre las bandasy el fondo fue

suficientementealto.
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b) Con La tuición deplata: seusóel métodode Gottlieb eL al., 1987 (20),

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

mantuvieronen la solución reveladoraduranteunos 15 minutos.

Análisis densitoniérrico de los geles de elecíroforesis

Los geles teñidos se analizaron en un densitómetroláser (Molecular

Dynamics300A CornputingLaserDensUometer).Los pesosmolecularesde las

bandassecalcularonutilizando el software incorporadoal ordenadorconectado

al aparato,por comparacióncon la movilidad de proteínasde referenciadepeso

molecularconocido: Fosforilasab (94 KDa), seroalbúminabovina (67 KDa),

ovoalbúmina(43 KDa), anhidrasacarbónica(30 KDa), inhiLuidor de tripsina de

soja(20,1 KDa) y alfa-lactalbilmina(14,4 KDa). todasellas obtenidascomo un

kit de Pharmacia(Suecia).

Cromatografíaen capatina de alta eficacia qLPLTC)

La composición lipídica cualitativa de las níuesírasse examinó sobre

placasde I-IPTLC de lo x lO ciii o de 10 x 20cm precubiertascon gel de sílice

60 E254 (Merck), Las muestras,disueltasen CM 2:1 se aplicaron como bandas

dc 1 cm de aíícho, a 1.5 cm delextremoinferior de la placa,usandounajeringa

Hamilton. Las placas se desarrollaronpor el método descriw por Vitiello y

Zaneua,¡978 (21), y se revelaronexponiéndolasa vaporesde yodo.

Cromatografía[<quida<le alta eficaciaen rasereversa(RP-HPLC)

Preparación de las mu.esu’as

Antes de inyectaren la columna, La membranamiel inica purificada y

liofilizada sedelipidó de dos formas distintas:

a) Con SephadexLH-60: se disolvió la íííiel¡na liofilizada en la mezcla

THF/agua4:1 y/y, conteniendoun 0. 1 % de ácido trifluoroacético(TEA), a tina
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concentraciónde 2 mg de proteínapor mí, y se filtré a travésde una columna

de 5 ml rellenacon SephadexLH-6O {Bizzozero et al., 1982 (22)), equilibrada

y eluidacon la misma mezcla. Las protemasdelipidadaseluyenen el volumen

vacío de la columna(VW.

b) ConTHF anhidro:50 mg demielina liofilizada se trataroncon 8 ml de

THF (grado HPLC) en tubos de vidrio con tapónde rosca. Se agité con un

agitadorde tubos tipo vor¿ex y se centrifugó a máximavelocidaden centrífuga

de mesadurante 10 minutos. Se separéel sobrenadante,y sobreel precipitado

serepitió el mismo tratamientootrascinco veces.El precipitadofinal sedisolvié

en THF/agua4:1, 0.1% TEA a una concentraciónde 3.5 aig de proteínapor

ml. Esteprocedimientoproduceunadelipidaciéndel 95%, con tina recuperación

de lirote ma en torno al 88%.

Antes dc inyectar, la mielina delipidada,disuelta en THF/agua4: ¡ y/y,

0. 1 % TEA, se diluyó con agua conteniendo0. 1% de TEA hasta que la

concentraciónfinal de TI-IP en la muestrafue del 30% en volumen. Todas las

muestrasse liltraron a Iravés de filtros FHLP de 0.5 pm (Millipore), o se

centrifugaroncii una centrífuga para tubos Eppendorff a máxima velocidad

dii ra ¡iLe 1 5 ni i mitos arites de ser inyectadas.

Equ¡pam¡enw, columnas y condiciones de eíuc¿½n

Sc utilizó un sistemade HPLC dePerkin-Elrnerequipadocondos bombas

y un lormador dc gradien¡es,conectadoa un detector ultravioleta LC—75 cíe

longitud de ondavariableya unaestacióndedatosmodelo3600 (Perkin—Elnier).

Se utilizaron las columnasAltex RPSC UltraporeC-3 (tamañode poro de 300

A; tamañode partículade 5 pm) analítica(4.6 mm x 7.5 cm) y semipreparativa

(10 ním x 25 cm), suministradaspor Beckman. Para la columna analítica se

mncorporó al inyector un /oop dc 500 pl; para la columna seníipreparadvase

utilizó un íoopde 4.8 níl. La eluciénsellevé a caboa temperaturaambiente(23-
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26 0C), con detecciónultravioleta a 280 nm. El flujo fue de 1 mí/mm írara la

columnaanalíticay dc 4.7 ml/mm para la columnasemipreparativa.

Determinacionesanalíticas

La proteínase determinópor eL método de Lowry et al., 1951 (23),
incorporandoun 3% de SDS al reactivoC (Aguilar e al., 1982 (14)), y usando

seroalbúminabovina qonio patrón. EL fósforo lipídico se determinépor el

métodode Ames y Dubin (1960 (24)).
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RESULTADOS

Solubilidadde los proteolípidosen solventesorgánicos

Corno estudio previo, se ensayó la solubilidad de los proteolípidos

purificadosy liofilizados en níásde 130 mezclasde solventesorgánicos,de los

cuáles los más representativosse muestran en la tabla 5. Como criterio

comparativo,seescogióel índicede polaridad(P) propuestopor Snyder, 1974

(18). En 1-IPLC de fasereversa,el valordeP’ para un solventees inversamente

proporcionala su podereluotrópico:solventescon bajo índicede polaridadson

los queposeenmayor capacidadde elución de solutos.

Desdeel puntode vista de la solubilizaciónde un determinadosolutopor

un solvente, es útil distinguir entre la “fuerza’ del solvente, cuantiFicada

medianteP’, y su selectividad,qt¡e podríadefinirsecomola capacidadquetiene

un solvente para exhibir interaccionesespecíficascon un soluto, y que otros

solventescon la mismapolaridad(P’) no poseen.La selectividadde los solventes

sc cuantifica mediantetres parámetros,x~, ~ y x1, que, desdeel pLinto de vista

práctico, reflejan la capacidadrelativade un solventepara funcionar, respectiva-

mente,Como aceptorde prOtones,dadorcíe protones,o participaren interaccio-

nes dipolo-dipolo. De acLierdo al valor de cada uno de estos tres l)arállKtros,

Snyder (1974 (18)) clasifica a los solventesen nueve grupos de selectividad

diferentes.Por ejemplo, los solventesincluidosen el grupo ¡ (éteres,aminasy

guanidinassustituidas)sonfuertesaceptoresdeprotones(x~alto).dadoresdébiles

dc protones(x,.1 bajo) y poseenun momentodipolar intermedio(x,). El grupo 1]

está constituido por solventescon capacidadaceptora y dadorade protones

(alcoholesalifáticos). Otrosalcoholesmásacídicos(glicoles. alcohol bencflico)

sc incluyen en el grupo IV. El grupo VIII engloba los solventescon gran

capacidaddadorade protones,talescomo el cloroformo y el agua.

En la práctica,ésteautorrecomiendacomoel primer pasoparainvestigar



TABLA 5
Solubilidad de la fracción proteolip idica liofilizada en solventes orgánicos.

Mezcla Polaridad(PT) Grupo de. Selectividad Solubilidad

CM2:1 5.13 11
n-propanol/agua 76:24 5.13 VIII
n-propanol/agua76:24 5.13 VIII
0.1 % TEA
isopropanol/agua79:21 5.13 VIII
n-propanol/metanol54:46 5.13 II
n-butanol/metanol55:45 5,13 II
THF/metanol 61:39 5.13 U
THF/agua80:20 5,16 VIII + + +
THF 4.20 III
THF/etilenglicol 73/27 4.53 IV +++
TI-IF/etilenglicol/agua 4.84 VIII +++
76:14:10
THF/etilenglicol/metanol 4,84 II +
59:27:14
diclorometano/metanol NI JI +++
2:1
1 ,2—dicloroetano/mctanol NI II ++ +
2:1
2-cloroetanol NI NI +++
acetonitrilo 6.20 VTa
acetonitrilo/agna 75:25 6.90 VIII
0.1% TEA
acetonitrilo/agua50:50 7.60 VIII
0.1% TEA
acetonitrilo/agua 25:75 8.30 VIII
0.1% TEA

Se trataron lO mg cíe PLP liofilizado (3 mg de prote ma) cori un mililitro de las
mezclasque se indican. Despuésde agitar en vortex, se asignaronlas siguientes
unidades arbitrarias de solubilidad: (—), partictílas suspendidas, sin aparente
solubilización; (+), fuerte turbidez sin partículas suspendidasvisibles; (+ +),
turbidez ligera; (+ + +), solución transparente,sin ningunapartículasuspendida.El
ácido trifluoroacético (TEA) no se tuvo en cuentapara el cálculo del índice de
polaridad en las mezclasque lo contienen.Las proporcionesde los solventesen las
mezclasseexpresanen volumen. NI, no indicado. En las mezclas,se seleccionéel
grupo (le selectividaddel componentemáspolar (Snyder, 1974 (18)).
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la solubilización completa de un soluto, el encontrar la polaridad éptima

utilizando una mezcla de dos so[ventes con distinta P’. Tras ello, la selectividad

másadecuadapuededeterminarseutilizando unamezclacon el óptimo valor de

P, pero perteneciendoa otros gruposdeselectividad.Puestoquelos proteol<pi-

dos se han disuelto y extraido tradicionalmentecon la mezcla CM 2: 1 (P

5.13), se ensayaronvarias mezclas con idéntica polaridad y ampliamente

utilizadas en la técnica de RP-1-IPLC (Tabla 5). Las mezclasde n-propanol,

isopropanol o n-btitanol con agua o metanol fueron ineficaces, incluso cuando se

incluyó ácido (0.1 % TFA). Lo mismo ocurrió con tas mezclas de THF y

nietanol. Sin embargo,el TI-IP mezcladocon aguaen la proporción80:20y/y,

con unapolaridadprácticamenteidénticaa la del CM 2:1 , disolvió por completo

la muestra. Lo mismo ocurrié con otras mezclas binarias y ternarias que incluyen

el THF, a pesar de que su W es muy distinto de 5,13. Tal es el caso de

THF/etilenglicol 73:27 ó THFletilenglicol/agua76:14:10 (por volumen). Las

mezclasde acetonitriloy agIla, quizásla fasemóvil unís utilizada en RP-HPLC,

fueron ineficaces,incluso conteniendo0.1% de TFA.

Los resultados recogidos en la TablaSindicanque, ademásde las niezcías

ya descritas en la literatura (CM 2:1, 2-cloroetanol, diclorometano/metanol 2:1

dicloroetano/metanol 2:1), sólo algunas mezclas en las que participa cl TI-IP son

capaces de disolver completamente a los proteo! ipiclos purificados. Entre ellas,

las mezclas de TI-IP y agua parecen apriori las más adecuadasconio fase móvil

para RP-HPLC, por lo que se investigaron con detalle.

Solubilidad <le los proteolfpidos en mezclas de THF y agua

Los proteolfpidospuedendisolverseen mezclasquecontienendiferentes

proporcionesde THP y agua. La Figura 9 muestrael rangodentro del cuál el

PLP liofilizado fue soluble. Tanto el TI-IP puro como la mezclaque contienetui

50% de agua disuelvencantidadesmínimas de proteína.Por el contrario, las
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mezclasque contienenentreun 17% y un 23% de aguadisuelvenla preparación

proteolipídicacompletamente;si La cantidaddeaguaes mayordel 23% o menor

del 17%, la solubilidaddisminuyemarcadamente.

Cuandola muestrade proteolípidossedisolvió previamenteen CM 2:1,

seevaporóel solventecon una corrientede nitrógeno,y los residuossetrataron

con las mezclasde THF y agua(Figura 9, símbolos negros), la cantidad de

prote<na disueltadisminuyómarcadamente(la solubilidadmáximafue en torno

al 65%). Esta pérdida de solubilidad es atribuible a la exposición de los

proteolipidos a altas concentracionesde metanol, menos volátil que el

cloroformoduranteel procesodeevaporación.La pérdidade solubilidadde los

proteolípidos(“desnaturalizacién”)inducidapor metanolesun procesoconocido

desdehacetiempo (Folch-Pi y Stoffyn, 1972 (25)). Sin embargo,a pesarde la

pérdidacuantitativade solubilidad, el perfil de la curvade solubilizaciónes muy

similar a la curva control (Figura 9, símbolosblancos).El porcentajemáximo

de solubilización corresponde también a la mezclaquecontieneaproximadamente

~in 20% de agua en volumen.

Solubilidad de las proteínasde mielina en mezclasde Tiff/agua

La proporción de proteínas totales de mielina que se disuelven en las

muestras de TI-IP y agua se muestran en la Figura lOa. El perfil de solubilización

Fue muy similar para las dos preparacionesde mielina utilizadas, liofilizada o

fresca; el hecho de que las dos curvas no solapenperfectamentese debe, sin

duda, al aguaaportadapor el matelial fresco (alrededorde un 5% adicional.en

las condiciones del ensayo), y que no fue tenido en cuentaen los cálculos de

índicesde polaridad. Las mezclasconteniendoentreun 20 y un 33% de agua

(mielina liofilizada) o entreun 17 y un 30% deagua(mielina fresca),disolvieron

la cantidadmáximade proteína,cifradaen torno al 60% de la proteínatotal de

la mielina, Los extractosobtenidosa partir de mielina liofilizada con cadauna
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de las mezclas ensayadas se sometieron a SDS-PAGE como se indica en

Materiales y Métodos. Los geles, teñidos con Coomassie Brillant Blue R-250 se

analizaron por densitometría láser. Los perfiles densitométricos se muestran en

la Figura lOb. A una polaridadbaja(P’ = 4.68>, con la mezcla que contiene un

10% de agua en volumen, los proteolipidos fueron las principales especies

proteicasextraidas. Son visibles, además,otras bandasdifusas de alto peso

molecularcorrespondientesa los agregadosproteolipidicos que muy a mentido

seobservanen la electroforesisde proteolípidos(Lees y Brostoff, 1984 (26)).

A polaridadesmayores, las dos bandasde proteolipidos (PLP y DM-20) y sus

agregadostambiénestánpresentes,pero la cantidadde proteínabásicaextraida

va aumentandogradualmente.La mezclaconteniendoun 40.8% de agila (P =

6.16) extrajo casiexclusivamenteproteínabásica.Así, variandoúnicamentela

cantidadde aguapresenteen la mezcla puedenprepararseextractosaltamente

enriquecidosen proteolípidoso en proteína básica a partir de membrana

miel inica purificada.

Es de destacarque la solubilidad de las protemasde mielina fue total

(100%) cuandose incluyó ácido (0.1% de IFA) en la mezclacon un 20% de

agua (THF¡agua 4:1 y/y). Como se ve en la Figura lOa, la proteínacx~raidacon

esta mezclaen ausenciade ácido esde alrededorde un 60%. La presenciadel

ácido facilita [a solubilizaciénde las protemas de la fracción Wolfgram, que

son, por definición, aquellasproteínasde mielina insolublesen CM 2:11 pero

solublesen CM 2: 1 acidificado.

Extracción (le la sustanciablanca cíe cerebrocon mezclasde TiLF y agua.

Efecto<le la composición<leí solvente.

La proporciénde proteínasextraidasa partir de sustanciablanca fresca

decerebropor mezclasdeTHF y agua,desde0% hasta50% de agLía, semuestra

en la Figura 1 la (símbolosnegros). La cantidad máximade proteínaextraida
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sc cifra en torno al 20% de la proteínatotal, y sealcanzadentrode un intervalo

relativamenteestrechode polaridades(P’ entre 5.09 y 5.40). La proporciónde

proteínasextraidaspor mezclasde cloroformo y metanol(entre0% y 100% de

metanol) tambiénse indican en la Figura lía (símbolosblancos).Paraque los

resultados obtenidos con los dos sistemas de solventes hieran comparativos, los

valores experimentales se han representado en función de sus fndices de

polaridadrespectivos.Las mezclasdecloroformoy inetanolextrajeronalrededor

del 25% de la proteínatotal, en un intervalo siniilar de polaridades(entre 4.68

y 5.40) que el de las mezclasde TI-IF y agua. El cloroformo puro extrajo un

14% de la proteínatotal, mientrasque el THF puro extrajo únicamenteel 1%

utilizando tejido fresco.

En la Figura lIb semuestranlos densitogramasde los extractosobtenidos

con las mezclasde THF y agua despuésde la electroforesis,Nuevamente,la

cantidad y el tipo de Las proteínasextraidasdependenmarcadanientede la

polaridadde la mezclaextractora.A la polaridadmásbajaanalizada(P’ = 4.44;

5% de agua),el proteol(pido DN4-20 se extrajo prefcrenteineíne:a polaridades

intermedias(4.68 y 5.09; 10% y 18.5% de agua,respectivamente)la relación

PLP/DM2O aumentagradualmente.Con estas últimas mezclas, las especies

predominantementeextraidasson los proteol(pidosy susagregados.Las mezclas

con mayor contenido en agua extrajeron menor cantidad (le proteol ipidos y

mayor cantidad (le prote fila básica. La mezcla que contiene un 50% de agua

(P’ = 6.60) extrajoexclusivamenteproteínabásicay tina prote ma no identifica-

da con un peso molecular aparente dc 16 KDa, probablementerestos de

hemoglobina.

La composición lipídica de los extractosobtenidoscon las mezclascíe

TI-lE y agua seanalizó por HPTLC (resultadosno mostrados).Al contrariode

lo observadocon lasproteínas,no seencontrarongrandesdiferenciascualitativas

en la composiciónlipídica de los extractos,dentro del rango (le polaridades
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estudiado.Las especiesdetectadasparatodosellos fueron: colesterol,cerebrósi-

dos (dos manchas),sulfátidos (dos manchas),fosfatidiletanolainina(PE), ácido

fosfatidico (PA), fosfatidilínositol(PI), fosfatidilserina(PS), fosfatidilcolina(PC)

y esfinfomielina (Sph). La manchaen el origen fue apreciablementemásintensa

con las mezclasqueextrajeronla máximacantidadde proteína.

Purificaciónde las proteínasde mielina por RP-LWLC a escalaanalítica

En primer término se abordé el problema de la selecciónde la fase

estacionariaadecuada.El desarrollode los nuevossoportesdegel de síliceunido

a cadenasalquilo cortas o ultracortas, y de tamaño de poro ancho, han sido

especialmenteútiles para la separaciónde otras proteínashidrofóbicas. Entre

ellas, los mejores resultados se consiguieron, rara los propósitos de este

capftulo, con columnasC3 de 300 Á de tamañode poro, en coincidenciacon

resultadosprevios de otros autores (Nice et al,, 1981 (27)). En estudios

preliminaresse ensayaroncolumnas C6 y CIS sin éxito, debido a la total

retencióncíe algunasproLe í nas, pri ncípainientelos proteolipidos.

Las condicionesóptimas de separaciónde las proLe mas de mielina se

investigaronen primer lugar con cadauno de los coniponentespor separado

(proteínabásica,proteínasde la fracciónWolfgram y proteolípidos),extraídos

a partir de mielina o de sustanciablanca.Se comenzócon el componentemenos

hidrofóbico. la proteína básica, y la columna C3 analítica. Uno de los

parámetrosinvestigadosen primer término fue el contenidoinicial de TRE en

la fasemóvil. Estedebede ser suficientementealto para manteneren solución

a las proteínasmáshidrofébicas(proteolipidos), y al mismo tiempo suficiente-

mentebajo para permitir que las proteínasmáshidrolílicas (proteínabásica)

interactúencon la columna y no salgan excluidas en el V0 (el fr~ente del

solvente).La Figura ¡2 muestrala posición deeluciénde la proteínabásicade

conejo comercial (Calbiochem, 18.5 KDa) bajo distintas condiciones de
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gradiente.Comola proteínabásicaeshidrosoluble,seensayarondos gradientes

diferentes,comenzandoporTFA al 0.1% enagua(0% THF; Figuras12a y 12b).

Estas condicionesiniciales son, sin embargo,impracticablesen el casode los

proteolipidos debido a su insolubilidad en agua, por lo que se aumentó la

concentracióninicial de TI-IP. -Se encontróquela concentraciónmáximadeTJ-IF

quepermiteque la proteínabásicainteractúecon la columnaesdel 30% (Figura

12d). Una concentracióninicial del 40% (Figura 12c) o inclusodel 35% evita la

interacciónde la proteínabásicacon la faseestacionaria,y la excluyejunto al

frente del solvente.

Conocidala concentracióninicial de THF óptima en el gradiente, se

purificaron cadauna de Las fraccionesproteicasde mielina (proteínasbásicas,

fracciónde proteínasWolfgram y proteolípidos),y se inyectaronpor separado

bajo las mismascondicionesde elución: tres minutosen condicionesisocráticas

con 30% de THF en agua, seguido de un gradiente linear de 20 minutosdesde

30% hasta 100% de THF en agua (Figura 13). Las dos soluciones (agua y THF)

contuvieron un 0.1 % en volumen de TFA.

La proteína básica, aislada con una solución de CaCI2 a partir de

membranamielínicapurificadacorno sedescribeen Materialesy Métodos,eluye

a un tiempo de retenciónidéntico(Figura 13a) al de la proteínabásicacomercial

deconejobajo las mismascondicionesdeelución (Figura 12d). y a un porcentaje

de TI-lE del 54%. Las proteínasde mielina insolubles en CM 2:1 (fracción

Wolfgram, Figura 13b) eluyen a unos porcentajesde THF algo mayores,en

torno al 70% para el pico principal. En estapreparaciónse detectanpequeñas

cantidadesdeproteínabásica(pico a los 10 mm) y proteolipidos contaminantes,

Los proteolipidos, extraidosa partir de sustanciablancade cerebrobovino y

delipidadosa través de SephadexLH-60 como se describeen Materiales y

Métodos,eluyen a un 84% de THF.

Con estascondicionesde gradienteseconsiguela separaciónnetade las



Figura 12.- Opthuizaciónde Las condicionestntciales para la
ducidade las proteínasde mielina en RP-HPLC, utilizando
mezclasde TI-{F y aguacornofase movil. Se utilizó proteína
básicacomercialde conejo. Los trazosdiscontinuosrepresen-
tan los gradientesaplicadosen cada croinatograrna.Los dos
solventesutilizadosparala formación de los gradientes(TI-IB
y agua)contuvieronTFA al 0.1%. En (a) y (b), el contenido
inicial de TITE en la fasemóvil fue dcl 0% (100% de agua).
En (e), el contenidoinicial deTI-IP fue del 40%, y en (d), di
30%. Obsérveseque para contenidos iniciales de THB
superioresal 30% (e), la proteínabásicano interaccionacon
la fase estacionaria, y eluye en el volumen vacío de la
columna(V0). Ena-eseinyectaron250gg de proteínabásica
disueltaen TEA al 0.1% en agua(25 pl). En d, seinyectaron
125 pgde proteína(12.5 pl). ColumnaAltex RPSCUltrapore
analítica. Flujo dc 1 mí/mm. UA, unidades de absorbancia a
280 nm.
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tres fraccionesproteicasque componenla membranamiel (nica en un intervalo

de tiempobastantecorto(20 minutos). EL ordendeelución coincidecon el orden

de hidrofobicidadconocidode cadauna de las fracciones.

Otro de los factores que afectaron al proceso de separaciónde las

proteínasde mielina fue la composicióndel solventeutilizado para disolver la

niuestra.Ésta afectóespecialmentea la proteínabásica.El efectose ilustraen

la Figura 14, en la que una mezclade proteínabásicabovinacomercial(Sigma)

y proteolípidospurificadosde sustanciablancaseinyectaronsimultEinea¡nente.

Cuandoel solventeen queva disueltala muestratiene idénticacomposicióna la

de la mezcla inicial del gradiente(TITE/agua30:70,0,1 % TEA; Figura 14a),

ambasproteínasinteractúancon la faseestacionaria.Sin embargo,cuandolas

proteínasse inyectandisueltasen concentracionesmayoresde TRE (TI-tE/agua

80:20, 0,1% TFA), la proteínabásicaeluye prácticamenteen su totalidaden el

frente del solvente,mientrasque la elución de los proteolipiclos no se afecta

(Figura 14b).

Separación de /as proteínas de nvie/ina: preparación de la muestra

Establecidaslas condicionesóptimas de elución con cada Lina de las

fi-acciones proteicas por separado,se pasó a estudiar la separaciónde las

proteínastotales de mielina. Se comprobóque un requisito fundamentalpara

conseguirbuena resolución fue la delipidación de la membranaantes de la

inyección.Los lípidos, queen la membranamiel inica suponenel 75% del peso

seco total, disminuyen la resolución de las fracciones,especialmentede las

proteínasWolfgram y proteolípidos,y ademásproducen insolubilizaciones
indeseablescuandola muestrase diluye con agua antesde ser inyectadas.La

delipidación de la membranase llevó a caboen primer término utilizando un

Sephadexlipofílico, el SephadexLH-60 (Bizzozeroet al., 1982 (22)). Paraello,

la mielina purificadasedisolvió en TITE/agua4:1, 0.1% TEA a una concentra-



Figura 13.- Elución de las tres fracciones proteicasde la
mielina bajo las mismas condicionesde elución: condiciones
isocráticasdurante3 mm con 30% de TI-IP en agua,seguido
de un gradientelinear de 20 mm desde30% hasta 100% de
THF en agua. Los dos solventesutilizados para la formación
del gradiente(el THF y el agua)contuvieronTEA al 0.1 %.

(a), proteínabásicaaisladacon solucionesde CaCI2 a partir
de mielina purificada: 250 ug de extracto liofilizado disuelto
en 50 pl de solvente. (b), protemasde mielina insolublesen
CM 2:1 (fracciónWolfgran-i): 300vg de proteínatotal en lOO
pl de solvente, (c), proteol<pidos extraidos de sustancia
blanca, delipidadospor cromatografíaen SephadexLH-60:
175 pg de proteínaen 200 pI de solvente. En (a) y (b), las
muestras.seinyectarondisueltasen TI-LP/agua30:70 y/y, 0. 1
% TEA, En (e), la muestraseinyectó en THF/agua4:1 y/y,
0.1% TFA. Columna Altex RPSC Ultrapore C3 analítica.
Flujo de 1 ml/ruin.
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Figura 14.- Efecto de la composicióndel solventeen quesedisuelvela
muestra sobre la elución de la proteína básica. En (a), 100 pg de
proteínabásicabovina comercial (Sigma) y 110 vg de proteolípidos
delipidadosseinyectarondisueltosen300 jsl deTHF/agua30:70y/y, 0.1
% TFA. En (lO, 125 vg de proteínabásicay 150 pg de proteolípidos
se inyectarondisueltosen 300 pl deTHF/agua80:20 y/y, 0.1 % TEA.
Las altasconcentracionesde THF en la solución de la muestraevitan la
interacciónde la proteínabásicacon la fase estacionaria,eluyendoen
el frente (leí solvente{V0).
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ción de 2 mg de proteína por muí. Un mililitro de la solución se cargó por cada

5 ml de resma empaquetada en una columna, hinchada y equilibrada con

THF/agua 4:1, 0.1% TFA, y se eluyd con la misma mezcla. En esta resma las

proteínas salen excluidas en el volumen vacío (y0), mientras que los lípidos se

retienen. Con este sistema se alcanzan delipidaciones próximas al 95%, según se

deduce del contenido en fósforo lipídico de la muestra antes y después de] paso

por la columna. Antes de inyectar, la muestra se diluyó con TFA al 0. 1 % en

agua hasta rebajar la concentración de TI-IP hasta cl 30%. La presencia del ácido

y la casi total ausencia de lípidos asegura la completa solubilidad de las

proteínas después de la dilución. Muestras con mayor contenido lipídico

producen turbidez aparente cuando se diluyen. Como se mostró en la Figura 14,

esta concentracióndeTHF (30%) garantizala interacciónde la proteínabásica

con la faseestacionaria,evitandoquesalgaexcluidajunto al frente del solvente.

La Figura 15 muestrael cromatogramatípico cíe tina muestrade mielina

preparada como se acaba de describir, y en las mismas condiciones de eltíción

que sc utilizaron con cada una de las fracciones proteicas aisladas (Figura 13).

Las fracciones señaladas en el crornatograma se colectaron. se liofllizamon y se

procesaronpara electroforesis, Debajo del cromatograniase muestran los

resultadosen un gel teñido con CoomassieBrillant Blue R-250. La fracción 1.

el frente dcl solvente, no contiene ningunaproteínadelectable.La fracción II

producetina bandaintensaque correspondea la proteínabásica:la fracción III,

un intenso dobletejunto a otras bandasminoritariasde mayor pesomolecular

correspondea la fracción Wolfgram. La fracción IV está compuestapor los

proteolipidos y sus agregadosde alto peso molecular,éstosúltimos visiblesen

el gel como una bandadifusa que conligra con la banda inferior del doblete

principal de la fracción Wolfgram.Cadaunade las fraccioneseluyea un tiempo

de retenciónidénticoal quepresentancuandolas mismasprotemas, aisladaspor

otros métodos,se inyectan por separado(Figura 13).
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Aunqueel métodode delipidaciónpor el SephadexLH-60 dio resultados

satisfactorios,su mayor limitación fue quelas solucionesde proteínasdelipida-

das seobtienenbastantediluidas (aproximadamente1 mg de proteínapor mí).

Como antesde la inyecciónen el cromatógrafoes necesariodiluir nuevamente

la muestrapara rebajarsu contenidoen THF, la cantidad máximade proteína

quese puedeinyectaren la columna, utilizando un íoop de 500 >il, esde tinos

300 vg. Para solventareste problema,se probó otro método de delipidación,

basadoen la observaciónde que, minimizandoel contenidodeaguaen el medio

de extracción,el THF disuelvemuy pequeñascantidadesde proteínaa partir de

membrana¡nielínica purificada (ver Figura lOa), mientras que extrae gran

cantidadde lípidos. La extracciónsecuencialde mielina liofilizada con THF

anhidro, como se describeen Materialesy Métodos (ver Pag. líO), rinde un

residuo constituido por proteínasaltamentedelipidadas y muy solubles en

THF/agua4:1, 0.1% TEA. Los resultadosmás satisfactoriosse consiguieron

repitiendoel tratamientode THF un total de séis veces. La recuperaciónde

proteínadel procedimientocompletose acercaal 90%. y la delipidaciónesdc

un 95%. Por cromatografíaen capafina de altaeficacia (HPTLC) secomprobó

que los lípidos residualesque permanecenunidos a las proteínastras Los seis

tratamientos con TRE son, sobre todo, de naturaleza acídica: siilfátidos.

fosfatidilserinay fosfatidilinositol. Sedetectan,así mismo, trazasde esfingomie-

lina, fosfatidilcolinay fosfatidiletanolamina,La altasolubilidadde las proteimias

delipidadas en TI-IP/agua 4:1, 0. 1 % TEA, permite conseguir soluciones

concentradasde al menos6 ¡ng de proteínapor ¡nl.

La Figura16 muestraun cromatogramatípico de la mielina delipidadaen

estascondiciones, tras una inyección de 700 pg de proteína,en las mismas

condicionesde elución que las mostradasen la Figura 15. Con respectoa la

Figura 15, seobservamejor resoluciónentas fraccionesintermedias,correspon-

dientesa las proteínasde la fracción Wolfgram, que en estascondicionesse



Figura 15,- Separación por RP-HPLC dc las proteínas
principalesde mielina a partir de la membramiapurificada. La
mielina se delipidó por cromatografíacmi SephadexLH-60,
corno se indica en Materialesy Métodos. Ciento cincLienta
muicrogramos de proteína total, disueltos en 250 pl de
THF/agua 30:70 vN, 0.1% de TEA, sc inyecta¡-on en la
columnaAltex RPSC UltraporeC3 analitica. Tras 3 mm en
condiciones isocráticas (TI-lE/agua 30:70, 0. 1 % TEA). se
aplicó un gradientelinear desde30% hasta¡00% dc THF en
agLia, ambosconteniendoTFA al 0.1 %. El flujo fue de 1
mllmin. Las fracciones indicadas en el cromatogramase
recolectaron,liofilizaron y seprocesaronpara la electrofore-
sis. Abajo se muestra la composición proteica de cada
fracción,en un gel teñidoconCoomassieBrillant Blue R-250.
MY, mielina; W, fracción de proteínasWolfgram; PLP,
proteolípidos;BP, proteínabásica.
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resuelvencomodos picos diferenciados(b-c). Las fraccionesrecolectad-as(a-e)

se analizaronpor SDS-PAGE.Los geles, teñidoscon el reactivode plata, se

muestranen la Figura 17. La gran sensibilidadde este reactivopermitedetectar

gran númerodebandas,no detectablesmediantela tinciómi de Coomassie.

La fraccióna, a alta concentracióndeproteína(Figura 17, gel superior),

se resuelveen los gelescorno tina bandaintensacon pesomolecularaparentede

22 KDa, que corresponde a la isofornia de 18.5 KDa de la proteína básica

(Cheifetzy Moscarello, 1985 (28); Giegericbet al., 1990 (8)), ademásde una

bandade peso molecularsuperiory al menosdos de peso muolecularinferior.

Estas bandas deben correspondera las otras isoformas de proteína básica

encontradas en mielina bovina.

La fracción b estámuy enriquecidaen CNPasa,pero tambiénapareceun

grannúmerodeotrasproteínasde la fracciónWolfgramde alto pesomolecular,

asícomno otrasde pesomolecularinferior. La fracciónc contieneotrasproteínas

de alto pesomolecular,pci-o contienemuy poca CNPasa.

La fracciónd se resuelveen los gelescomo dos bandasprincipales,una

mnuy intensay anchacon un peso molecularaparentede 17 ¡(Da, y otra más

estrechay tenuede unos 30 ¡(Da. La naturaleza de estas bandas es desconocida,

peroajuzgarpor su pesomolecular,y sim eluciónpróxima a la de los proteolípi—

dos, la banda de 17 KDa podría corresponder a La plasmolipina, el proteol (pido

ínicialniente descrito en membranas plasmáticas de riñón pero reciemiteinente

detectado en membrana miel inica, donde podría representar basta un 4.8% de

la proteínatotal (Cocharyet al., 1990 (29)). Un pico equivalentea la fracción

d tambiénaparecióen las muestrasdelipidadaspor cromatografíaen Sephadex

LH-60 (Figura 15), eluyendocornoun pico agudoinmediatamenteantesdel pico

de los proteolipidos, aunqueno se recolectóni analizópor electroforesis.

La fracción e está constituida exclusivamente por el proteoLípido PLP y

su isoforma DM20 (Figura 17. gel inferior). Cuando la cantidad (le proteína
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Figura t6.- Separaciónpor RP-HPLC(le tas proteínasde mielina
a partir de la membranapurificada. La mielina sedelipidó mediante
séistratamientossecuencialescon TELE anhidro,como seindicaen
Materialesy Métodos.Setecientosmicrogramosde protema total,
disueltos en 500 pl de THE/agua 30:70 y/y, 0.1% de TEA, se
inyectaron en la columna Altex RPSC Ultrapore C3 analítica. Las
condicionesde elución fueron idénticasa las Litilizadas en la Figura
¡5, Las fraccionesquese indican se recolectaron,liofi!izaron y se

procesaronpara La electroforesis.
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sembradaen el gel es muy superior(Figura 17, gel sLmperior. calle e), aparecen

agregadosproteolipídicosde alto pesomolecular.

La gran ventajadel procedimientodedelipidaciónpor tratamnientodirecto

de la membranaliofilizada con THF anhidroes que se obtienensolucionesde

proteínasdelipidadasmucho másconcentradas,Con la columnaC3 analítica,

y en las condicionesde elución muostradasen las Figuras 15 y 16, cantidadesde

hasta 1 mng de proteínatotal se resuelvensatisfactoriamenteen un periodode

tiempo corto (20 minutos).

Purificación de las proteínasde mielina a escalasemipreparativa

Con el fin de obtenermayorescantidades(miligm-amos)de cadaunade las

fracciones,se utilizó unacolumnaC3 semipreparativa,de idénticascaracterísti-

cas a la columna analíticapero de mayor tamaño. Se ajustó el flujo de tal

maneraque los tiempos de retención de los picos fueran equivalentesa los

obtenidoscon la columnaanalítica,de acuerdoa la fórmula:

= F» x (Dsp/Da)2

donde F~
1, y ~a son el flujo en las columnas seniipreparativa y analítica,

respectivamente,y ~ y Da son susdiámetrosinternos(Manual de uso de la

columna, Beckman lnstruments,mc). El ¡hijo equivalenteencontradopara la

columnasemipreparativafue de 4.7 mI/mm.

La preparaciónde la ¡nuestrafíe idénticaa las condicionesdescritaspara

la columnaanalíticaen la Figura 16: séis tratamientoscori THF anhidro(8 ml

de THF por 50 mg de membranaliofilizada). La membranadelipidada se

disolvió en THF/agua4:1,0.1%TEA (6 mg de proteína/mí).La solución se

diluyó con TEA al 0.1% en agua hasta tina concentraciónfinal de THF en la

¡nuestradel 30% antesde la inyección.Cantidadesdc hasta jo mg de proteína



Figura 17.- Análisis por SDS-PAGE de las fraccioncs
recolectadasen el cromatogramade la Figura 16. Pt, proteí-
naspatrónde pesomolecularconocido; Mi, mielina liofiliza-
da, no delipidada;MID, mielina liofilizada, deLipidada por
séis tratamientos secuencialescon THE anhidro, como sc
indica en Materialesy Métodos.Las calles marcadascon la
misma letra minúscula en los dos geles son equivalentes, y se
correspondencon la fracción marcadacon la misma letra en
la Figura16. Cuandosecargancantidadesrelativamentealtas
de proteína en cada calle (gel de arriba), son distinguibles las
isoformas minoritarias de la proteína básica (a), y los
agregados proteolipídicos de alto peso molecular en la
fraccióncorrespondientea los proteolípidos(e). Estos no son
detectables cuando la cantidad de proteína cargada es muy
inferior (gel de abajo). Tinción 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 típico obtenido con esta

columna,y la composiciónde Las fraccionescolectadas,respectivamnente.Con

respecto a los resultados obtenidos con la columna analítica, con la muestra

delipidada en las mismas condiciones (Figura 16), se observa una ligera pérdida

de resoluciónen las fraccionesintermedias,quepuededebersea las característi-

cas propias de la columna semipreparativa, pero también a la calidad del TI-IP

utilizado en cada caso. Así, el cromatogramade la Figura ¡6 se realizó

utilizando un THF de alta transparenciaultravioleta a 280 nni (Merck, grado

LichrosoLv), cómo demuestra la estabilidad de la línea de base al final del

gradiente. El alto costo de este THF limita su uso a escala analítica, donde se

usan flujos bajos (1 mí/mm). Para la purificación semipreparativa se utilizó, sin

embargo,el THF de Probus(grado¡-IPLO), de menortransparenciaultravioleta

queel de Merck, como demuestrala subida de la línea de baseconformeva

aumnentando la concentración de THF durante el gradiente. Esta subida en la

línea de base quizás puede afectar La resolución de los picos mnenos pronuncia-

dos, como los que producen las proteínas de la fracción Wolfgram. Los

resultados clectroforéticos (Figura II) revelan, sin embargo, una separación neta

entre la(s) proteína(s) básica(s) (fracción a), fracción Wolfgram (b), y

proteolipidos (d). Como sucedieracon la columnaanalitica. el pico previo a los

proteol ipidos (c) contiene una proteína que aparece en el gel como una banda

intensay anchaa un pesomolecularaparentede 17 ¡(Da, quedebecorresponder

a la plasmolípína.

Purificaciónde proteínabásicaa partir del extractocrudode sustanciablanca

Con el propósitode purificar a gran escalala proteínabásicade mielina

bovina, seutilizó el extractocrudo de sustanciablancade Oshiro y Eylar, 1970

(15). El métodorindió 0.89g deextractocrudoliofilizado, altamenteenriqueci-
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¡‘¡gura 18.- Purificación de las protemas de niielina, a partir de la
membrana ptmri ficada, a escala seniipreparativa. La mielina se delipidó
por séis tratamientos secuenciales con TI-IP anhidro. Cinco miligramos
de proteínas totales, disueltas en 2 ml de THF/agua 30:70 y/y, 0.1%
de TEA, se inyectaron sobre la columna Altex RPSC Ultrapore C3
sernipreparativa.Las condicionesde elución fueron: gradientelinear
desde 30% de THF hasta 100% de TRE en agua durante 20 mm. Los
dos solventes(THF y agua)contuvieronTEA al 0.1%. El flujo fue
de 4.7 mnl/rnin. Las fraccionesseñaladasse recolectaron,liofilizaron
y procesaron para la SDS-PAGE.
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fracciones marcadas con la misma letra en el cromatograma
de la Figura18, Gel teñidocon el reactivode plata.
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do en proteínabásica,a partir de 159 g de sustanciablancafiesca de cerebro

bovino. Si el único propósito es el de purificar prote ma básica, es preferible

utilizar este material como punto de partida en vez de membrana ¡niel inica, ya

que los procedimientos de purificación de mielina son mucho niás laboriosos y

costosos.

En la Figura20a semuestraun cromatogramatípico del extractocrudo

liofilizado de proteína básica, en la columna analítica. Se inyectaron cantidades

entre 0.5 y 1 mg de proteína total sin que cambiara la resolución, simetría o

tiempos de retenciónde los picos (no mostrado).Rutinariamente,el extracto

crudo liofilizado se disolvió en THF¡agua 30:70, 0.1 %TEA, a una concentra-

ción de 5 mg de proteína por ml. Alicuotas de 175 pl de esta solución se

inyectaron directamente en la columna (875 vg de proteína). Las condiciones de

elución fueron: isocráticodurantetresminutoscon la mezclainicial (TI-IP/agua

30:70, 0.1 % TFA) seguidode un gradientelinear desde30% hasta 100% de

THF en agua (ambos con 0.1 % TFA) durante20 minutos, a un flujo de 1

mí/mm. Las fracciones equivalentes a la delimitada por las flechas en la Figura

20a se colectaron,se juntaron, se dializaron frente a un gran excesode agua

milli-Q a 4 <>C durante24 horas y se liofilizaron. La Figura 2Gb muestrala

purezacromatográficade la proteínaobtenida, tras tina inyección de 400 pg de

prote ma.

Aunquela columnaanalíticasoportacantidadesrelativamentegrandesdc

proteína,paraciertasaplicacionesespecificasen las que se necesitangrandes

cantidades de proteína altamente purificada puede ser necesaria una purificación

a escalasemipmeparativa.En la Figura21asemuestraun cromatograrnaobtenido

tras la inyecciónde 10 mg de extractocrudo liofilizado en la columnasemiprepa-

rativa. Rutinariamente, se disolvió el extracto crudo a una concentración de 10

mg de proteína por ml de TI-lE/agua 30:70, 0.1% TFA. Alicuotas de 1 ml de

esta solución se inyectaron en la coltímna, y se eluyó con un gradiente linear
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Figura 20.- Purificación de proteína básica utilizando la columna C3
analítica, a partir de un extracto crudo obtenido de la sustancia blanca del
cerebro.Rutinariamente,875 vg de extractocrudo liofilizado, disueltoen
¡75 pI de THF/agua30:70 y/y, 0.1% TEA, se inyectaronen la colLímna
Altex RPSC Ultrapore C3 analítica (a), en Las condicionesde elución
marcadaspor el trazo discontinuode los cromatogramas.Las fracciones
equivalentesa la acotadapor las flechas se recolectaron,dializaron y
liofilizaron. (b), doscientos cincuenta niicrograrnos de la proteína purificada
se recromatografiaronen las mismascondiciones.Sólo se detectóel pico
correspondientea la proteínabásica,ademásdel pico inicial (frente del
solvente).
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desde30% hata 100% de THE en agua(amboscon 0.1% TEA). Las fracciones

equivalentesa la acotadapor las flechasen la Figura21aseprocesaronde igual

forma quelas obtenidascon la columnaanalítica. En la Figura21b semuestra

la purezade la fracción obtenida,tras la electroforesisde2.5 ~g del liofilizado

final en un gel con 14% deacrilainiday la tinción conCoomassie.El densitogra-

mna muestra un único pico con peso molecular aparentede 22 KDa, qjue

correspondea la isoformade 18.5 KDa de la proteínabásica.Aunquesu peso

muolecularreal esde 18.5KDa, en SDS-PAGEaparecemuy a menudoen la zona

de2 1-22 KDa (ver, por ejemplo, Cheifetzy Moscarello, 1985 (28) o Giegerich

et al., 1990 (8)). Con cantidadesde proteínamucho mayores(7 pg), y con la

tinción de plata (Figura 21c), son observablesdos bandas tenues a pesos

molecularesa¡)arentesde 26 KDa y 18 KDa (marcadaspor cabezasde flecha),

quedebencorrespondera las otrasdos isoformasminoritariasdeproteínabásica

bovina,con pesomolecularreal de 21.5 y 17.3 ltDa, respectivamente(Kerlero

de Rosboet al., 1991 (30)). Aunque no se muestra,la purezaelectroforéticade

la proteínapurificada con la columnaanalíticaes similar.

En otra seriedeexperimentosseintentó analizarel impactoqueel proceso

de purificación (exposición al THF. interaccionescon la fase estacionaria)

pudierahaberejercidosobrela proteína.Las propiedadesde solubilidad no se

ven modificadas: la proteínapurificada es soluble a altas concentracionesen

agua. Es conocidala interacción de la proteína básicacon los fosfolípidos,

especialmentesi éstosson acídicos.Así, esta proteínaes capazde inducir la

agregaciónde liposomas unilamelares pequeños (SUVs) si éstos contienen

fosfol ipidos negativos, de una manera típicamente cooperativa (Wood y

Moscarello, 1989 (31)). La Figura 22 revela que el paso por la columna

semipreparativay la exposicióna las mezclasde THF y aguano modificanlas

propiedadesde agregaciónde la proteínafrente a liposomaspreparadoscon los

lípidos endógenosde la mielina (ver capfuMo y). La potenciaencefalitogénica



Figura 21.- Purificación a escala semipreparativade la
proteína básica de mielina a partir de un extracto crudo
obtenido tIc la sustancia blanca del cerebro. Rutinariamente,
seinyectaron10 mg de extractocrudo liofilizado disuelto en
1 ml de TELE/agua30:70 y/y, 0.1% TEA sobre la columna
Altex RPSC Ultrapore C3 semipreparativa.Las fracciones
equivalentes a la acotada con flechas en el cromatograma (a)
serecolectaron,dializarony liofilizaron. En (b) se muestrael
análisisde 2.5 vg de la proteínapurificada por SDS-PAOE
trasla tinción conCoomassie(inserto), y su perfil densitonié-
trico. Unicamente se detecta una banda con peso molecular
aparentede 22 KDa. En (c) seanalizaron7 vg (le la proteína
purificadaen un gel de idénticascaracterísticas,pero teñido
con el reactivo de plata. La tinción con plata revelabandas
muy tenues(cabezasde flecha) por encimay por debajode la
bandaprincipal.
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de la proteína tamupoco pareceverse afectada: ¡a proteína purificada con la

columna semipreparativase inyectó por vía intramuscularen emulsión con

adyuvantecompletode Freunda dosconejos(200pg/conejo).A los 15 y 30 días

de la primera inyección se administrarondosisde recuerdode 200 y 100 ng,

respectivamente.Los dos conejospresentaronsíntomasevidentesde encefalitis

alérgicaexperimental(parálisistotal de lasextremidadesinferiores),unode ellos

a los dos mesesy medio y el otro a los tres mesesdesdela primera inyección,

y mtmrieron pocosdíasdespués.
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Figura 22.- Efecto del procesode purificación por RP-HPLC de la
proteína básica sobre su capacidad de agregación de ves iculas
lipídicas conteniendolípidos acídicos, Se prepararonliposomas
tmnilamelares pequeños(SUVs) a partir de tmn extractohp idico total de
sustancia blanca (ver capítulo 5), a concentración de 1 mg de
lípido/mí, en tamilpón NaCí 100 mM, HEPES 10 mM, pH 7.4.
Alicuotas de 500 pl de la suspensión de liposomas se incubaron
durante30 mm a temperaturaambientecon 100 pl del mismo tampón
conteniendocantidadescrecientesde proteínabásicapurificada por
RP-HPLC (columna analítica), o cantidadescrecientesde extracto
crudo liofilizado conteniendo cantidades equivalentes de proteína
básica (1 mg de extracto crudo contiene 0,8 mgde proteína básica).
Transcurrido el período de incubación, se determinó la turbidez de las
stmspensionesmidiendosu absorbanciaa 450 nrn. Como blancoseusó
la mezclade 500 pl de suspensiónde hiposomasy 100 pl de tampón
(sin proteínabásica). El paso por la columna de RP-HPLC y la
exposiciónal THF no modifican las propiedadesde agregaciónde la
proteína.
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DISCUSION

Los puntos fundamentales demostrados en este capítulo son que las

mezclas de THF y agua son solventes efectivos para la disolución de proteol (pi-

dospurificados(Figura9) y la extracciónde proteínasa partir de tejido cerebral

(Figura II) y membranamiel ííiica purificada(Figura 10). En virtud de supoder

solubilizante y de susparámetrosfísico-químicos,constituyenuna fase móvil

muy útil para la separaciónrápida de las proteínasde mielina mediantela

técnicade HPLC en fase reversa.

Snyder(1974 (18)) propuso,como primeraaproximaciónparainvestigar

la solubilizacióncompletade un soluto, encontrar[a polaridadóptinia para su

disolución utilizando la mezcla de dos solventes con diferentes índices de

polaridad (P’). Tras ello, la selectividad más apropiada se investigaría utilizando

mezclascon idéntico índicede polaridadal encontradoenel primer experimen-

to, pero pertenecientesa diferentesgruposde selectividad,Con esteplanteamien-

to inicial se realizó un amplio estudiodesolubilidaddel proteol(pido purificado

en tmna gran cantidadde solventespurosy mezclasde solventescon la espemanza

de encontraralguna mnezclacompatiblecon la RP-HPLC queal misivo tiempo

fuera un buen disolvente de proteolípidos(Tabla 5). Ya que el disolvente

tradicionalde proteolipidoses el CM 2:1, sepusoespecialinterésen las mezclas

de solventescon un índice 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 interpretación distinta respecto a la solubilidad de los proteol ípi-

dos. Aunque la mnezcla THF/agua4:1 • que disuelvela muestratan eficazmemite

como el CM 2:1, tiene un índice de polaridad prácticamente idéntico (P’ =

5.16),otrasmnezclascon índicesdepolaridaddiferentessonigualmenteefectivos

(por ej., THF/etilenglicol 73:27 6 TI-IF/etilenglicol/agua76:14:10). Además,

otras mezclascon idéntico índicede polaridad a] del CM 2:1 son incapacesde

disolver la muestra (Tabla 5). Parece, pues, que en el caso concreto de los
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proteol ipidos, las interacciones específicas entre uno u otro tipo de solvente con

el soluto es fundamental. En umia mezcla de dos solventesdeterminada,la

solubilidad de los proteolípidosvaríaconsiderablementesegúnla polaridadde

la misma,estoes, segúnlas proporcionesrelativasdecadatino de los solventes

en la mezcla. Esto está claramentereflejadoen la Figura 9 para las mezclasde

THF y agua.

El THF es miscible en todas las proporcionescon agua y con muchos

otros solventesorgánicos,lo cuál permitemanejarmezclasdentrode un amplio

rango de índices de polaridad. Es así mismo, un excelentedisolvente de

lípidos, comparable ala mezcla CM2:1 (Autillo y Norton, 1963 (32)), y quizás

esta propiedadpueda influir en la extracción y soltíbilización de complejos

1 ipido-proteol<pido en sus mezclascon agua.Como sedemuestraen la Figura

11, las mnezclas de THF y agua tienen la capacidadde extraer cantidades

significativasdeproteínaa partir desustanciablancadecerebro.La cantidadde

proteínaextraidadependede la polaridadde la mezc[a extractora,La proporción

óptima de THF y agua es de 4:1 y/y (80% de THF). Esta mezcladisolvió

completamenteel extractocrudo proteolipidico liofilizado (Figura9), alrededor

de un 60% de las proteínastotalesde mielina (Eigura lOa), y el [00% de las

proteínassi se incluye ácido (0.1% TEA). Variando las proporcionesrelativas

deTHF y aguaesposibleobtenerextractosen los cuáleslos proteolipidos o la

proteína básica son los constituyentes principales (Figura lOb).

La solubilidadcompletade los proteolipidos ptiriñcadosen un determina-

do solventeno garantizaque el mismo solventeseacapazde extraerproteolípi-

dos a partir del tejido (sustanciablanca). Lees(1965 (11)> notó estadiscrepancia

al comparar la capacidaddc extracción de proteolipidos de las mnezclas de

cloroformo/muetanoly tetraclorurode carbono/metanol,Aunque estas últimas

disolvierontotalmenteun preparadoproteolipídico, fueronincapacesde extraer

los proteolípidosdel tejido cerebral. La Figura 11 muestraque las mezclasde
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TI-IF y agua, de hecho, son capacesde extraer los proteolipidos de sustancia

blancaen cantidadescasi comparablesa las de las mezclas de cloroformo y

metanol(20% de la proteínatotal frente a25%, respectivamente). De nuevo, la

composiciónproteicade los extractosvarió cualitativamentecon respectoa la

polaridadde la mezclaextractora(Figura lIb>: mezclasconteniendoentreun 5

y un 20% deagua(P’ entre4.44 y 5.52, respectivamente)extrajeron proteol(pi-

dos exclusivamente.Las bandasobservablesa altospesosmoleculares(HMW)

se atribuyen a los agregados proteolipídicos que aparecen durante el proceso de

electroforesis. El proteolípidoDM-20, que es nials hidrofóbicoque el PLP, es

la especieproteicapredominanteen el extractoobtenidocon la muezcíade menor

polaridad (P’ = 4.44). La proteínabásicacomienzaa ser extraidasignificativa-

mentecon mezclasquecontienenalrededorde un 33% deaguaen volumen (P’ =

5.80), y es el componenteprincipal de los extractosobtenidoscon la mezclaque

contieneun 50% de agua(P’= 6.66).

Es significativo que, mezclasde semejamitepolaridad, extraiganmucha

mayor cantidadde proteínabásicaa partir de mielina (Figura 1 Ob) que a partir

de sustanciablanca(Figura lIb). Ello debeestarrelacionadocon (liferenciasen

el contenido en salesinorgánicas,es decir, con la eliminación de sales de el

tejido duranteel procesode purificación de la membrana muid inica. Se ha

comprobadoque el contenido de iones de un homogenadoinfluye en el

rendimiento de proteínas solubles en cloroformno¡mnetanol y en la cantidad de

proteínabásicaque permamieceinsolímble en ciertaspreparacionesde mielina

(Leesy Brostoff, 1984 (26)).

Los modifmcadores orgánicos inicialmente más popímíares en la técnica (le

RP-HPLC fueron el metanol y el acetonitrilo, debido a su utilidad en la elución

de péptidos. Sin embargo, al aplicar la técnica a proteínas tales como la

ovalbúmina o la B-lactoglobulina se comprobó que, al utilizar estos solventes,

éstaseluíancomo picosmuy anchos,o incluso no eluian (Pottery Lewis, 1986
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(33). Desdeentonces,otrosmodificadoresorgánicosde mayorpodereluotrópico

han sido preferentementeutilizados parala eluciónde protemas, especialmente

si éstasson bidrofóbicas.Entre ellos quizáslos másampflamenteutilizados son

el n-propanoly el isopropanol.Sin embargo,el factor fundamentalquedetermina

la idoneidadde una determinadafasemóvil es la solubilidad de la muestra.La

baja solubilidad de algunasde las proteínasde mielina, especialmentede los

proteolípidos, en los solventes comúnmente utilizados en RP-HPLC es tino de

los inconvenientes más grandes para aplicar esta técnica a la separación de las

proteínasde membranamielinica. Como se apreciaen la Tabla5, las mezclas

acuosasde n-propanolo de isopropanolno son capacesde disolverel extracto

crtmdo proteolipídico, a diferencia de las mezclasde cloroformo/metanolo

THF/agua con idéntico índice de polaridad. Las mezclas acuosas de n-propanol

han sido usadas en la separación por RP-HPLC de las proteínas de mnielimma

(Bizzozero et al., 1989 (10)), pero sólo después de tina complicada preparación

de la muestra,que incluye: delipidacióntotal de la miembranaconéter/etanol3:2

y/y y cromatografía en Sephadex LH-60 con 2-cloroetanol/lOmnM HCI 9:1

comofasemóvil, y la transferenciade las proteínasdelipidadasa la fasemóvil

de la RP-HPLC mnediante diálisis exhaustiva o mediante cromatografía en

SephadexLH-20. Todo ello suponeun gran consumodetiempoy, probablemen-

te, bastante pérdida de proteína durante todos los pasos necesarios para la

preparaciónde la muestra. La gran capacidadsolubilizadorade las mnezclas

acuosas dc THF por tina parte, junto a la selectividad del TI-IF anhidro ímra

extraer lípidos selectivamente, sin pérdidas sustanciales de proteína, garantizan

la solubilidad de las proteínas durante el proceso cromatográfico y reducen

considerablemente el tiempo de preparación de la muestra: la delipidación de la

membranamiel <nica con TI-LE anhidro (séis veces) puede llevarse a cabo

fácilmenteen tan sólo una hora, con una recuperaciónde proteínacercanaal

90%.
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El sistemaTHF-agua es una de las fases móviles de elección para la

disolucióny separaciónde pol imerosde estirenosobrecolumnasde faserevemsa

(Larmann et al., 1983 (34)). De hecho, el TI4F es uno de Los modificadores

orgánicosmás frecuentementeutilizados en RP-HPLC (Bakalyar et al., 1977

(35)), aunque nunca se ha aplicado al caso concreto de Las proteínas de

membrana.Para este fin tiene varias ventajassobre el n-propanol: su poder

eluotrópicoes ligeramentemayor, o al menoscomparableal del n-propanolo el

msopropanol(Melandery Horváth, 1980 (36)); su viscosidad(0.46 cP a 30 <>C)

es muy inferior a la del n-propanol(1.72 cP) o isopropanol (1.77 cP), con lo

cuál seevitanlos problemasde sobrepresiónaquesevensometidaslas columnas

con estossolventes,y sealargasu vida útil (Pottery Lewis. 1986 (33)); su punto

de ebullición (66 <>C) es bastantemás bajo que el del n-propanol (97 <‘C> o

isopropanol(82 0C), por lo qime es másfácilmenteeliminablede las muestras.

El THE tiene, así mismo, un limite inferior de transparenciaultravioleta

comparableal del n-propanol (210 nm), por lo que es compatible con la

detecciónde las proteínasa 280 nm. A este respecto. stn embargo, cabe

mencionar la mayor absorbanciaencontradaen el TI-IF de grado E-IPLC

suministradopor algunasmarcascomerciales(Probus). Ello se traduceen Lmn

aumentode la línea de baseconformeavanzael gradiente.y una pérdidade

sensibilidaden los picos menospronunciados.El problemuadesapareciócuando

seutilizó el THF suministradopor Merck (grado Licbrosolv).

El mnayor inconvenienteque tiene el TI-LE frente a otros modificadores

orgánicoses que. por ser tmn éter, tiende a producir peróxidos durante su

almacenamientocuando,comoesel casodel solventede gradoHPLC, carecede

antioxidantes.El problemano existecuandolas botellasse almacenansin haber

sido abiertas. Por ello es recomendableutilizar en el crornatógrafosolvente

procedentede botellasrecientementeabiertas.Si ello no es posible, la redestila-

ción a vacio y temperaturaambiente,en presenciade lentejas de KOH es el
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métodode elecciónparaeliminar los peróxidosdel solvente,antesde ser usado.

El contenidoen peróxidos en el THF se puede apreciarfácilmentehaciendo

reaccionar 1 ml de solvente con 0.1 ml de una solución acLiosa de yoduro

potásicoal 10%. La apariciónde color amarillo despuésde un minuto indica la

presenciade peróxidos.

Los resultadosque se presentanpermiten asumir que el THF, usado

apropiadamente,puedetenermúltiples aplicacionesneuroquimnicas:en mezclas

con agua,y dependiendode la polaridadde la mezcla,solubilizacompletamente

o selectivamentevarias especiesproteicasde mielina y sustanciablanca. Como

se verá en el capítuloy, minimizandoel contenidoen el medio, es capazde

extraerselectivamnentelos lípidos de sustamKiablancasin contaminaciónproteica.

El TELE fue propuestocomo un solventealternativoal mnétodoconvencio-

nal del CM 2:1 para la extraccióny purificaciónde gangliósidos(Tettamnanti et

al.. 1973 (37)). Estosautores,sin embargo,no estudiaronel comportamientode

los proteolipidos en susextractos.

El TI-lE, a camisade sus característicasfísico-químicasintrínsecas(baja

densidady viscosidad,alta miscibilidad con agua y otros solventesorgánicos,

bajasconstantedieléctrica o polaridady tensión superficial y. por tanto, alto

podereluotrópicoen HPLC de fase reversa)puedesem usadocomo fasemóvil

en RP-HPLC (Melandery Horváth, 1980 (36)). Su aplicacióna la separacióndc

las l.3rotemasde la mnemnbranamiel inica, descritaenestecapitulo, hanpermitido

fraccionarde una manera fácil y rápida los componentesproteicosprincipales

de estamembrana,a escalasanalíticay semipreparativa:¡)rotema(s)basica(s),

fracción Wolfgram y proteolípidos.

El hecho de poder purificar cantidadesbastantegrandesde proteínaa

partir de la membrana, en intervalos de tiempo cortos, es especialmente

importante para determinadasapticaciones.Es el caso de los ensayos de

reconstituciónde las proteínaspurificadasen liposornas,o su aplicación a !as
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terapiasalternativasde la esclerosismúltiple, en pleno desarrolloen Los últimos

años. Entre ellas, destaca la administración oral de antígenos de mielina, como

la proteína básica. La administración oral de proteína básica bloquca el

posterior desarrollo de encefalitis alérgica experimental en animales de

experimentacióntras la administraciónparenteraldel antígeno,y en la actualidad

se están realizandoensayossimilares con pacientesaquejadosde esclerosis

múltiple (Marx, 1991 (38)).

-J
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INTRODUCC ION

La peculiar organización mimítilarnelar de la membranamielfnica, su

particularcomposiciónbioquímica,y las fuertesinteraccionesproteína-proteína

y lípido-proteínaque tienen Itigar entresuscomponentescontribuyennotable-

mentea la gran estabilidady resistenciaa la desorganizaciónobservadasen esta

membrana(Sedzik et al., 1984 (1); Pereyra et al,, 1988 (2); Kosaras y

Kirschner, 1990 (3)). Elló setraduceen unamayor dificultadensu solubilización

con detergentes,en comparacióncon otras biomembranas.Por este motivo,

aunque la solubilización de algunos componentesde mielina ha sido tratada

anteriormente(Eng et al., 1968 (4); Mcllwain et al., 1971 (5); Aguilar et al,,

1982 (6)), y existeinformación cubriendoalgunosaspectosde esteproblemaen

varios artfculos publicados en los últimos quince años, tal información es

todavíafragmentaria.No sedisponedeun estudiocomparativode los detergen-

tes máscomúnmenteempleadosen la bioquimnica de mnembranas(Joneset al.,

1987 (7)), en las mismuas condicionesde fuerza iónica, pH y temperatura,

especialmenteen el caso de aquéllos que han sido utilizados con éxito en la

reconstitucióndeproteínasfuncionalmenteactivasy, c¡ue por tanto,son apriori

no desnaturalizantes.

Por estemotivo, en estecapítulose comparala capacidadde un total de

ocho detergentespara disolver los componentesde la mielina en distintas

condicionesde fuerzaiónica, temperaturay pH. Este estudiose llevó a cabocon

el doble objetivo de establecer,por una parte, las condiciones de máxima

solubilizaciónde la membranacon el mínimo impactosobrela estructurade stms

proteínas,y por otra, el de examinarla capacidadde algunosdetergentespara

solubilizar selectivamentealgunoscomponenteslipídicos y proteicos,con el fin

de purificar de una manerarápida y sencilla los proteolipidos. Esta dítima

estrategiaha sido de especial utilidad para la purificación de otras proteínas
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intrínsecas(Heleniusy Simons,1975 (8)), cornoporejemplola bacteriorrodopsi-

na (Szundi y Stoeckenius,1987 (9); Seigneuretet al,, 1991 (10)).

Para facilitar la comprensiónde todos los resultados,estecapitulo se ha

dividido en dospartes.En la primerapartesedetallael estudiocomparativode

solubilidad, seestablecenlas condicionesóptimasde solubilización,seanalizan,

por espectroscopiainfrarroja con transformadade Fourier(FT-IR), los efectos

del detergentemáseficaz de los estudiadospara los lnopósitosde estatesis, el

octilglucósido,sobrela estructurasecundariade los componentesproteicosde la

mielina, y se establecenlas basesde un protocolo de reconstitución rápido y

sencillo. En la segundapartese optimiza la purificación de los proteolípidos

explotandola propiedadde uno de los detegentesestudiados,el CUAPS, para

extraerselectivamentelos lípidos y las proteínasperiféricas(proteínabásica),

Se caracteriza,además,el estadooligoméricode los proteolípidospurificados

por cromatografíalíquida de alta eficaciadeexclusión:por tamaño(SE-HPLC).



PRIMERA PARTE: Solubilizaciónde

membranamielínicadeSNCcon detergen-

tes. Efecto

estructura

mielina,

del octilgiucósido sobre

secundariade lasprotemas

estudiadopor Fr-IR

la

la

de



157

MATERIALES Y METODOS

Materiales

El agua utilizado en todos los experimentosprocedió de un sistemade

purificaciónMilli-Q (Millipore). Lasacarosay la N,N,N , Nt-tetrametiletilendia-

mina (TEMED) se adquirió de BDH, y el fltmoruro de fenilmetanosulfomijlo

(PMSF), la acrilamida, la N,N’-metilenbisacrilamida,el persulfatoamónico, la

glicina, el ácido tricloroac~tico (TCA) y el CoornassieBrillaní Blue R-250

fueron de Merck. Los detergentesque se utilizaron fimeron de las siguientes

compañías:Calbiochem(N-octil B-D-glucop¡ranósido(OG) y cola(o); Serva

(CHAPS y Zwiuergent3-14); Sigma(Lubrol PX y OG); Merck (SDS) y BDH

(Triton X-l00). Hay quereseñarquealgunostamponescornoel HEPES(Sigma)

o el Tris (Merck) interfierenconlas determinacionesde proteínapor el método

deLowry et al. (1951 (11)), aunqueno conlas lecturasde absorbanciaa 280 nrn.

El tampón fosfato fue muy adecuadopara la cuantificaciónde proteína por

cualquiera de estos procedimientos, pero sin embargo interfiere con las

determinacionesde fósforo lipídico, paralas cualesel Tris o el 1-IEPESfueron

inocuos,Todos los detergentesutilizados,a concentracionesrelativamentealtas,

mostraroncierta absorbanciade Íondq a 280 nm. Algunos. como el Triton X-

100, no puedenser usadosa esta longitud de onda, y otros como el CHAPS

interfieren con la determinaciónde proteína por el mnétodo de Lowry et al.

(1951 (11)), dando color azul por la propia naturaleza quimnica de este

detergente.

Purificación (le la membrana miel inica

La mielina sepurificó apartirdesustanciablancadecerebrobovino como

se describe en el capítulo II. Para los propósitosdescritos en el presente

capitulo, no seobservarondiferenciasentrela mielina congeladay la mielina

liofilizada. Por su mayor facilidad de manipulaciónse utilizó. preferentemente,
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material liofilizado.

Ensayosde solubilizacióri

Laspreparacionesde mielina purificadasesuspendieron,y los detergentes

sedisolvieron,en las solucionestampón indicadasen cadacaso.Paraestudiarel

efectode la concentracióndel detergentesobre la solubilizaciónde la niielina,

sedistribuyeronalicuotasde las solucionesdedetergenteen tubosde centrífuga,

se comnpletó el volumen a 0.5 ml con el tampón correspondiente,y luego un

volumen constantede suspensiónde mielina (0,5 mi, conteniendo 1 mng de

proteínatotal) se añadióa cadatubo. Todaslas muestrasseincubarondurante

30 minutosy agitaciónconstanteen tubostapados,a la temperaturaindicadaen

cadacaso.Luegosecentrifugaron,ala mismatemperaturaqueen la incubación,

durante 30 minutos a 100000 g ó durante 60 minutos a 50000 g. Tras la

centrifugación,los sobrenadantesse colectaronparael-análisisde proteína.En

algunoscasos,también se analizó su contenido en fósforo (Ames and Dubin,

¡960 (12)) y colesterol(Siedelet al., 1981 (13)). El efectode la concentración

de salesen el medio, en presenciade proporcionesconstantesde detergentey

mielina, asícomoel efectode la variaciónde la concentraciónde membranaen

presenciade una cantidadconstantede detergentey sal, seanalizaronutilizando

protocolos similares. La prote1 na se cuantificó utilizando una modificación

(Aguilar et al., ¡982 (6)) del métodode Lowry et al. (1951 (II)), destinadaa

disminuir las interferenciaspmoducidaspor la presenciadedetergentes.El color

de fondo debidoal Tris se corrigió utilizando blancoscon estetampón.

Electroforesisen gel de poliacrilamidacon SDS (SDS-PAGE)

La composiciónde las proteínassolubilizadascon cada detergentese

analizó por SDS-PAGE. Tras incubar 1 mg de proteínade mielina por ml de

detergentes60 mM a 23 0C, el material solubilizado se separódel residuo
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insolublepor ultracentrifugación,como se ha descrito. Las proteínasdisueltas

en el sobrenadantese precipitaroncon TCA al 10% (concentraciónfinal) a 40C

durante 60 minutos, se centrifugaron a 40000 g durante 20 minutos, se

disolvieron en solución de SDS al 3% en Na
2CO3 al 1 %, y se dializaron

extensivamentefrente al tampónde miLestráspara la electroforesis(SDS al 4%

en Tris-HCI 0.5 M, pH 6.8). Los residuos insolubles en cada detergente

ensayadosedisolvierondirectamenteen solución de SDSal 3% en Na2CO3al

1%, y se dializaroncomo antes.A todas las muestrasse les añadióglicerol

(10%) y azul de bromofenol (10 pglml). El desarrollode los geles (7 x 8 cmii,

0.75 mm de grosor) se realizó de acuerdoa Laemmli (1970 (14)), usandoun

gradientede concentraciónde acrilamidadesdeel 5% al 17%. El tampón de

desarrollode la electroforesisfue Tris 0.025 M, glicina 0.2 M, SDS0. 1 %, pH

8.3. Las muestras,conteniendoentre10 y 50 pg de proteína,secargaronsobre

un gel concentrador(s¿ack¡nggel.) de acrilarnidaal 3%. Se utilizó una unidad

vertical Mig¿hy Srnali II (Hocifer Scientil’mc Instrunients),con unacorrientede 3

mA, hasta que el azul de bromolenol llegó hasta la parte inferior del gel

(aproximadamenteunahora). Los gelesse tiñieron toda La nochecon Coomassme

Brilliant Blue R-250 (0.25%, disuelto en metanol/agua/ácidoacéticoglacial

45:45:5, por volumen) y se destiñeroncon nietanol/agua/ácidoacéticoglacial

27:64:9, por volumnen. Como proteínasde referencia,de pesosmoleculares

conocidos,seusaron: fosforilasab, seroalbCminabovina,ovalb¿mmnina,anhidrasa

carbónica,inliibidorde tripsina desojay aLfa-lactalbúmina(94, 67, 43, 30, 20.1

y 14.4 KDa, respectivamente),adquiridasa Plíarmacia.

Espectroscopiainfrarroja con transformadade Fourier (UF-IR)

Seestudióel efectodelOGsobrela estructurasecundariade lasproteínas

de mielina, asícomo la capacidadde estedetergenteparareemplazarel entorno

hidrofóbico que los lípidos proporcionana las proteínas.Paraello, 100 >il de
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membranamielínicapurificada(3.2 mgdeproteínatotal) se trataroncon 1,3 ml

de THF. Se agitó en vortex y se centrifugó (15 minutosa máximavelocidaden

una núcroflíge Beckman). Se desechó el sobrenadante,y el precipitado

(constituido por las proteínasdelipidadas)se interpuso, con la ayuda de un

morterode ágata,con200pl de tampónfosfatosódico0. 1 M, sulfato sódico0.1

M, pH 6.7 conteniendocantidadescrecientesde OG, para alcanzarrelaciones

CG/proteína(en peso) desdeO hasta8.78mg/mg. Las muestrasse introdujeron

entre cristales de CaP2, con una longitud media de paso de 10 pm, y se

analizaronen un espectrómetroinfrarrojo con transformadade Fourier (Perkin-

Elmer, modelo 1725X), conectadoa un ordenadorpersonal(EpsonPC AX2). De

cada muestrase hicieron 64 barridosen e] rango de 1300-1900cm
4, y otros

tantos de su correspondienteblanco (el tampón en el que va suspendidala

muestra).Se obtuvieronlos espectrosdiferencia,restandoel espectropromedio

del blanco al espectropromediode la muestra,con la ayudadel softwaredel

ordenador.

Los datoscuantitativosde estructurasecundariase calcularona partmr de

los espectrosdiferencia, utilizando un programade ajuste de curvas para la

resolucióndeperfilesespectralescomplejos(Rasoet al., 1987 (15)). El programa

trabaja con un algoritmo que utiliza el criterio de los mn mimos ctmadrados,e

incluye cuatro funcionesteóricasde ajuste: Gauss,Lorentz. Gauss-Lorentzy la

función asimétricalog-normal. El algoritmo descomponeel perfil espectralen

en la suma de curvas definidas, cuya área se calada por integración. Los

porcentajesde estructurasalfa y beta se calcularonaplicandoel algoritmo a la

bandade frecuenciasamida1. Parael porcentajedeestructurasalfa-helicoidales

seutilizó la frecuenciade 1652cm4. Las estructurasen lámina 13 antiparalelase

calcularon a partir de la frecuenciade 1633 cm, El porcentajede estructura

desordenadasecalculócomola diferenciaentre100 y la stmmadeestructurasalfa

y beta.
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Microscopiaelectrónica(seccionesultrafinas)

Se llevó a cabopor el procedimientodetalladoen el capi’tulo II (ver Pág.

81).
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RESULTADOS

Solubilizacióncomparativade los componentesdemielina en variosdetergentes

La Figura 23 muestra la estructuraqu imnica de los ocho detergentes

utilizados en estecapítulo para solubilizar los componentesde la mnernbrana

mielínica purificada: tres de ellos (Lubrol PX, Triton X-iOO, OG) son de

carácterno iónico, tresson aniónicos(colato, DOC, SDS), y dos son zwitterió-

nicos (CHAPS,Zwittergent3-14).En la Tabla6 semuestranalgunosparámetros

que puedenser útiles paracomprenderel comportamientode cadasurfactante,

especialmentela concentraciónmicelar crítica (CMC).

La solubilizaciónde los componenteslipídicos y proteicosde la muielina

se vio muy afectadapor el tipo y la concentracióndel detergenteutilizado

(Figura 24). Los detergentesno iónicos OC y Lubrol PX fueron significativa-

mentemásefectivosen la solubilizaciónde la prote(ña que los dos detergentes

derivadosde las salesbiliares colatoy CHAPS. La extracciónde fosfol (pides

totalesy colesteroltambiéndependiódel detergenteutilizado y de su concentra-

ción. En todos los casos,sin embargo,los fosfol<pides seextrajeroncon mayor

facilidad que el colesterol, y los esfingolípidos fueron, de todos, los más

insolubles: los lípidos residuales,insolubles,trastresextraccionessecuenciales

de la mielina con 00 30 mM están compuestosmuy mayoritariamentepor

cerebrósidos,sulfátidos y esfingomielina,así como restos de colesterol. De

hecho, el colesterolpuro fue escasamentesolubleen estos detergentes,lo cual

sugiereque en el caso de la mielina, los fosfol ipidos endógenosfacilitan su

solubilización. Estosresultadosson consistentescon los publicadosparael caso

de la extracciónde mielina conTriton X-lO0 (Gillespie et al., 1989 (16)).

Efectode la temperatura

A concentracionescomparablesde un determinadodetergente,la
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TABLA 6

Aspectoscomparativos de los detergentesutilizadosen esteestudio

fletergente

00

mmol/1.

PM (‘MC’

pum alcanzar’

SnIi,niiSn 1 ‘?~

34.2

g/l00

(‘MC

ml [lflfl 2lcnn7flr’

Snlmuc’i ,j~ gp mM

0.877292.4 25.0 0.731

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

SOS 288.5 8.3 34.7 0.239 0.866

Abreviacionesusadas:PM, pesomolecular;CMC, concentraciónmicelarcrítica;

Zwitt. 3-14, Zwittergent3-14; Colato Na, colato sódico.
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temperaturafue tina importantevariablequeafectóel procesode solubilización

de los componentesde la membrana.El efecto fue más pronunciadopara los

detergentesno iónicos que para el resto de los detergentes,y se ilustra en la

Figura25 patael CG. Un aumentoen la temperatura,a concentraciónconstante

de CG, produceun efectosimilar sobrela solubilizaciónque un aumentoen la

concentracióna temperaturaconstante,Así, utilizando unasuspensiónde 3 mg

de mielina/mí, la mitad de la proteínatotal fue solublea 23 0C con 0025 mM,

mientrasqueparadisolver unaproporciónequivalentede proteínaa 0-4 0C, se

requirió unaconcentración60 mM del mismodetergente.Lasbajastemperaturas

provocaronun efecto interesantesobre las proteínas:mientras que las altas

concentracionesde OC disuelvenlos fosfol 1pidos y el colesterolcompLetamente

a ambas temperaturas,aproximadamenteel 10% de la proteínapermaneció

insoluble,a 4 <>C, con concentracionesde hasta200 mM de 00. Así, aunquela

solubilizaciónde los tres con3ponentesfue dependientede la temperatura,la de

la proteínafue la más afectada.

Efectode la ftmerza iduica del medio

Otro [actorrelevanteen la solubilizaciónde la membranafue la presencma

de sales.Cuandoserealizaroncurvassimilaresa las mostradasen las Figuras24

y 25, utilizando tamponesorgánicos(Tris ó HEPES) sin sales,se requirieron

concentracionesmuy superioresde detergentepara alcanzar porcentajesde

solubilizaciónproteicacomparables.Esto seobservópara todos¡os surfactantes

ensayados,y se ilustra en la Figura 26 para el casodel CG. En presenciade

sales, Los detergentessecomportaroncomo si estuvieranen mayoresconcentra-

ciones,estoes, con mayoreficacia. El medio de solubilizaciónutilizado en las

Figuras24 y 25 conteníacloruros,porquesellevó a caboel análisisde fósforo

lipídico en los sobrenadantes,pero otros aniones,talescomo fosfato o sulfato

puedenreemplazarlosventajosamenteen el mediode solubilización.Una mezcla
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muy adecuadaresultó ser el tampón fosfato sádico0.1 M, pH 6.7 conteniendo

sulfato sódico0.1 M. Estacombinaciónde salesha sido usadapara solubilizar

y separar cromatográficamnenteotras proteínasde membrana(DeLucas y

Muccio, 1984 (17); Mtmccio y DeLucas, 1985 (18)), y seconsideróiniportamíte

el probarlaen vista de futuros-experimentosde SE-HPLC.En el casodel 00,

la cantidadrequeridapara mantenerla mismacantidadde proteínaen solución

fue especialmentebajaen estacombinaciónde sales(Figura 26A). Así, el 90%

de la proteínatotal se solubilizó con tan sólo umia concentración30 mM, en

contrastecon la concentraciónde200 mM requeridaparaobtenerunasolubiliza-

ción de proteínadel 70% cuandolas salesno estuvieronpresentes.

En la Tabla7 secomparael efectode unaconcentración30 mM de siete

detergentessobre la solubilizaciónde una cantidad constantede proteínacíe

mielina en dos mediosdistintos, en tamponTris o ‘en tamnpón fosfato sádico

0.lM, pH 6.7 conteniendosulfato sádico0,lM. Para todos los detergentesse

observóunagran mejoríaen esteUltimo medio, particularmenteen el casodel

00. La Figura27 muestralos perfilesde solubilizacióncomotina función de la

concentracióndel detergenteen esteúltimo medio salino. Los surfactantesmás

efectivos fueron el SDS y el Zwittergent 3-14 (aniónico y zwitteriónico,

respectivamente),seguidospor dos detergentesno jónicos, el Lubrol PX y el

OG. A éstosles siguieronel CHAPSy el Triton X-100, menosefectivosparalos

presentes propósitos, y el último fue el colato sádico. Este detergente no tuvo

utilidad en estemedio salino en concreto,porquese insolubiliza y precipitaen

poco tiempo.

Tras los tratamientos con concentracionesrelativamente altas de

detergentes,disueltosen tampónfosfato sádico0.1 M, sulfatosádico0.1 M, pH

6.7, seobservóque los pequeñosresiduosinsolublesde materialno solubilizado

aparecenmuy enriquecidosen proteínasde la fracción Wolfgram, pero sólo

cuandola solubilizaciónseha llevado acabocon los tresdetergentesno iónicos



Figura 26.- Solubilización de las proteínas de mielina con
octilglucósido. Se muestran los efectos de la variación dc la
concentracióndel detergenteencuatrotamnponesacuososdiferentes
(A), de la variación de la concentraciónsalina del medio en
presenciade unaconcentraciónconstantededetergentey memnbrain~
(B), y de la variación de la concentraciónde membranasa un»
concentraciónconstante de detergentey sales (C). En A, los
tamponesutilizadosfueronlos siguientes:(1), HEPES20 mM, pu
7.4; (2), Tris-liC! 20 mM, pH 7.4 conteniendo NaCí 0.15 M; (31.
Tris-glicina-HCI200 mM, pH 7.4; y (4), fosfato sódico0. ¡ M, n1
6.7, conteniendosulfato sádico 0.1 M. En B y C, el Iérínuilt~
“sales” se refierea la mezclaequimolarde fosfato sódicoy sulfato
sádico (por ej., sales 0.2 M = fosfato sódico 0.1 M + sulFato
sádico 0.1 M~ Todas las incubacionesse realizaron a 23 »C
durante30 minutos.
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TABLA 7

Efecto de la presenciade salesen la solubilizaciónde las proteínas

de mielina por detergentes.

Detergemite Sin sales Con sales Auniento

Ninguno 25 + 3 141 -1- 20 5.6

00 145+25 775+9 5.3

Lubrol PX 536 ±25 840 + 9 1.6

Triton X-100 290±14 623 + 31 2.1

Colatosádico 45 + 10 158 + 20 3.5

CHAPS 95 + 10 431 + 19 4.5

Zwittergent 3-14 425 + 5 875 ±26 2.1

SDS 437 + 19 934 + 32 2.1

Se prepararonsuspensionesde membrana miel inica purificada, utilizando
agitaciónmagnética.en tampónTris-HCI 0.1 M, pH 7.0 ó en tampón fosfato
sódico 0.1 M, pH 6.7, conteniendosulfato sádico 0.1 M. Se prepam’aron
soluciones de cadadetergenteen los dos medios, y se combinaron con la
suspensiónde mielina equivalente,para obtener una concentraciónfinal de
proteína próxima a 1 mng/ml (933 pglml), y tina concentraciónfinal de
detergentede 30 mM. Tras incubara 23 ‘>C durante30 minutos, secentrifuga-
ron las muestrasy se determninóla proteínadisueltaen los sobrenadantes(ver
Materialesy Métodos).Los resultadosseexpresancomnopg deproteínatotal/ini
(media + desviaciónestándarde tresexperimentosdiferentes).El término “sin
sales” se refierea los experimentosllevadosa cabocon tampónTris-HCI 0. 1 M.
El término “con sales” serefierea los experimentosllevadosacabocon tampón
fosfato sódico0.1 M, sulfato sádico0.1 M.
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o el CI-IAPS (Figura 28). Tales proteínas estuvieron ausentes en los tubos en

los cuáles la solubilizaciónse llevó a cabo con SDS o Zwittergent3-14. Los

sobrenadantesde los tresdetergentesno iónicosy el CHAPS, además,carecen

de estegrupo de bandas,detectándoseúnicamentelas bandascorrespondientes

a proteolípidos,proteína básica y agregadosproteolipídicos de alto peso

molecular.

Estructurasecumídariade las proteirías en detergente

El impacto que el 00 ejerce sobre la estructura secundariade las

proteínasde mielina se analizópor FT-IR. La Figura 29 muestralos espectros

diferenciade la mielina purificada(control, espectrosuperior),y de la mielina

delipidada,suspendidaen tampónfosfato sódico0.1 M, sulfatosádico0,1 M pH

6.7 conteniendocantidadescrecientesde OG. La determinaciónde estructura

secundariade proteínas globulares por espectroscopiainfrarroja se basa,

principalmente,en la intensidadde absorciánde las frecuenciasdentro de la

banda amida 1. La frecimencia de 1652 cuí1 es indicativa de estructuraalfa-

helicoidal; la frecuenciade 1633 cuí1 indicaestructurasen láminafi antiparalela.

La estructuradesordenada(random co/O aparecehacia ¡655 cuí1 (Amey y

Chapman,1983 (19)).

El trazo superiorde la Figura 29 muestrael espectrodiferenciade la

mielina purificada.El máximode absorciónde la bandaamida 1, a 1652 cuí1,

indica quela conformaciónmediaprincipal de las proteínasen suestadonativo

es la estructuraalfa-helicoidal, aunquetambiénson visibles las estructurasen

lámina 13, queproducenun hombroa la frecuenciade 1633 cm~. La cuantifica-

ción de estas estructuras, comno se describe en Materiales y Métodos, dio los

siguientes resultados: 51% de estructura alfa-helicoidal, 29% de estructura en

lámina 13 antiparalelay 20% de estructuradesordenada.Cuandose eliminan los

lípidos de la membrana, y las proteínas delipidadas se suspenden en tampón



Figura 27.- Solubilizaciónde proteínaa partir de ¡nuestrasde
mielina incubadascon siete detergentesdistintos, disueltos en
tampón fosfato sódico0.1 M, sulfatosádico0.1 M, pH 6.7. Cada
muestrade mielina contenía1 mg de proteínatotal, y se incubó
durante 30 minutos, a 23 OC con 1 ml de detergente a las
concentracionesindicadas.Tras centrifugar,seanalizóproteínaen
los sobrenadantes.El trazoobservadoparael colido sádicosedebe
a queestedetergentetiendea precipitaren el tampón utilizado.
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acuososin detergente(Figura 29, trazoinferior), la conformaciónmediade las

cadenas polipeptídicas cambia drásticamente, presentandoel máximo de

absorcióna 1633 cm1. Ello indica que, en estecaso,son las estructurasfi las

predominantes,y las proteínasse han desnaturalizado.Sin embargo,si en el

tampón acuoso en que se suspendenlas proteínasdelipidadasse incluye el

detergenteOC, la desnaturalizacióninducidapor estemnedio se ve amortiguada,

en unaproporciónquedependede la relaciónOC/proteína.La relaciónde 8.78

mg de 00/mg de proteína,que es la equivalentea la conseguidacuandose

disuelvela membranamielínica (1 mg proteína/mí)con00 30 mM, resultéser

la óptima. En la Figura30 serepresentanlos datosestructuralescuantitativos,

obtenidosa partir de los espectrosde la Figum’a 29. A la relaciónde 8.78 mg

00/mg proteína,se obtuvieron los siguientesresimítados:50% de alfa-hélice,

30% de lámina fi y 20% de estructuradesordenada,composiciónprácticamnente

idénticaa la de la membrananativa.



Figura29.- Recuperaciónde la estructurasecundarianativa de las
proteínasde mielina inducida por el octilgiucósido. Muestrascíe
mielina se delipidaron con THF, como se describe en Materiales y
Métodos, y se suspendieronen tampón fosfato sódico O.
sulfato sódico 0.1 M, pH 6.7 conteniendo OGen cantidad adecuada
para alcanzarlas relacionesdetergente/proteína(en peso) que se
indican a la izquierdade los espectros.Lasestructurasen lámina B
producenunaabsorcióncaracterísticaa 1633 cnt1, dentro de la
bandade frecuenciasamida 1, y es máximapara la muestraqueno
conteníadetergen.te (espectroinferior). Las estructurasen hélice
alfa producen la absorcióna 1651 cm1. El espectro simperior
correspohdeal de la mielina purificada (control), no delipidada.
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DISCUSION

Los resultadosque se presentanmuestranque varios detergentestienen

distinto comportamiento, y cada uno tiene ventajas e mnconvenientes en la

solubilizaciónde la membranamiel inica. A concentracionescomparables,este

comportamientodistinto ifie evidente en el hecho de que los detergentesno

iónicos, Lubrol PX y 00, extrajeronmásproteínaque losderivadosde lassales

biliares, colato sódico y CHAPS. Estos últimos extrajeron mucho mejor los

fosfolípídos que el colesterol o la proteína. Tales resultadosse relacionan

claramente con diferencias en el mecanismo de solubilización ejercido por estas

dos diferentes clases de moléculas anfifílicas, tan diferentes en sus propiedades

químicas y físicas (Helenius y Sinions, 1975 (8); Tandford y Reynolds, 1976

(20)), aunque es significativo, en vista de que la membrana miel inica tiene una

de las más altas relaciones lípido/proteínadetodaslasbiomnembranasconocidas.

Comparando la solubilización de los lípidos de. mielina se observó que,

con estas dos clases de detergentes, los fosfol ipidos se solubilizan mucho mnejor

que el colesterol, como si la solubilización de aquéllos precediera y promoviera

la solubilización de éste. Una observación simnilar ha sido recientemente

publicada para otras biomembranas, como las 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 observó que un incremento en la concentra-

ción de sales en el medio se traduce en imna mayor capacidad de solubilización,

necesitándose menores cantidades de detergente para conseguir resultados

equivalentes. A 23 <>C se observó una enorme mejoría cuando los detergentes se

disolvieron en tampón fosfato sódico, pH 6.7, conteniendo sulfato sádico 0.1 M.

Los incrementos moderados de temperatura afectaron positivamente a la

solubilidad. Por ejemplo, un atmmento desde 4 basta 23 <>C en tina solución 50

mMde 00 produjo un aumento de solubilidad semejante al obtenido al aumentar
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la concentracióndel detergentedesde50 hasta150 mM a 4<>C (Figura 25). El

efecto de la temperaturapuede ser imporwnte, y debe ser tenido en cuenta,

cuando se trabaja con concentracionesde detergentesólo suficientes para

mantenerimna determinadacantidadde membranaen solución. Unadisminución

inadvertida de la temuperatura puede, en este caso, invertir total o parcialmente

la solubilidad inicial, de una manera parecida a lo que sucedería al disminuir la

concentración de detergente a temperatura constante.

Con respectoal mecanismode losefectosobservados,esde relevanciaque

la presenciade sales,o el incrementoen la temperaturatiendena disminuir la

concentración micelar crítica (CMC) de los detergentes (Tandford y Reynolds,

1976 (20)). Sin embargo,comoengeneralsehanusadoconcentracionesbastante

superioresa la CMC de los detergentesen el presenteestudio (Tabla6), otras

explicacionesadicionalespuedencontribuira explicarel efectode las sales. Por

ejemplo, un efectosaifing-outpodría ser operativo en presencia de ciertas sales,

lo cuál podríaaumentarlaconcentraciónefectivade los detergentes“secuestran-
»

do” moléculasde aguay, por tanto, disminuyendoel agualibre disponible para

interactuar con las moléculas de detergente. Otra posibilidad es que algunos

aniones, como fosfatos o sulfatos, puedan facilitar la disgregaciónde las

membranas por mnedio de fuerzas de repulsión con las cabezas polares de

fosfol ipidos aniónicosy sulfátidos.

La CMC tambiénresultauna importantevariable cuandose comparael

comportamiento de varios detergentes a una concentración dada. Así, una

concentración30 mM essólo ligeramentesuperiora la CMC del OG, pero muy

superior a la CMCde otros detergentes, como es el caso de los surfactantes no

iónicos listados en la Tabla 6. Este factor es muy importante si se pretende

reconstituir las proteínas solubilizadas en vesículas lipídicas. Así, las

membranasde mnielinasolubilizadascon 00 30 mM, a 23 0C y en presenciade

sales,a concentraciónde 1 mg de proteínatotal/ml (Tabla 7) se insolubilizan



179

rápidamentesimplementeal diluir la solución.Diluyendo la solucióndiez veces

(00 3 mM, concentraciónfinal) y centrifugandoseobtiene un precipitadoque

esnuevamentesolubleen 1 ml de 00 30 mM. En estasegundasolubilizaciónse

recuperóunaaltaproporciónde los lípidos y las proteínasoriginales(aproxima-

damente el 90%), lo cuál indica que los comnponentesoriginales se han

reasociadoformandomembranasduranteel procesode dilución. Paraverificar

estahipótesis,el precipitadoobtenidotras la dilución seexaminóal microscopio

electrónico(Figura31). Las micrografíasdemuestranqtmeelsimpleprocedimien-

to dedilución inducela formacióndevesículasen las que las membranassehan

reasociado,con alternanciade bandasdensasy bandasclaras(Figura31, abajo)

querecuerdanla alternancialínea densa-intraperlodoobservadaen la vaina de

mielina nativa. Es de destacarque estasvesículasformadaspor dilución de la

solución de mielina en el 00 carecendel grupo de proteínasde alto peso

molecularincluido en la fracciónWolfgramn, puestoqueéstaspermanecenen el

residuo insoluble en este detergente,incluso a concentracionesde surfactante

mayoresde las utilizadasen esteensay=de reconstitución(Figura28).

La recuperaciónde lípidos y proteínasfue muy inferior cuandose utilizó

un detergentede bajaCMC, comoel Lubrol PX (Tabla6). La razón resideen

el hechodc que, incluso tras diluir hasta3 mM la concentracióndel detergente,

éstatodavíaes muy superiora su CMC, y por tantopermaneceen el sistemaen

su estadomicelar. La elecciónde un detergentecon alta o baja CMC ha de

basarse, por tanto, en los objetivos que se pretendan conseguir con los

componentessolubilizados.Si éstos son únicamentela solubilización de la

memnbrana,no es estrictamenteútil el utilizar un detergentecon alta CMC,

debidoal riesgopotencialde la reasociaciónde componentese insolubilización,

motivadopor dilución o cambiosde temperatura.Sin embargo,los detergentes

con alta CMC son decisivamente<¡tites para protocolos de reconstitución

(Racker, 1973 (22)). El 00 es particularmente útil para este objetivo, porque



Figura 31.- Ves(culas de membrana mielínica obtenidas por
dilución de octilglucósido.La mielina purificadaseextrajo durante
30 minutos, a 23 0C, con00 30 mM en tampón fosfato sádico0. 1
M, sulfato sódico 0.1 M, pH 6.7 (1 mg de proteína/mí,
concentraciónfinaD. Secentrifugóa 100.000g durante30 minutos,
y el sobrenadantesediluyó diezvecesconagua.Tras incubara 23
0C durante 15 minutos, el material insolubilizado se sedinientóa
40.000g durante15 minutos, se lavó con aguay se procesópara
microscopia electrónica, corno se describe en Materiales y
Métodos.
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conduce a la formación de liposomas unilamnelares grandes tras ser eliminado de

las micelasmixtas que contienenfosfolípidos y proteínastransmuembranapor

diálisis (Mimms et al., 1981 (23)). El tamnañograndede las vesículases una

granventajaen los estudiosde transporteiónico. Otrosdetergentesde alta CMC,

talescomo el colato sódico, producenvesicimías demasiadopequeñaspara este

propósito (de unos 25 nm de diámetro).

Juntocon la CMC, otravariableimportantequedebede considerarsepara

el propósitode solubilizar las mnembranases la relacióndetergente/membrana.

Si [aconcentración de membranas es lo suficientemente baja como para guardar

unarelacióndetergente/membranaadecuada,entoncesla solubilizaciónesposible

con bajas concentraciones de un detergente de baja CMC(por ejemplo, una

concentración10 mM de Lubrol PX o Triton X-lOO), aunqueello no ocurre

necesariamentecon concentracionesbajasde un detergentede afta CMC. Así,

a tina concentraciónde OG 10 mM no existen¡nicelasde detergenteen el medio

de solubilización.Por otra parte, inclusocuandola concentracióndeldetergente

sobrepasacon crecessu CMC, la presenciade una gran excesode membranas

puede volverlo ineficaz, porque todo el detergentedisponible en el medio se

incorpora a las membranas sin llegar a alcanzam el nivel sattmrante miecesario para

su disgregación. Este efecto se observa claramente en la Figura 26C, donde

cantidades grandes de 00 no fueron capaces de solubilizar todas las nieínbmanas

disponibles. La concentración máxima de mielina que puede mantenerse en una

solución 30 mMde 00 en tampón fosfato/sulfato, a 23 0C, es de 3 mg de

membrana (peso seco) por ml (aproximadamente 1 mg de proteína/mí).

Incluso cuando se alcanzó la casi total solubilización de 1 mg de proteína

total por cada ml de solución 60 mMde detergente en todos los casos, el hecho

deque los pequeñosresiduosinsolublesobtenidostrasla centrifugaciónmuestren

una comnposiciónde proteínasdiferente a la de las proteínasdisueltas, y

dependientedel tipo de detergenteempleado(Figura 28), pone de manifiesto
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diferenciasen el mecanismode la solubilizaciónde las proteínas.Las bandas

de alto peso molecular, observadas en los residuos insolubles en los detergentes

no iónicos y CHAPS deben correspondera las que podrían constuir el

componenteradial de la mielina de SNC (Pereyraet al., 1988 (2); Kosarasy

Kirschner, 1990 (3)), esto es, la CNPasa,MAC, actina, tubulina, etc. Los

detergentes no iónicos y el CHAPS, a priori, no deberíansercapacesde romper

las fuertesinteraccionesproteína-proteínaque tienenlugarentreestasproteínas

minoritarias, al contrariode lo quesucedecon el SDS o el Zwittergent3-14.

El OC, en cloruro sódico o en tampón fosfato conteniendosulfatos, ha

sido utilizado en la fase móvil para la separaciónde otras proteínas de

membranacomorodopsinao bacteriorodopsina,utilizando la técnicade HPLC

deexclusiónpor tamaño(SE-HPLC) (DeLucasy Muccio, 1984 (17); Muccio y

DeLucas, 1985 (18)).

En resumen,los resultadosmostradosen estasecciónmuestranque, de

los sietedetergentesensayados,el SDS y el Zwittergent 3-14 son los mejores

agentessolubilizantes,si bien no son los másindicadoscuandoel propósitoes

el de mantener la estructuranativa de las proteínasen solución (Muccio y

DeLtmcas, 1985 (18)). Cuandoéstees el caso,el Lubrol PX y el octilgiucósido

parecenlos másindicados;utilizando un tampónsalino adecuado(fosfatosódico

0.1 M conteniendosimífato sódico.0.1 M) se consigue una alto grado de

solubilización (85-90%)con unaconcentraciónrelativamentebajadedetergente

(30 mM): en estascondicionesseconsigue,además,un primner fraccionamiento

claro y sencillo entre las proteínas solubles (proteolípidos y proteína básica),

y el residuoinsolubleconstituidopor proteínasde alto peso molecular(Figura

28). Entre los dos, el másindicadopareceel octilglucósido,por variasrazones:

por poseeruna alta CMC es muy fácilmenteeliminable, por diálisis o simple-

mente por dilución (Figura 31), lo cuál facilita enormementelos protocolosde

reconstitución de las proteínas. Tiene una composición química definida, y no
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es susceptible a fenómenos de autooxidación, a diferencia del Lubrol PX.

Además,como se muestraen Las Figuras29 y 30, es capazde reemplazarcon

éxito a los lípidos en su interaccióncon las proteínasde mielina, preservando

su estructurasecundaria,cuando la relación detergente/proteínaes adecuada

(8.78 mg OC/mg proteína).ExperimentosdeFT-IR comolos mostradosen este

capítulo para el OCson impracticables para la mayoría de los otros detergentes,

debidoque interfierenespectroscópicamentecon las frecuenciasde absorciónde

las proteínas(Ayala et al., 1987 (24)).

Conrespectoa las salesbiliares y derivados(colato sódicoy CHAPS), su

baja capacidadde solubilización de proteína hace que su utilización como

solubilizantesde membranamiel inica sealimitada. Sin embargo,su capacidad

de extracción de fosfolípidos, incluso a bajas concentracionesde detergente

(Figura24), puedeserpotencialmenteútil paradelipidar la membranamielinica

en tina etapaprevia a la solubilizaciónde las proteínas,así como paraeliminar

las protemas periféricas (proteínabásica) si se utilizan relacionesdetergen-

te/membranaadecuadas.Estapotehicialidad,explotadacon éxito en el caso de

otrasmembranasy detergentes(Heleniusy Simons, 1975(8)), setratacondetalle

en la siguientesecciónde estecapítulo.



SEGUNDA PARTE: Purficación de los

proteolípidosde mielina con detergentes.

Caracterizaciónpor SE-HPLC
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MATERIALES Y METODOS

Materiales

El agua usadoen todos los experimentosprocedió de un sistema de

purificación de agua Milli-Q (Millipore). La sacarosa y la N, N,N’ , N’-tetrarnetiie-

tilendiamina(TEMED) seadqúirióde BDH, y el persulfatoamónico, la glicina,

la acrilamida, la N , N ‘ -metilenbisacrila¡nida,el ácido tricloroacético{TCA), el

ácido trifluoroacético (TFA), y el Tris fueron de Merck. El tetrahidroftiramio

(THF, gradoHPLC) seobtuvodeProbus.Los detergentesutilizadosprocedieron

de las siguientescompañías:Calbiochem[N-octil-fi-D-glucopiranósido(OC> y

colatosódico(gradoULTROL), y Sigma{3-[(3-colamidopropil)dimetilamonio]-

1-propanosulfonato(CHAPS),OC, Deoxicolatosódico(DOC)}. El HEPESy el

MES se obtuvieron de Sigma. El kit para la tinción de los geles de electroforesis

con el reactivode plata se adquirió a los laboratoriosBio-Rad.

Purificación de membranamielímdca

Se purificó la mielina a partir de stmstanciablancade cerebrobovino,

como se detalla en el cap(tufo II. La preparaciónfinal, lavada, se separóen

alicuotas de 0.5 mí, se congelaron con nitrógeno [<quidoy se conservaron a

-80 0C hastasu uso. En todoslos experimentosseutilizaronalicuotasdescongela-

das en el momento.

Ensayosde delipidación

Las suspensiones de mielina (1.75 mg de prote ma/mí) y las soluciones de

detergentese prepararonen el tampón indicado en cada caso. Ambas se

equilibraron a la temperatura deseada antes de realizar el ensayo. Se distribuye-

ron alicuotas de 1 ml de suspensión de mielina (1 .75 mg de proteína)en tubos

de policarbonatode 3 mrd parael rotor TLA-l00.3 de la ultracentrífugaTLA-

100 (Beckman),y luegoseañadióa cadatubo 1 ml de la soluciónde detergente,
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al doble de concentraciónque la concentraciónfinal deseadaen el ensayo. Se

taparon los tubos, se agitaron brevementecon vortex, y se incubaron con

agitaciónconstanteen un agitadororbital, a la temuperaturaindicadaen cadacaso,

durante30 minutos. Luego los tubos se centriñmgarona 100,000g0v (50,000

r.p.m.) durante30 minutos a la temperaturacorrespondiente.Sobre cada

precipitado se repitió el tratamiento, cuando se indique, añadiendo2 ml de

soluciónde detergente(a la concentraciónfinal del ensayo),resuspendiendoel

material mnediante sonicación muy suave (10 segundos en un sonicador de baño)

y agitacióncon vortex hastasuspensiónhomogénea,e incubandodurante30 mm,

comosedescribearriba. En todos los experimnentosseutilizó un tubo control en

el que se sustituyó la solución de detergente por un volumen equivalente de

tampon.

Finalizados todos los tratamientos con detergente, los precipitados finales

se lavaron dos vecescon 2 ml de aguapara eliminar restosde detergentey

tampón.

Análisis <le ¡)roteínay lípidos

Los precipitados finales, procedentesde muestrasdelipidadas y de

controles, se disolvieron en 1 ml cíe soltmción de SDS al 2.5% conteniendo 1%

deNa2CO3,agitandoconvortex y sonicandocuandofue precisoen un sonicador

de baño(Bransonic).De estasoluciónse tomaronalictmotaspara medir proteína

(Lowry et al., 1951 (II)), fósforo lipídico (Ames and Dubin, 1960 (12)) y

colesterol (Siedel et al., 1981 (13)). Los fosfolípidos totales se calcularon

multiplicando25 por el fósforo lipídico total (Autilio y Norton, 1963 (25)). En

cada muestra se calculó la relación (en peso) fosfol ipido/proteina y colesterol-

¡proteína. El porcentaje de lípido residual (fosfolípido o colesterol) que

permanece en las muestras se calculó, por comparación con los controles

(tratados sólo con tampóml, sin detergente), según la fórmula:



188

% lípido residual= [1ipido/prote ína],~ xl 00/[l ipido/prote ína]~

donde [lípido/proteína]», representa la relación lípido/proteína en la muestra

en cuestióny [Iípido/proteína]~representala relación lípido/proteínaen el

control (mielina no delipidada). Esta última fue de 1.27 ±0.09 (6) para los

fosfol ipidos y de 0.80±0.08 (7) para el colesterol. El porcentajede delipida-

ción secalculó corno 100 - % lípido residual.

Solubilizacién<le la mielina delipidada

Muestras de mielina delipidada por cuatro tratamientos con CHAPS30

mM en Tris-HCI 20 mM, pH 7.4, a temperaturaambiente,seextrajeroncon

concentracionescrecientesde OC en tampón fosfato sádico 0.1M pH 6.7

conteniendo0. 1 M sulfato sódico, o concentracionescrecientesde DOC en

tampón Tris-HCI 20 mM, pR 7.4 durante 30 minutos a temperatura ambiente,

Se centrifugó como arriba; los precipitados se disolvieron en un pequeño

volumen de SDS 2.5%-Na2CO31%, y se determninó proteínaen alicuotas del

sobrenadante y de la solución del precipitado. Algunas muestras se procesaron

para electroforesisy RP-HPLC,como se describemásadelante.

Cromatografíaemi capafina de alta eficacia (RPTLC)

Los lípidos residualespresentesen las muestrasdelipidadasseidentifica-

ron mediantecromatografíasobreplacasHPTLC de 10x20 cm precubiertas con

silicagel 60 (sin indicador fluorescente)(Merck). Los precipitadosdelipidadoso

los controlessesuspendieronen un pequeñovolumnende agua,y los lípidos se

extrajeronpor el métodode Folclm et al., 1957 (26). La faseinferior seevaporo

a. sequedadcon corrientede nitrógeno,y el residuoseredisolvió en un pequeño

volumnen de cloroformo/metanol2:1 y/y. Alicuotas de estas soluciones se

sembraron en las placas. Se utilizó el doble desarrollo monodimensional para
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lípidos polaresy lípidos neutrosdescritoen el capítulo ¡[(ver Pág. 83).

Electroforesisde las proteínas

Las proteínassolubilizadasen los sobrenadantesde delipidación,o en los

sobrenadantesde extracciónde la membranadelipidadacon OC seprecipitaron

con TCA al 10% (concentraciónfinal) a4 0C duranteal menosuna hora, y se

sedimentaronusando una minifuga para tubos Eppendorff (Beckman). Los

precipitadossedisolvieronen un pequeñovolumen de SDS 2.5%-Na
20031%,

sonicandoen las muestrasque lo requirieron. La composiciónproteicade la

mielina delipidada por CHAPS y de los controles (mielina no delipidada)se

analizóa partir de alicuotasde las solucionesen SDS 2,5%-Na2CO31% usadas

en las determinacionesanalíticas.Antes de la electroforesis,las proteínasse

transfirieron al tampónde electroforesis(2.5% SDS en Tris-HCI 0.25 M, pH

6.8) utilizando minicolumnas de SephadexG-25, como se describió en el

capitulo II (ver Pág. 84),

Las muestrasse sometierona electroforesisen las condicionesdescritas

en la primera parte de este capítulo, utilizando geles isocráticoscon 14% de

acrilamida y un síacking de 3% de acrilaniida, y se tiñeron con el reactivo

revelador de plata. Algunas muestras se analizaron sobre un gel formado con un

gradiente de acrilamida del 4 al 22 %.

Cromatografíalíquida (le alta eficaciaen fasereversa~RP-flPLC)

La composiciónproteicacualitativade las mLlestrasseanalizó ambiénpor

RP-HPLC, utilizando mezclas de tetrahidrofurano (THF) y agua como fase

móvil, y una columna analítica C3 de 30 nm de tamañode poro corno fase

estacionaria,en las condicionesdescritas en el capítulo [II. Las proteínas

precipitadascon TCA comoen el apartadoanterior, o las muestrasde mielina

delipidada, se disolvieron directamente en un pequeño volumen de THF/agua 4:1
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y/y, 0.1 % TFA. Antes de la inyección, se diluyeron con 0.1% TFA en agua

hastaunaconcentraciónfinal de THF en la muestradel 30%. Las condiciones

de elución fueron: 3 minutos isocrático con 30% de THF seguidode un

gradientelinear desde30 hasta100% de THF en agua, conteniendo0.1% TFA,

a un flujo de 1 mí/muin. La detecciónfue ultravioleta, a 280 nm.

HiPLC de exclusiónpor tamaño(SE-IIPLC) de la proteínassolubilizadas

Los proteolípidosextraídoscon OC 100 mM en tampón fosfato sódico

0. 1M, pH 6.7, conteniendosulfatosódico0.1 M, seinyectaronsobreun sistema

compuestopor unacolumnaanalíticaProgel-TSKG20005W (30 cm x 7.5 mm)

conectadaa una precolumna Progel-T’SK SW (7.5 cm x 7.5 mm), ambas

suministradas por Supelco (EEUU). Comofase móvil se utilizó una solución de

06 30 mM en tampón fosfatosódico0.1 M, pH 6.7, conteniendosulfatosódico

0. 1 M, a un flujo de 0.5 mí/mm, Rutinariamente,la fasemóvil se filtró a través

de filtros de 0.45 gm y se desgaseósimultáneamenteutilizando un equipo de

filtración de Millipore. La detecciónfime ultavioleta a 280 nrn. Las fracciones

recolectadasa partir de la columnaseprecipitaronconTCA al 10% comoarriba,

y los precipitadosseprocesaronparaelectroforesis.

El peso molectmlar aparentede las fraccionespurificadasse determinó

calibrando el sistema formado por la precolumna y la columna con proteínas de

peso molecular conocido: B-galactosidasade Escherichía cdi (595000 Da,

Worthington), piruvato kinasa de músculo de conejo (237000 Da, Sigma),

colagenasa de Chiostridium hysiol¡ticuín (105000Da, Worthington), y albúmina

de stmero bovino (66000 Da), ovoalbúmina(43000), ¡3-lactoblobulina(36800),

pepsina(34700), tripsinógeno(24000) y lisozima (14300), obtenidasdeSigma.

La fasemóvil y las condicionesdeelución utilizadasparala calibraciónconestas

proteínasfueronlas mismasque las utilizadasconlas muestras(OC 30 mM en

tampón fosfato sódico 0. IM, sulfato sódico0.1 M, pH 6.7), aunquela omisión

1;
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del detergenteen la fase móvil no produjo ningunavariaciónen los tiemposde

retención obtenidos con ninguna de éstas proteínas. La recta de calibración que

se obtuvo respondea la ecuación:

log Mr = 6.834 - 0.108 x tr

R = 0.999

Mr representael pesomolecular,y tr el tiempo de retención.Parael cálculode

esta ecuación se escogió el tramo linear de la curva de calibración (pesos

molecularescomprendidosentre 14300y 105000Da, ambosinclusive).
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RESULTADOS

Delipidaciénde la mielina con salesbiliares y derivados,Efecto de la fuerza

jónica del medio.

En la Figura32 secomparóla capacidadde delipidaciónde las dos safrs

biliares,colatosódicoy deoxicolatosódico(DOC), y del derivadozwitteriónico

del primero, el CHAPS, a dos diferentesconcentracionesde tampónTris-HCI

(0.1 M y 20 mM) y pH 7.4. La concentraciónfinal de los detergentesfue 30

mM en cada tino de estos dos tampones,y se realizaronun total de cuatro

tratamientos con detergente, a temperatura ambiente (25 0C), como se describe

en Materialesy Métodos.De los tres detergentesestudiados,el CHAPSresultó

serel másindicadoparaconseguiruna altarecuperaciónde proteínaaltamente

delipidada.Los tratamientosconcolatosódicoproporcionanuna recuperaciónde

proteínaaún mayor, pero a costa de unadelipidaciónbaja de fosfolípidos, y

muy baja de colesterol.Los tratamientoscon DOC, sin embargo,provocanuna

pérdidabastantealta de proteínay un gradodedelipidaciónintermedioentrelos

conseguidospor colato y CHAPS.

La fuerzadel tampónutilizadoen los tratamientostambiénpareceninfluir

en los gradosde delipidaciónalcanzadosy en la proteínarecuperada.El efecto

del aumentode concentracióndesde20 mM hasta0.1 M Tris-HCI se manifiesta

enun mayorgradode delipidaciónde fosfolípidosy colesterolalcanzadocon los

tres detergentesest«diados. Respecto a la recuperación de proteína, es

ligeramnentemenorpara colatoy CHAPS, pero mayor en el casodel DOC.

Los resultadosque se muestranen la Figura32 reveLanque el CHAPS

pareceel detergentemás indicado para los propósitosque se persiguenen este

capitulo, por lo qtme seestudiócon mayor detalle,
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Efecto de la concentraciónde CHAPS

En la Figura 33 se intentaoptimizar la concentraciónde CHAPSparala

delipidación de la membrana.El experimentose llevó a cabo a temnperatura

ambiente(25 0C) y disolviendoel detergenteen tampónTris-HCI 0.1 M, fijando

el númerode lavadosacuatroen todos los tubos,con concentracionescrecientes

deCHAPS, desdeO (control) hasta50 mM. Lagráfica indica: a) quela proteÍna

recuperadadisminuyeaproximadamentede forma linearcon la concentraciónde

CHAPS; b) queel colesterolpareceextraesesólo si scsuperatina concentración

umbral de CHAPS (10 mM), a partir de la cuál decaede manera linear al

aumentar la concentracióndel detergente;c) que los fosfol ipidos decaen

exponencialmentecon respectoa la concentraciónde CHAPS; d) paraconseguir

unabuenadelipidaciónde los doscomponenteslipidicos analizados(fosfol ipidos

y colesterol),con unabuenarecuperaciónde proteína,la concentraciónóptima

de CHAPSpareceser 30 mM.

Delipidaciónde la mielina con CHÁPS a temperaturaambiente

Fijada la concentraciónóptima de CHAPS en 30 mM, se realizó una

extracciónsecuencialde la membranaa temuperaturaambiente(25 0C), con el

detergentedisuelto en tampón Tris-HOI 0,1 M, pH 7.4. La gráfica que se

muestraen la Figura34 recogelos resultadosanalíticosllevadosa cabo sobre

los precipitados,en cadapasode la extracciónsecuencial.En estascondiciones,

se puedenhacer las siguientesgeneralizaciones:a) se consigue una mnuy alta

delipidación de fosfolipidos y colesterol a partir del tercer tratamientocon

CHAPS, con una aceptablerecuperaciónde proteína(70%); b> la pérdidade

proteína tiene lugar, en su mayor parte, duranteel primer tratamiento con

CHAPS, y luego se estabiliza; c) El colesterol decaelinearmenterespectoal

númerode lavadoscon CHAPS,hastael cuartolavado; d) Los fosfol ipidos, sin

embargo,decaenexponencialmente,siendomuy apreciablela delipidacióndesde



Figura34.- Extracciónsecuencialde ]a mielina conCHAPS30 mM
en tampónTris-HCI 0.1 M, pU 7.4, a temperaturaambiente (25
<>C). La muestrade membrana(1.75 mg de proteína)se extrajo el
númerode vecesque se indicaen cadacaso con 2 inI de so!ucián
de detergente.En los residuosinsolublesseanalizóe] contenidoen
proteína,fósforo y colesterol(gráfica de arriba), y seexaminó su
composiciónproteicapor SUS-PACE(abajo), sobre un gel con
14% de acrilamidateñido con el reactivode plata. Los números
queaparecendebajode cadacalledel gel representanel númerode
extraccionescon la solución del detergente.W, proteínasde la
fracciónWolfgram; BP, proteínabásica.
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el primer tratamiento con CHAPS. Cuatro tratamientos con CHAPS son

suficientes para eliminar aproxirnadamnenteel 94% de los fosfol ipidos y

colesterol totales, con buena recuperaciónde proteína (70%). Con séis

tratamientos,la recuperaciónde proteínase mantieneestabley la eliminación

de fosfolipidos y colesteroles virtualmentetotal.

La proteínaperdidaduranteel procesode delipidaciónes, en su gran

mayoría, la proteínabásicade 18.5 ltDa (Figura 34, abajo), prácticamente

inexistentecuandose repiteel tratamientocon CHAPS séis veces,

Detipidacióna 4 0C

Otra importantevariableestudiadafue la temperaturade extracciónde la

mnielina con el detergente.La Figura 35 es equivalentea la Figura 34, pero

llevandoa cabo los tratamientosconCHAPSa0-4 0C, y utilizandotampónTris-

liC] 20 mM para suspenderla membranay disolver el detergente. Las

principalesdiferenciasqueseobservancon respectoa la Figura 1 son: a) quela

proteínarecuperadadisminuye de forma linear hastael cuarto lavado, y luego

se estabiliza; b) que el colesterol no comienzaa elimriinarse significativamente

hastael segundolavado.Además,en estecaso, serequiereun mínimno de séis

lavadospara conseguirtina delipidaciónequiyalentea la conseguidapor cuatro

lavadosen las condicionesutilizadasen la Figura34. Interesantemente,la curva

dedelipidaciónde fosfolipidos pareceno verseinfluenciadapor la temperatura.

La electroforesisde las proteínasde mielina en cadauna de las etapasdel

tratamientosecuencial(Figura 35, abajo) revela que la pérdidade proteína

básica,aun siendo apreciable,es mnenor quela que tuvo lugar a temperatura

ambientey con tampónTris-E-IGl 0.1 lvi (Figura 34).

Efectodel pH del mnedio

La influenciadel pH sobre la recuperaciónde proteínay la delipidación



Figura35.- Extracciónsecuencialde la mielinacon CHAPS30 mM
en tampónTris-MCI 20 mM, pH 7.4, a 0-4 0C. Las muestrasse
procesaroncomoseha explicadoen la leyendade la Figura34. En
el gel que se mnuestraen la parteinferior, la calle 5 correspondea
la proteínaextraidaen el sobrenadantedel primer ~ratamientocon
CHAPS.
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dc la membranamiel inica por CHAPS se investigó dentro del intervalo 5.5-

8.52, reemplazandoel tampónTris-HCI por una mezcla10 mM MES y 10 mM

1-JEPES, ajustadaal pH deseadocon NaOl-L. Las condicionesfijadas para e]

ensayofueron: 4 tratamientosconCI{APS 30 mM enel correspondientetampón,

a temperaturaambiente.Los resultadosse representanen la Figura36. Mientras

que la eliminación de fosfolípidos pareceindependientedel pH utilizado, la

recuperaciónde proteínay la eliminaciónde colesterolvaríanligeramente.La

recuperaciónde proteína es máxima a pH neutro o ligeramentealcalino, y

mínima (55%) al PH másácidoinvestigado(5.5). La eliminaciónde colesterol,

por el contrario, es mayor a este pH (85%), y disminuye muy lentamentea

medidaquesealcalinizael medio. Resumiendo,sepuededecirque, enel margen

de pHs estudiado, no existen grandesvariaciones en cuanto al grado de

delipidaciónalcanzado,perola recuperaciónde proteínaesmayorapfls neutros

o ligeramentealcalinos,

Análisis cualitativode los lípidos residuales¡ La mielina delipidadapor séistratamientosconCHAPSen lascondiciones

descritasen la Figura35 se sometióa unaextracciónde Folchet al., 1957 (26),

y el material extraido sesembróen tina placade 1-IPTLC. La Figura37 muestra

la composiciónde los lípidos residuales,en comparacióncon los de la mielina

no delipidada.El tinico fosfol ipido detectable,inclusoa altasconcentracionesde

muestra,Fue la esfingomielina.Se detectarontambiénrestosde colesterol.Sin

embargo, los lípidos residuales más abundantes Fueron los glicol <pidos,

especialmentelos cerebrósidosen sus dos formas (con ácido grasohidroxilado

o no hidroxilado). Los sulfátidosson también detectables,aunqueen mucha

menor proporción. Aparece además una banda no identificada, migrando

inmediatamentepor debajodel colesterol.
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Fraccionamientode las proteínade mielina

Los resultadosmostradoshastaahoraindican claramenteque la delipida-

ción secuencialde la membranamielínica con CHAPS 30 mM proporciona

simultáneamenteun primer fraccionamientoproteico. Como se [nuestraen las

Figuras34 y 35, la proteínaperdidaen los sobrenadantesduranteel procesode

delipidación(aproximadamenteel 30%de la proteínatotal) esmayoritarianierúe

proteínabásica,junto con algúncomponentede alto pesomolecular,El residuo

delipidadoobtenido tras los tratamientoscon CHAPS está, por el contrario,

desprovistocasi en su totalidad de esta proteína,y apareceenriquecidoen

proteolípidosy proteínasWolfgramn. Conocidala insolubilidaddeéstasúltimas

en los detergentesno iónicos y CHAPS (Figura 28), se realizó un estudiode

solubilizacióndel residuo delipidadocon OC, en el medio de solubilización

óptimoencontradoen la secciónanteriordeestecapítulo(tampónfosfato sódico

0.1 M, pH 6.7, conteniendosulfato sódico0.1 M>. Conpropósitoscomparativos,

se realizo en paralelo el estudio de solubilización con DOC, detergente

an1plianlcnte u(ílizado en la solubílizaciónde proteínasde membrana.En la

Figura 38 se muestra las curvascíe solubilizaciónde la mielina delipidadaen

anibosdetergentes.Curiosamente,el DOC es incapazde solubilizarcantidades

apreciablesde proteína,inclusoa altasconcentracionesdedetergente(100 mM).

Por el contrario, el 00 en tampón fosfato sódico 0. 1 M. pH 6.7, conteniendo

sulfato sódico0.1 M, disuelve el 40% de la proteínatota! a la concentración

más baja ensayada(30 mM), y el 70% a 100 mM. La naturaleza de estas

protemasextraídaspor el OC seanalizópor RP-HPLC,y serecogeen la Figura

39. A todas las concentracionesde OC probadas,lasproteínasextraidasfueron

principalmente,y casi exclusivamenteproteol(pidos. El residuono solubilizado

por OC 100 mM, como se mostrarámásadelante,aparecemuy enriquecidoen

proteínasde alto peso molecular (fracción Wolfgram). Ello significa que,

combinandola delipídaciónsecuencialde CHA PS con la extracciónde la mielina
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Figura38.— Solubilidadde la mielina delipidadapor cuatro tratamientos
con CHAPS 30 mM (en tampón Tris-HCI 20 mM y temperatura
ambiente) en octilglucósiclo (OC) y en deoxicolato sádico (DOC).
Volúmenesdc 1 ml de solución de cadadetergente,a la concentración
indicada, se añadieronsobre 1.29 mg de proteína delipidada. Tras
incubar y centrifugar como se describeen Materialesy Métodos., se
analizo proteína en los sobrenadantesy en los precipitados. Las
soluciones cte OC seprepararonen tampónfosfatosádico0.1 Nt, sulfato
sádico0.1 lvi, pH 6.8. Las soluciones de deoxicolatose prepararonen
Tris-HCI 20 mM, pH 7.4.
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delipidadacon OC, es posible separarde manerarápida y sencilla las tres

fracciones proteicasprincipales de la membranamielínica: proteínabásica,

proteol(pidos y fracciónWolfgramn.

SE-1-LPLC de Los proteolípidosextrafdoscon OG

La proteirla extraídapor el OG lOO mM en tampón fosfato sódico 0.1

M pU 6.8, conteniendosulfatesádico 0.1 M, se sometió a un fraccionamiento

por SE-HPLC. El objetivo de estosexpeiimentosfue el de determinarel peso

molecularde los complejosdetergente-proteolípido,y el estadode agregación

de la proteína extraídaen condiciones, a priori, no desnaturalizantes.Un

cromatogramatípico se representaen el panel superior de la Figura 40. La

proteínaeluida se desdoblaen 4 Fraccionesdenominadasa, b, c y d en orden

decrecientede peso molecular. Cada tina de ellas, recromatografradaspor

separadoen las mismascondicionesproduceun únicopico queeluyea un tiempo

de retenciónidénticoal quetiene en el cromatogramaoriginal (Figura 40). Los

resultadosfueron altamentereproducibles,y los tiempos de retenciónde las

fraccionesy la forma de los cromatogramasno variaron independientementede

la proteínainyectada,dentrodel rango de 120-320pg. La temperaturaa la que

sesometela muestra,sin embargo,sí pareceinfluir en la proporciónrelativade

cada xmo de los componentes,como se muestraen la Figura42. La proteína

recientementeextraídacon OC 100 mM a temperaturaambienteproduceel

cromatogramarepresentadoenel panelsuperior.Cuandoestamismamuestrase

enfría toda la noche a 4 ‘>C, y se equilibra a temperaturaambienteantesde

inyectar, puedeobservarsequeel componentede alto pesomolecular(fracción

a) ha aumentadoendetrimentodel componentemayoritario,la fracciónC (panel

central). El efectoes aúnmásmarcadosi se repite el ciclo de enfriamientocon

la ni isma ¡nuestra(pariel inferior).

A partir de la rectade calibracióndel sistemaformado por la columnay



Figura39.- Naturalezade Las proteínasde la mielina delipidadacon
CHAPSque son solublesen OC, analizadaspor RP-HPLC. Los
sobrenadantesobtenidostras la extracciónde la mielina delipidada
por CHAPS con diferentes concentracionesde OG. en las
condicionesdescritaspara la Figura 38, se precipitaroncon ácido
tricloroacéticoal 10% duranteunahoraa 4 0C. Los precipitadosse
sedimentaronpor centrifugación,y se inyectaronen una coltinina
C3 analítica, como se describe en Materiales y Métodos. (a)
Cromatogramatípico de las proteínastotalesde mielina; 1, frente
del solvente(sin proteínadetectable);II, proteína(s)básica(s);III,
proteínasde la fracción Wolfgram; IV, proteolípidos.(bt (c) Y
(d), proteínaextraídapor el 00 100 mM, 75 mM y 50 mM,
respectix’amenhe.A todaslas concentracionesde OC ensayadas,las
proteínas disueltas son, casi exclusivamente, de naturaleza
proteolipidica.
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Figura40.-FraccionamientomedianteSE-HPLC de los proteo!ipidosextraídos
íor el OC. Arriba se muestrael crornatogramacorrespondientea la proteína
extraídapor el OC lOO mM en tampónfosfato sódicoO.1 M, sulfatosódieoO.l
M, pH 6.7, Las fraccionesrecolectadasprodujeronun único pico cuandose
recromatografiaronen las mismascondiciones(a-d).
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Figura41.- Pesosmolecularesaparentesde las fraccionesque se muestran
en la Figura 40. Arriba. curva de calibradodel conjunte formado por la
precolumnaProgel-TSKSW conectadaa la columnaanal(tica Progel-TSK
020005W. Va, volumen vacío; Vt, volumende permeacióntotal. Abajo,
tiempos de retención (tR) y pesos molecularesaparentes(Mr) de las
fracciones.ND, 110 determinables,por caerlos tR en el intervalo no linear
de la curva de calibración. DS, desviaciónestándar.Los m.iníeros entre
paréntesisse refierenal númerode determinaciones.
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Figura 42.- Electo de la temperatura en el estado oligornérico de los
proteolípidos extraídos con OC, Arriba, cromatogramaobtenido con los
proteo!ipidosrecientementeextraídoscon 00 100 mM, a temperaturaambiente.
Centro, la misma muestra enfriada toda la noche a 4 ‘>C, y atemperadaa
temperatura ambiente antesde la inyección. Abajo, la mismamuestrasometida
a (los ciclos de enfriamiento. En los trescasosse inyectaron120 vg de proteína
(escalade detección de0.080 UA).
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la precolumna,con proteínasde peso molecularconocido, se calcularon los

íesosmolecularescorrespondientesacadatina deestasfracciones,mostradosen

la Figura41. Cadaunade las fraccionesaisladasse trataroncon TCA al 10%

comosedescribeen Materialesy Métodos,y la proteínaprecipitadase sometió

a análisis electroforético. Los resultados,mostradosen las Figuras 43 y 44,

demuestranque las cuatro fraccionestienen idénticacomposiciónproteica: los

dos proteolípidosmayoritariosde mielina (PLP y DM20), y una bandaancha

migrandoen la zonade alto peso molecular. El hechode que la proteínatotal

extraida con 00 produzca un pico muy mayoritario de proteolípidos, y

cantidadesdespreciablesdel resto de los componentesproteicosde la mielina

(Figura 39), excluye la posibilidad de que esta banda intensade alto peso

molecularpudiera ser un componente(le la rracción Wolfgram, e indica su

naturalezaproteolipídica. La formación de agregadosproteoiipídicos de alto

pesomolecularduranteel procesode la electroforesises un hechobienconocido

(ver, por ejemplo, Lees y Erostoff, 1984 (27)). Estosagregadoscomigrancon

las l)lX)tC mas de la fracción Wolfgrani en geles con tina concentraciónde

acrilamidadel [4% (Figura 43), pero tienen una movilidad ligeramentemayor

al dc éstascuandoseutiliza un gradientede concentraciónde acrilamidadel 4-

22% (Figura 44).
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DISCUSIoN

Los principales objetivos planteadosal comenzarestetrabajo fueron la

p~irificación de la proteína intrínseca principal de mielina, el PLP, en

condicionesa priori no desnaturalizantesy libre de lípidos para llevar a cabo

experimentosde reconstitución,y analizarlas interaccionesque lasproteínasde

mielina pudierantenerdentro de la vaina utilizando estaaproximación. Se ha

llevado a caboel fraccionamientode los componenteslipídicos y proteicosde

la membranamielínica usandolas propiedadesselectivasde dos detergentes

consideradoscomo no desnaturalizantes:un derivadozwitteriónicode las sales

biliares, el CHAPS, y un detergenteno iónico, el 00. El primero de ellos,

ajustandolas condiciones,escapazde eliminar casien su totalidad los fosfolfpi-

dos, colesterol y proteína básica de la membrana, rindiendo un residuo

enriquecidoen proteolipidos,fracción Wolfgra;n y esfingol<pidas. A partir de

esteresiduo, los proteolipidosseextraenprácticamente.purosy libres de lípidos

simplementemedianteel tratamientocon 00.

La tratamientossecuencialesde la membranainielínica con CHAPS 30

mM ponecíe manifiestolas diferenciasde solubilidadde los distintoscomponen-

tcs lipídicos y proi~eicos que conformanesta membrana. En el estudio de

solubilidadqueserecogeen la primerapartedeestecapítulosepudo comprobar

(~LIC la concentraciónde 30 mM de este detergentees subóptirnapara la

solubilización de la proteína, pero adecuadapara la solubilización de los

lípidos, especialmente los fosfol ipidos (Ver Figura 24 y Tabla 7). A 25 oc y en

tampón Tris-HCI 0.1 M (Figura 34) se consigue eliminar más del 95% de

fosfol (pidas y colesterol recuperandoel 70% de la proteínatotal. El análisis

electrofordticode la proteínarecuperadaencadauno de los pasosdel tratamien-

to secuencial demuestra que la proteína perdida es, en su mayor parte, la

proteínaextrínsecamayoritariade mielina,la proteínabásica.Séistratamientos

con detergenteen estas condiciones elimina prácticamente en su totalidad esta
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proteína(Figura 34). El hechode que el colesterolsea más resistenteque los

fosfolípidosa los tratamientoscon detergentesha sido descritoparael caso de

la mielina con otros surfactantes,con1o el Triton X-100 (Gillespie et al., 1989

(16)) u 00 (Aveldañoet al., 1991 (28)) , yenel casodeotras membranas,como

las membranasde plaquetashumanas(Shiaoet al., 1989 (21)), o de eritrocitos

(Heleniusy Simons, 1975 (8)). Con la cantidad de proteínatotal utilizada en

los ensayos, la concentración30 mM de CHAPS es la más adecuadapara

alcanzarel doble objetivode casi total eliminaciónde fosfol ipidos y colesterol

de la membrana,y la casi total depleciónde proteínabásica,comose observa

en la Figura33, aun cuandosuponeuna alta relacióndetergente/proteína(21.3

mg CHAPS/mg proteínaen las condicionesiniciales del ensayo).

El CHAPS tiene la gran ventaja, con respecto a las sales biliares

tradicionalescomo el colato sádicoo el DOC, de poderser utilizado dentrode

un amplio rango de íHs. Estas son utilizadas generalmentea pHs alcalinos,

bastantealejadosdel pH fisiológico, debido a su tendenciaa la precipitacióno

a la formacióncíe gelesa pHs inferioreso próximosa su pKa. Por ejemplo, el

DOC ha sido utilizado para extraerproteolipidosde mielina a un pH de 9.6

(Smith et al., 1984 (29)). El pH, sin embargo,no parece tener una gran

¡níltienciasobre la extractabilidadde los distintoscomponentesde la membrana

miel inica con CHAPS, como se apreciaen la Figura 36, Los fosfol ipidos se

eliminan de igual manera dentro del intervalo estudiado (5.5-8.5), pero se

recuperamenosproteínaa pHs ácidos.

Las dos salesbiliares colato sódicoy DOC, y el derivadode las mismas

CI-IAPS, secompararona concentracionesequimolares(30 mM) en su capacidad

de dolipidaciónde la mielina purificadaa un pH de 7.4 (en el cualcolato y DOC

se mantienenen solución) y a dos diferentesconcentracionesde fuerza iónica:

20 y 100 mM Tris-l-ICI (Figura 32). A pesarde su gran semejanzaestructural,

el colato sádico y el DOC producenresultadosmuy distintos. El primero es
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bastante ineficaz corno delipidizante de La membrana, especialmentedel

colesterol, y también como solubilizador de proteína, a juzgar por la alta

recuperaciónalcanzada.E] DOC, por el contrario, parecebuensolubilizantede

proteínasde mielina y mejor solubilizante de fosfolípidos y colesterolque el

colato. De los tres detergentes-es el CHAPS el queseajustamejor al propósito

de obtenerla mayor recuperaciónde proteínaaltamentedelipidada. La fuerza

jónica del tampónen quesedisuelveel detergentetambiénpareceinfluir en los

resultadosobtenidoscon los tres surfactantesestudiados.El aumentoen la

concentracióndel tampónTris-l-ICI desde20 hasta100 mM, a idénticopH, se

traduceen un mayor gradode delipidaciénde colesteroly fosfolípidos en los

wes casos,y una ligeramentemenor recuperaciónde proteínaen el caso del

CI-IIAPS y el colato sádico. El DOC, sin embargo,parecemás efectivo en la

solubilizaciónde [a proteínaen un medio de baja fuerza lónica; de hecho, este

detergentese disuelve más rápidamenteen Tris-HCI 20 mM queen Tris-HCI

100 mM. QuizásaIg~incomponentedel tampónpuedamodificaralgúnparámetro

propio cíe este detergente,que intluya en la formación de los complejos

detergente-proteína.

El efectoobservadoes explicable si se consideraque la concentración

micelai’ crítica (CMC) de los detergentesdisminuye, especialmentecon

detergentesiónicos, al aumentarla fuerzajónicadel medio. Por tanto, a idéntica

concentraciónmolar, existe mayor ndmero de niicelas disponibles para su

interaccióncon la membranaa medidaquela fuerza iónica del medioaumenta,

Otras interpretacionestambiénson posibles.Por ejemplo, la presenciade iones

CV enel mediopodría inducirun efectosaiting-in al desorganizarinespecífica-

menteLa membrana.Estaposibilidad,sin embargo,no parecemuy razonableen

vista del escasopodercaotrópicode estos iones(Hatefi y Hanstein,1969 (30)).

Aparte del efecto inespecíficoque la fuerza iónica pueda ejercer sobre las

propiedadesfísico-quinilcas del detergenteen solución, algunos iones pueden
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afectar las interaccionesproteína-proteínao lípido-proteínaquetienenlugaren

la membrananativa, provocandodiferencias cualitativas en la partición de

algunasproteínasentrela faseacuosacon detergentey el residuoinsoluble,Tal

es el caso del KCI, que aumentala partición de los proteolípidos en la fase

acuosacondetergente,y el MgCI2, que facilita la disociaciónde las interacciones

lípido-proteína (Pereyraet al., 1988 (2)). De hecho, algunasproteínas,las

extrínsecas,puedenextraersea partir de la membranasin uso de detergentes,

simplementecon tamponesqueincluyanconcentracionesmoderadasdealgúnión.

Por ejemplo, la proteínabásicade mielina ha sidoextraidade la membranacon

solucionesacuosasde CaCI2 (Gow y Smith, 1989 (31)).

La temperaturade incubacióntambiéntieneinfluencia sobrela extractabí-

lidad de los distintos componentesde la membrana,comosepuedeapreciarsi se

comparanlas Figuras 34 y 35. Al disminuir simultáneamentela temperatura

(hasta 0-4 ‘~C) y la fuerza iónica del tampón (hasta.20 mM) (Figura 35), se

requierenun ni mimo de 6 tratamientoscon CHAPS 30 mM para obtenerun

grado de delipidación similar al conseguidoa temperaturaambientey tampón

0. 1 M Tris-HCI con 4 tratamientos(Figura 34). Se sabeque unadisminuciónen

la temperaturaprochíceun aumentoen La CMC de los detergentes,por lo que,

a la misma concentracióncíe surfactante, hay mayor número de micelas

disponiblescuantomayorcs la temperatura.En nuestrocaso, la disminucióncíe

los dos parámetros(temperaturay fuerza iónica dei tampón)tambiénse traduce

en una menor eliminaciónde la isoforma principal de la proteínabásica(18,5

¡<Da). Este hecho puede ser útil si se pretende únicamentedelipidar la

membrana.Sin embargo,si el objetivo esel de fraccionaral mismo tiempo las

proteínasde la mielina, puedeserinteresanteeliminarde tina maneratansencilla

estaproteínaextrínseca.

Paraconfirmarlos resultadosdedelipidación,y determinarcuálesson los

lípidos residualesno extraidospor los tratamientoscon CI-IAPS, seanaLizópor
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HPTLC la composiciónde unamuestrademielina delipidadapor séistratainíen-

tos con CHAPS30 mM en las condicionesestablecidaspara la Figura35 (4 0C,

20 mM Tris-HCI). Los resultados (Figura 37) concuerdanbien con las

estimaciones cuantitativas: casi total eliminación de fosiol ipidos y gran

eliminación de colesterol (el colesterol residual, en estas condiciones de

delipidación,esalrededordel 10% respectoal control; Figura 35). Sin embargo,

el hechomás significativo fue la presenciade glicoesfingo]ipidos, sobretodo

cerebrósidos,en cantidadescasi comparablesa las del control (mielina no

detipidada). Interesanteinente,el único fosfolfpido residual detectadofue la

esfingomielina,

de sulfátidos, y

los ésteresde

Cammer, 1984

es ligeramente

aparececuando

lípidos polares

las bandasde

desarrollopara

correspondiente

otro esfingol<pido. Ademássondetectablespequeñascantidades

unabandano identificada, quepodríacorrespondera algunode

ácidos grasos y cerebrósidopresentesen mielina (Norton y

(32)), de acuerdoa varias evidenciasexperimentales:la mancha

positiva al reactivode orcinol, específicopara glicolipidos; no

las ¡nuestrasse desarrollanexclusivamenteen el solventepara

( lo cual puede significar que la banda comigracon algunade

cerebrósido),y se desdoblasólo cuando se realiza el segundo

lípidos neutros,Además, la bandaaparecetambiénen la calle

a los lípidos estándar, y ninguno de los lípidos neutros

incluidos en la misma, cromatografiadospor separadocon el dobledesarrollo,

produce ninguna banda detectablecon la misma movilidad (resultados no

mostrados),sugiriendo que debe procederde alguno de los lípidos polares

incluidosen la mezcla,probablenientedelos cerebrósidospatrón.Además,corno

sedemuestraen la Figura 37, estelípido no identificado no pareceextraersecon

el CHAPS, y tiene, por tanto, unaspropiedadesde solubilidad semejantesa las

de los esfingolípidos.

La resistenciaquemuestranlos esfingolipidos aserextraidospor CI-IAPS

es parecidaa la que muestranhacia los detergentesno iónicos, como el Triton
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X-l00 (Gillespie et al., 1989 (16); Pereyraet al., 1988 (2)) o el 00 (AveLdaño

et al., 1991 (28)). Estos detergentes no son capaces de romper las fuertes

interaccionesproteína-proteínay lípido-proteínaque tienen lugar entre las

proteínasy lípidosqueconformano interactúancon el citoesqueletode la vaina

de mielina, lo que se ha dado.en llamar componenteradial (unionesestrechas

interlamelares)o complejode unión (junctional compíex)(Kosarasy Kirschner,

1990 (3)), estructurasvisibles al microscopioelectrónicocomo zonasrecurren-

tes electrónicamentedensas,localizadasen las líneas intraperiódicas(espacios

extracelularesdentrode la mielina compacta).Las proteínasquecomponenesta

matriz citoesqueléticao interactúancon ella parecenser la CNPasa,actina,

tubulina,glicoproteinaasociadaa mielina (MAO), etc, esdecir, proteínasde la

fracción Wolfgra¡n de mielina y otras de alto peso molecular. Los métodos

empleados para aislar el componente citoesqueléticoa partir de mielina

purificada, talescomola extraccióncon Triton X-100, proporcionanun residuo

insolublemuy enriquecidoen estasproteínasdealto pesomolecular,y asociadas

con lípidos específicos:glicoesfingolípidosy esf¡ngoniielina(Gillespie et al.,

1989 (16)). Estos lípidos permanecenunidos a la proteínacitoesquelética

incluso tras el fraccionamientodel residuo insoluble en Triton X—l0O por

centrifugaciónen gradientecontinuo de sacarosa,por lo que deben de estar

genuinamenteasociadosa los componentescitoesqueléticos(le la mielina

compacta.

Las gráficas de delipidación y fraccionamientoproteico con CI-LAPS

pueden interpretarseen términos de mayor o menor afinidad de las distintas

clases lipídicas o moléculas proteicas hacia el detergente, pero existen

interpretacionesadicionalesal considerarla distribución asimétricade lípidos y

proteínasentrelas dos hemicapasqueintegranla bicapamiel ínica (Braun, 1984

(33)). A partir de resultadosbiofisicos,de difracciónde rayos X, se sabeque

los glicoesfingolípidos (cerebrósidos,sulfátidos y gangliósidos)se localizan
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preferentemente,o exclusivamente,en las hemicapasextracelulares(la aposición

de las cuálesforman la línea intraperiódicavista en las micrografíaselectróni-

cas de la vaina de mielina). Los glicerofosfolipidos, sin embargo,se localizan

preferentementeen lashemicapascitoplasmáticas(que formanlas líneasdensas).

El colesterolse distribuyeentrelasdoshemicapas,pero de formaasimétrica:dos

de cadatres moléculasselocalizanen la hemicapaextracelular.Las proteínas

tampocose distribuyenaleatoriamenteentrelas dos hemicapas.Es conocidala

localizacióncitoplasmáticade la proteínabásicade mielina, que contribuyea

la alta densidadelectrónicade la líneadensaprincipal, y dondeinteractúacon

los fosfolipidos de la membranaexterna,Estainteracciónhasido caracterizada

parafosfolipidos acídicosy neutros(Menon et al., 1990 (34)).

Tomando todas estas evidencias en su conjunto, y analizando los datos

experimentalesde delipidacióncon CHAPS,parececomosi estedetergente,en

las condicionesutilizadasen el presentetrabajo,solubilizarapreferentementelas

hemicapascitoplasn4ticasy las proteínasque interacttiancon ellas (principal-

mente la proteína básica). Las líneas intraperiódicas, en las cuáles es

observableel componenteradial, quedaríanrelativamenteinalteradaspor el

tratamiento con CHAPS, y ello explicarla la escasaextractabilidad de los

glicoesfingolipidosy de las proteínasdealto pesomolecular.Los proteo]ipidos,

de naturaleza intrínseca transmembrana,podrían quedar anclados en las

hemicapasextracelularesy retenidosen los residuosinsolublesen el CHA PS. Por

otraparte,la mayorresistenciadel colesterola ser solubilizadopor el detergente

también podría explicarseal estar en mayor proporción en las hemicapas

extracelulares.

No todos los detergentesmuestranla misma selectividaden la extracción

decomponentesmielínicosmostradaporel CHAPS. Los detergentesfuertemente

iónicos, como el SDS, bromurode cetiltrimetilamonio (CTA) o DOC parecen

solubilizar los galactolípidosde mielina tan eficazmentecomo los fosfolípidos
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(Mcllwain et al., 1971 (5)). En los ensayosde solubilidad que se recogenen la

secciónanterior de este capítulo, de los sietedetergentesprobados,sólo los

detergentesno iónicos (OC, Triton X-l0O y Lubrol PX) y el CE-IAPS dejaronun

residuo insoluble muy enriquecidoen proteínasde alto pesomolecular(Figura

28).

Los tratamientossecuencialescon CHAPSdejanun residuoinsolublecon

un composiciónproteicavirtualmenteidéntica a la de mielina no delipidadapero

prácticamentecarentede la isoforma mayoritaria(18.5 KDa) de [a proteína

básica.Conocidala insolubilidadde los complejoslípido-proteínay proteína-

proteínaque forman el citoesqueletode la mielina del sistemanerviosocentral,

la mielina delipidadapor CHAPS seextrajo con variasconcentraciones.de OC

en tampón fosfato sódico O. IM pH 6.8 conteniendosulfato sádico 0.1 M

(condicionesóptimasde solubilizacióncon estedetergente)con la esperanzade

que las únicas proteínassolubilizadasfueran los proteo]ipidos. La Figura 38

muestralos resultadosencomparaciónconotro detergenteampliamenteutilizado

en la solubilizaciáncíe proteínasde mielina, el DOC. Este tiltinio, paradójica-

mente, no es capazde extraercantidadesapreciablesde proteína,ni siquieraa

altasconcentraciones(100 mM), mientrasquecuatro tratamientoscon DOC, en

las mismascondicionesdepH y tampóny a bajaconcentración(30 mM), extrae

alrededorde un 60% de la proteínatotal de la membranano clelipidada(Figura

32). Aunque la causade este fenómenoes desconocida,ptidiera ser que este

detergente necesite la presencia de fosfol ipidos para extrae!’ cantidades

apreciablesde proteo!ipidos. El OG, sinembargo,extraecantidadessustanciales

de proteínaa partir de mielina delipidada, inclusoa la másbaja concentración

empleada(30 mM), quellegaa ser del70% a unaconcentracióndc 100 mM. La

Figura 39 demuestraquela proteínaextraidaa todaslas concentracionesescasi

exclusivamentede naturalezaproteolipIdica; el residuoinsolubleen la concentra-

ción más altade OC usada(100 mM) estámuyenriquecidaen proteínasde alto
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pesomolecular(Figuras43-44). Además,el análisisde los lípidos extraidosen

estascondicionesrevelóque los glicol ipidos permanecenen su gran mayoríaen

el residuo insolubleen OC. Combinandola delipidaciánsecuencialcon CHAPS

y la extraccióncon OC, se consiguenpurificar los proteolipidos en su estado

altamentedelipidado(apoproteol<pidos).

Se investigó posteriormenteel posible estado oligomérico de los

proteolípidospurificadós. La cromatografíade exclusiónmolecular, haciendo

uso dedetergentesno desnaturalizantes,esuno de los métodosdeelecciónpara

determinarsi varios polipéptidos puedenformar complejos supramoleculares

(Tandfordy Reyno[ds, 1976 (20)). En el presentetrabajo seutilizó la técnicade

SE-HPLC, usada con éxito para purificar otras proteínas intrínsecasde

membrana,tales comola bacteriorrodopsinao la rodopsina(Muccio y DeLticas,

1985 (18); DeLucasy Muccio, 1984 (17)). Se obtuvieroncuatrofracciones,que

recromatografiadasproducenun único pico <Figura 40). El hecho de que las

fracciones tengan idéntica composición proteica (PLP, DM-20 y agregados

proteolipídicosde alto pesomolecular)(Figuras43-44), y queeluyana tiempos

de retenciónmuy (listintos (Figura 41) sugiereque las dos isoformaspueden

interactuarformandocomplejos heteromoleculares,condición ésta qtie podría

configurar la estructuracuaternariade los proteo!ipidos dentro de la vaina de

mielina. Los pesos molecularesaparentesde las fracciones, obtenidos por

comparacióncon los tiemposde retencióndeproteínaspatrónde pesomolecular

conocido(Figura 41) parecenindicar quevariosestadosoligornéricoscoexisten

en la solución de proteolípidosen OC. Todos estosresultadosparecenindicar

que los dos proteolipidos mayoritariosde mielina, ambos codificados por el

mismo gen, consecuenciade cortes y empalmesalternativosdel producto de

transcripciónprimario (Campagnoniet al,, 1988 (35)), podríanformar parte¿/2

vivo de un oligórnerode estructuracuaternariadefinida, aunquelos resultados

presentadosaquí no permitendeducirsu estequiometría.Sin embargo,comose
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ilustra en la Figura42, la temperaturapareceinfluenciarel estadooligom¿rico

de las proteínasen solución, favoreciéndosela formación de la fracción de

mayor pesomolecular. El electopuedeser debidoal aumentode la CMC del

OC en la solución de la proteína.En último término seríaun efecto análogo

al dedisminuirla concentraciónde detergenteen la solución, lo cual favorecería

la oligomerización.Parece,pues,queel estadomásestabletermodinámicamente

esel oligómero de mayor pesomolecular. La concentraciónrelativamentealta

de detergente(100 mM) en el que va disuelta la proteína puede disociarlo

reversiblementeensubunidadesde menorpesomolecular,quepuedenreasociarse

si la concentraciónefectivade detergentedisminuye, por ejemplo, por disminu-

ción de la temperatura.
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CAPITULO V

EXTRACCION DE LOS LíPIDOS TOTALES DE MIELINA

LIBRES DE PROTEÍNA

PREPARACION Y CARACTERIZACION DE LIPOSOMAS



226

INTRODUCCION

Una yez alcanzadoel objetivo de la purificación de las proteínasde

mielina, especialmentede los proteolípidos(capítulosHl y IV), se abordóel

problemade la obtenciónde un sustratolipídico adecuadopara su reconstitu-

ción, con el fin deanalizarsuspropiedadesfuncionales.Durante[osúltimos años

las membranasmodelo, en particular los liposornas,se han convertidoen una

herramientapoderosapáraestudiarlas interaccioneslípido-proteína(Brown et

al., 1989 (1)), así como la paxticipaciénde las proteínasde membranaen la

regulaciónde los niveles iónicos por mediode experimentosde reconstitución

(Cózar et al., 1987 (2); Joneset al,, 1988 (3)). Para alguñasproteínasde

membrana,talescorno los canalesiónicoso proteínasdetransporte,los sistemas

reconstituidosofrecengrandesventajasparadefinir y ensayarsu función en la

membrana.

La composiciónlipídica de los liposornasque han sido empleadosen los

estudiosde reconstitucióncon lasproteínasde mielina difiereconsiderablemente

de la composiciónlipídica de estamembrana,a pesarde que algunoslípidos se

han mostradoesencialesen los mecanismosde translocacióniónica o en la

modulaciónde la actividadde enzimasy íeceptoresde membrana(McCorniick

y dohnstone,1988 (4); Chakrabartiet al., 1990 (5)). Así, paraprobarel papel

funcionalde lasproteínasdemielina,espreferibleunentornohp idico semejante

al cíe las condicionesnativas, en vez del proporcionadopor un único lípido

sintético o lípidos procedentesde otras fuentes naturales, tales como los

extractoslipídicos de soja (asolectina).Por tanto, un métodoque permita la

extracciónde los lípidos totalesde mielina, libres de proteínascontaminantes

(pai’a evitar interferenciasnegativasen los estudiosde reconstitución),con el

objetivo de prepararliposornas,tiene una especialrelevancia.

La extraccióncon mezclasde cloroformo y inetanol(CM) es el procedi-
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miento general para prepararextractoslipídicos totales a partir de sustancia

blanca de cerebro(Fo]ch et al., 1957 (6)), pero tiene el inconvenientede

coextraeruna considerablecantidad de proteína,principalmenteproteolípidos

(20 mg de proteínapor gramo de tejido fresco). Por tanto, el hallazgode un

buen disolvente de lípidos que no co-extraiga cantidadessignilicativas dc

proteínaa partir del tejido esdegran interés,porquepermitirla la obtenciónde

extractoslipídicos adecuadospara la formación de liposomasen los cuáles

estudiarlas propiedadesde permeabilidadde la matriz lipidica de la vaina de

mielina, ademásde poderser usadoscomo soportepara la reconstitucióny el

análisisfuncionalde las proteínasdeestamembrana.Los hallazgosdescritosen

el capítulo III indicaban que el tetrahidrofurano (THP), minimizando la

concentraciónde aguaen el medio, extraecantidadesmuy pequeñasde proteína

a partir de la mielina purificadao de la sustanciablancadecerebro(ver Figuras

lO y II, páginas117 y 120, respectivamente),y especialmentea partir deésta

última. Por otra parte, se conoce desdehace tiempo que la capacidadde

extracciónlipidica del TI-IP esprácticanienecomparablea la del CM 2:1 y/y

(Autilio y Norton, 1963 (7)). Con estas premisas,se ha puestoa punto un

método para la obtención de un extracto cuya composición cualitativa y

cuantitativaes l)rácticamenteindistinguible de la composición lípídica de la

membranamielínica, pero prácticamentelibre de proteína.A partir de este

extracto se han preparadoliposomas, que han servido como modelo para

examinarlas propiedadesde permeabilidadde la matriz lipídica de la membrana

nativa.
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MATERIALES Y METODOS

Materiales

Los cerebros de vaca se obtuvieron de animales sacrificados en el

momentoen el mataderomunicipal de Madrid, y setransportaronal laboratorio

en baño de hielo. La sustanciablancase diseccionó,selavó con NaCí al 0.9%

y se usó inmediatamente,o bien se liofilizó y pulverizó, conservándoseen

atmósferacíe nitrógenoy congel desílicea -30 ‘t hastasu uso. El tetrahidrofu-

rano(THF), libre dc hidroxitoluenobutilado(BI-IT), seobtuvode Probus.Seusó

como tal para fines analíticos, ya que el BIIT interfiere flierternentecon la

determinaciónde proteína, Sin embargo, para preparar rutinariamentelos

extractoslipídicos totales(ELT), se incluyó un 0.025% de BHT (Sigma)en el

solverfie paraevitar [a peroxidaciónlipidica. La celita (CelliteR 503) seadquirió

cíe i.T. Baker (Holanda). Los productos radioactivos(45CaCI2• 86RbCl [14C]-

sacarosay [‘4C]—metilamina)se compraron a Amersham(Reino Unido). Los

íonoforosva[inomicina y A23 187 fueroncíe BoehringerMannheini (Alemania).

III ionoforo FCCP, la nigericina, la monensina,la 9—aminoacridinay el cloruro

cíe colina se obtuvieronde Sigma(EEUU), El Sephadex0-25 fue de Pharmacia

(Suecia). La L-dimiristoil-alfa-fosfatidilcolina (DML), y los fosfolípidos,

glicol ipidos y colesterol patronesse obtuvieron de Sigma o Fluka (Suiza). El

aculo N-acetil-neuraminico (NANA) y los gangliósidospatronesseobtuvieron

dc Sigma, exceptocl 0D
11,, que fue de Calbiochem(EEUU).

l>reí»u’ac¡ón cíe los extractos hp idicos totales

Paraoptimizarel método de extracción lipidica, cantidadesde 250 mg

cíe sustanciablancaliofilizada, o 960 mg de sustanciablancafresca(250 mg de

pesoseco) se trataron con diferentesvolómenesde THF duranteuna hora a

teínpcraturaambiente,en matracesdevidrio con agitaciónmagnéticamoderada.

Tras ello, los extractosse filtraron a travésde una capade 0.5 cm de celita,
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dispuestasobreun embudodevidrio fritado, con la ayudade un vacíomoderado

procedentede una trompade agua.Cadafiltrado se recogió, se concentréen un

rotaevaporadora vacío, se añadióun 25% de aguadestilada,se congelécon

nitrógenolíquido y se liofilizó. El liofilizado obtenidosepesó,y sedeterminó

su contenidoen proteína.

Paraextraccionesa gran escala,30 g de susíanciablanca liofilizada se

trataron con 1500 ml de THF <50 ml de THF por g de tejido seco) en un

Erlenmeyerde dos litros decapacidad,en las condicionesdescritasarriba. Tras

filtrar a través de celita, el filtrado se concentróhasta la décima parte de su

volumenoriginal y sele añadióun 25% deaguadestilada.La mezclasecongelé

con nitrógenolíquido y seliofilizó. El liofilizado, de color totalmenteblanco,

se conservóa -30 0C en atmósferade nitrógeno, con gel de sílice como

desecante.

Caracterizaciónanalíticadel extractolipídico total WLT~

La determinaciónde proteínaen los ELT se realizó por el método de

Lowry et al., 1951 (8)), modificadoparaeliminar la turbidezproducidapor el

alto contenido [ipídico de las muestras. Brevemente, 15 mg de ELT se

disolvieron en 1 ml de SDS al 2.5% en Na
2CO3 al 1 %, con ayudade un

sonicadorde baño (Bransónic), y un baño hirviente durante lO minutos. Se

tomaronalicuotasde 100 pl de estasolución(1.5 ¡ng de ELT) parala determina-

ción de proteínapor el método de Lowry, incluyendo un 3% de SDS en el

reactivo C (Aguilar et al., 1982 (9)). Una vez que se desarrolléel color, la

turbidezde las muestrasseeliminé añadiendoa los tubos0.5 ml de cloroformo,

como recomiendanNorton y Autilio, 1966 (10). Se agitaron [os tubos en un

vortex y se centrifugaron a 500 g durante 5 minutos. El color permanece

íntegramenteen la fasesuperior acuosa,y seleyó a 750 nm. Como patrón se

utilizó seroalbtirnina bovina. Los tubos conteniendola solución patrón de
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proteínase trataronde unamaneraidéntica al restode las muestras.

El fósforohp idico sedeterminépor el métododeAmes andDubin, 1960

(11). El colesterolsedeterminépor el métodode Siedel ¿t al., 1981 (12). Los

galactolipidos(sulfátidosy cerebrésidos)seevaluarondeterminandoel contenido

en galactosamediantela reacciónde la antronade Trevelyany Harrison, 1952

(13). Debido a las grandes interferenciasde la mayoría de los lípidos,

especialmentedel colesteroly los ácidosgrasospolifnsaturadoscon estemétodo

(Kishimoto, 1978 (14)), los galactolipidos se purificaron previamentepor

cromatografíaen capafina (TLC) (Vitiello y Zanetta, 1978 (15)) sobreplacas

de vidrio precubiertascon gel de sílice 60 (Merck, Alemania). Las manchas

correspondientesacerebrósidosy sulfátidosserasparonde la placa,seeluyeron

con cloroformo/nietanol/agua5:5:1 y sedeterminésu contenidoen galactosa.

Comocontrolesseusaronblancosdesilicagel. El contenidoen galactolipidose

expresacomo4.6 x % galactosa(Autilio y Norton, 1263 (7)).

El ácido siálico unido a gangliésidosse determinépor el método de

Warren, 1959 (16), modificado por Chaplin, 1986 (17), usandoNANA como

patrón. Las muestrasde ELT (300 mg) sehidrolizaronpreviamentecon 4 ml de

I-12S040.1 N duranteunahora a 80
0C.

Cromatografíaen capatina de lípidos polares

La composiciónde lípidos polaresdel ELT se examinósobreplacasde

cromatografíaencapafina de altaeficacia(HPTLC, 10 cm x 10 cm) precubier-

tas con gel de sílice 60 F254(Merck).

Parala HPTLC nionodimensionalde lípidos polares,el ELT se disolvió

en CM 2:1 y seaplicó en la placaformandounabandade 0.8 cm con la ayuda

de unajeringaHamilton, a 1 cm delextremoinferior de la placa.La separación

de los componentesse llevó a cabo con el solvente acetatode metilo/n-

propanol¡cloroformo/metanol/KCIal 0.25%enagua25:25:25:10:9(envolumen)
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(Vitiello y Zanetta, 1978 (15)).

En la separaciónbidimensionalde los lípidos polares,la mismamuestra

se aplicó comoun punto cercadel vértice inferior izquierdo de la placa. La

primeradi¡n~nsiónse realizó con el solventeanterior. Luego seextrajola placa

de la cubeta,sesecócon un secadorde airey seintrodujo, rotada90 0 respecto

a la primeradimensién(en sentidocbntrarioa las agujasde un reloj), en otra

cubetapresaturadacon cloroformo/metanol/acetona/ácidoacéticoglacial/agua

75:15:30:15:7.5(en volumen),

El contenido en plasmalégenosdel ELT se analizóen una separación

bidimensionalrealizadaen fas condicionesque seacabande describir,pero la

placasesometióa la hidrólisis de los vaporesde HCI tras la primeradimensión

(I-Iorrocks, 1968 (18)).

Los componentesde! ELT se identificaron con 1 Ipidos patrones

comerciales,y conel reveladosecuencialdelasplacascon: exposicióna vapores

de yodo (para lípidos totales), nebulización con reactivo de ninhidrina

(ninhidrinaal 0.2% en etanol, paralípidos que contienengrupos-NH2 libres)

y orcinol (orcinol al 0.5% en H2504 2M, para glicolipidos). En el caso del

reveladopor ninhidrina, la placase calentéen estufaa 100
0C durante15-20

minutosdespuésde la nebulización.Para el reveladocon orcinol se calentóa

110 0C hastaque aparecieronlas manchas(tinos 20 minutos).

Para cuantificar las clases fosfolip idicas, cada mancha identificada,

visualizadacon vaporesde yodo, seraspéa partir de unaplacadesarrolladaen

unasoladimensión,y su contenidoen fósforolipídico sedeterminódirectamen-

te. Corno controles se usaronblancosconteniendocantidadesequivalentesde

silicagel, libre de muestra.

La comparaciónentre la composición lipídica cuantitativade ELT y

mielina sellevó tambiéna cabopor densitometrla. Brevemente,un extractode

Eolch de mielina y el ELT, disueltosen CM 2:1, sesembraronen una placade



232

20 x 20 cm (HPTLC, gel de sílice 60, Merck~, y sedesarrollémonodimensio-

nalmente, como arriba, con el solventepara lípidos polares. Finalizadoel

desarrollo, la placa se secó y se reveló con el reactivode acetatode cobre

(acetatode cóbreal 3% (p/v) en ácido ortofosférico al 8% (y/y), para lfpidos

totales). La placa reveladase-fotografié. La fotografíasepositivé sobrepapel

transparentey se sometióal análisisdensitométricoutilizando un densitómetro

Láser(MolecularDynamics).La cuantificaciónde lasáreasrelativascorrespon-

dientesa cada claselipfdica se llevé a cabo con el software incorporadoal

ordenadorconectadoal aparato.

Cromatografía en capa fina de gangliósidos

Para identificar los gangliósidos presentesen el extracto, éstos se

extrajeronpreviamentea partir de 2 g de ELT por el métodode Tettamantiet

al., 1973 (19); el dializadofinal se liofilizó, y los gangli6sidossesepararonde

fosfolípidos contaminantesmediantecromatografíaen placa de HPTLC (10 x

20 cm) precubiertacon gelde sílice 60 F254S,en el solventecloroformo/met-

anol/agua60:40:9, conteniendoun 0.02% de CaCI2.2H20(Ledeeny Yu, 1978

(20)), Las manchascorrespondientesa gangliósidos (positivas al reactivo de

resorcinol)sesepararondelos lípidoscontaminantes(queselocalizanen la parte

superiorde la placa), serasparony seeluyeron a partir del ge! de sílice con

cloroformo/metanol/agua5:5:1. Lo eluido se evaporé a sequedadcon una

corrientede N2, se redisolvió en cloroformo/metanol2:1 y se analizó en una

placa HPTLC de lOxiO cm precubiertacon gel de sílice 60 F254. Los

gangliósidosserevelaronconel reactivode resorcinol(Svennerholrn,1957(21)),

y seidentificaroncon gangliósidoscomerciales,

Cromatografíaen capafina de lípidos neutros

Los lípidos neutrospresentesen la mielina purificada y en el ELT se
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identificaron mediante cromatografíasobre placas HPTLC de 10x20 cm

precubiertascon silicagel60 (sin indicadorfluorescente)(Merck.). En el casode

la mielina purificada,sereafizó la extracciónde Folch et al., 1957 (6), con CM

2:1. La faseinferior,lavada, seevapóróa sequedadcon corrientede nitrógeno,

y el residuose redisolvió en un pequeñovolumen de cioroformo/metanol2:1

y/y. Alicuotasdeestasolucionessesembraronen lasplacas.En el casodelELJT,

éste se disolvió directamenteen CM 2:1. Se utilizó el doble desarrollo

monodimensionalpara1 fpidos polaresy lípidos neutrosdetalladoenel capitulo

II (verPág.83). Finalizadoslos desarrollos,las placassesecaroncon un secador

de aire y se revelaron con: reactivo de acetatode cobre (Lípidos totales) o

reactivode orcinol (glicolipidos). Las placasse nebulizaronintensamentecon

uno de estosreactivos,y secalentarona 1600C durante20 minutos(acetatode

cobre) o 110 0C durante20 minutos(orcinol) en estufa.

Preparación de liposornas a partir del ELT

Los liposomasmuitilamelares(MLVs) seprepararona unaconcentración

de 20 mg deELT por ml. Brevemente,el ELT se disolvió en cloroformoen un

tubo de vidrio de 30 ml. Se evaporé el solventecon una corriente de N
2,

procurandoque la película lipídica sedistribuyerahomogéneamentepor todo

el fondo del tubo. Las trazasde solventese eliminaronsometiendoel tubo a

vacio (50 mT) en un liofilizador durante30 minutos.Luegoseañadióel tampón

acuosoquese indica en cadacaso, se saturéla atmósferadel tubo con N2, se

tapé con un tapón de rosca y agité con un agitador de tubos tipo vor¡ex, a

máximapotenciadurante10-15 minutos.

Paraprepararliposomasunilamelarespequeños(SUVs), la suspensiónde

liposomasmultilamelares,en un tubo de vidrio cerradoy saturadocon N2, se

sonicéhastaclaridaden un sonicadorde baño Bransonie12 (15-20 minutos).

Los liposomasunilamelaresgrandes(LUVs) seprepararona partir de los
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SUVs por el método de la congelacién-descongelacién(Pick, 1981 (22)). La

suspensiónde SUVs se congelé,con N2 liquido y sedejó descongelarenbaño

de hielo. El procesoproduceun gran aumentoen la turbidezde la suspensión.

Microscopia electrónica

Tinción negativa

Parala tincién negativa,unagotade suspensiónde liposomassemezclé

con un mismo volumen de solución de molibdatoamónicoal 2% en agua,pH

6.8 (neutralizadocon NaQil). La mezcla se deposité sobre una rejilla para

microscopiaelectrónica(300 mesh)precubiertacon Formvary sombreadacon

carbono. Tras 30 segundos,el ekceso de liquido se retirá por capilaridad

(utilizando un tubo capilar de vidrio), se dejó secar la rejilla y se observó

inmediatamenteal microscopioelectrónico(Jeol 1200 EX II).

crioJ’ractura

Las réplicasde criofracturade los liposomasseprepararonde acuerdoa

García-Seguraet al., 1986 (23). Los liposomasse fijaron en glutaraldehidoal

1 %-forrnaldehidoal 1 % en tampónfosfato 0. 1 M, pH 7.4, seembebieronen el

mismo tampón conteniendoun 20% deglicerol durantedos horas, secubrieron

con alcohol polivinilico y sedongelaroncon Freon22 enfriado con nitrógeno

líquido. Las muestrasse fracturarony sombrearoncon platino-carbonoa -líO

en un aparatoBalzers400D (Liechtenstein).Las réplicasde eriofracturase

fotografiaronen un microscopioelectrónicoJeol 100 B (Japón).

Agregación de liposomas inducida por proteína ln¶sica

La proteínabásica(Mr 18.5 KDa) se extrajo de sustanciablancade

cerebrobovino de acuerdoa Oshiro y Eylar, 1970 (24), y sepurificó hastala

homogeneidadpor RP-HPLCutilizando lascondicionesdescritasen el capítulo
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III. Los SUVs seprepararonapartir de ELT o de DML aunaconcentraciónde

5 mg de lípido por ml en tampónNaCí 100 mM, HEPES10 mM, pH 7.4. La

suspensiónresultantese diluyó hastaunaconcentraciónde 1 mg de lípido/ml

con el mismo tampón. Sedistribuyeronalicuotasde500pl en tubosEppendorff,

y semezclaronconcantidadesdefinidasdeproteínabásicadisueltaen 100pl del

mismo tampón.Se agitaronlos tubosen vortex, seincubarondurante30 minutos

a temperaturaambiente,y se determinéla turbidezde cadatubo midiendosu

absorbanciaa 450 nni.

Determinación de la permeabilidad de las membranasliposomales usando

isótopos radioactivas

Determinaciónde Za radioactividadatrapadapor los liposomas

Paraestudiarla salida (leaking) de una determinadamoléculadesdeel

interiorde los liposomashaciael espacioextraliposomal,los liposomasde ELT

(LUVs o MLVs) se prepararonen un tampón acuosoconteniendoel trazador

radioactivo.Se tomaronalicuotasdeestasuspensiónparadeterminarla radioac-

tividací total (expresadaen DPM/gl), y luego se eliminé la radioactividadno

atrapadapor los liposomas(radioactividadextraliposomal)filtrandola suspensión

a travésde jeringas rellenascon SeúhadexG-25, por el métodode filtración-

centrifugaciónde Fry et al., 1978 (25). Brevemente,seempaquetanjeringasde

phlstico de 1 ml (de tuberculinao insulina), o de 5 mi, con SephadexG-25,

hinchadoduranteal menosdos horasen agua.Se equilibrancon el tampón que

se indica en cadacaso,no radioactivo,(al menosdos vecesel volumenocupado

por la resma),y secentrifugana baja velocidad (2000g) durantetres minutos,

colgadasde tubos de plástico apropiados,en una centrífuga(Hettich Universal

II) con rotor de ángulo variable (swing-ou~. Luego secarga la suspensiónde

liposomassobre las jeringas (hasta 200 pI de suspensiónpor cada mililitro

ocupadopor la resmadespuésde la centrifugación),y sevuelvea centrifugaren

a
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las mismas condiciones.Los liposornas eluyen prácticamentesin dilución,

mientras que la radioactividad extraliposomal queda retenida en la resma.

Experimentoscontrol(filtrandotampónradioactivo,sin liposomas)mostraronque

seelimina el 99.9%de la radioactividadlibre (no atrapada).La recuperaciónde

liposomas se cifra en torno -al 90% (calculadamidiendo colesterol antes y

despuésde filtrar la suspensiónde liposomas a través de la resma). La

radioactividadintraliposomalsedeterminémidiendola radioactividadenalicuotas

de 80 pl de los liposomas filtrados, tras la adición de 3 ml de líquido de

centelleo(Aquasol-2, Du Pont), en un espectrómetroJI (Wallac 1410 LSC,

Pliarmacia)y usandounprogramaadecuadoparacadaisótopo.En los liposomas

filtrados, asímismo, sedeterminóla concentraciónde colesterolen alicuotasde

10 pl, apartir de la cualse calculéla concentracióndeELT (mg ELT/pI) de las

muestras,Con todos estos datos se calculé el volumen encapsulado(VE,

expresadoen pl/ing de ELT), de acuerdoa la fórmula:

Vi? = radioactividad intraliposomal
radioactividad total x [EL’IU]

dondelas radioactividadesintraliposomaly total seexpresancornoDPM/pl, y la

concentraciónde ELT comomg ELT/pl

La salida de la radioactividadencapsuladase determinéincubandolos

liposomas filtrados, tomando alicuotas del medio de incubación a tiempos

definidos, y volviendo a determinar el volumen encapsulado,corno se ha

descrito, tras filtrar nuevamentea travésde las jeringasrellenascon Sephadex

G-25.

El métodode filtración-centrifugacióncon minicoluninasde SephadexG-

25 se utilizó tambiénpara sustituir un tampón por otro distinto en el medio

extraliposomal:liposomaspreparadosen un tampóndeterminadosefiltraron a
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través de columnasequilibradascon el tampón requeridoen cadacaso.

Para medir la entradade una determinadamolécula al interior de los

liposomas, éstos se prepararonen el tampón indicado en cada caso, no

radioactivo, ~>se incubaronen presenciadel trazadorradioactivo.Se tomaron

alicuotasdel mediode incubación(10 pl) paradeterminarla radioactividadtotal,

y a tiemposdefinidos sefiltraron alicuotas,comoseha descrito,paradeterminar

el volumenencapsulado,

Determinaciónde la permeabilidada la sacarosay al Rb~ (K~)

Se prepararonliposomas(LUVs) en tampónKCI 50 mM, NaCí 50 mM,

sacarosa10 mM, HEPES10 mM, pH7.4, conteniendo[‘4C]-sacar&a(4 pCi/mí)

ó 86Rb~ (8 pCi/mí), y La radioactividadextraliposoinalseeliminé filtrándolos

a travésde unajeringa de 5 ml rellenacon SephadexG~25, equilibradaconel

mismo tampónpero sin trazadorradioactivo,cornoseha descritoen el apartado

anterior. Se tomaron alicuotasde los liposonms filtrados para determinar la

radioactividad intraliposoinal y la concentraciónde colesterol (volumen

encapsuladoa tiempo cero), y se incubarona 37 0C. A intervalos de tiempo

definidossevolvió a determinarel volumenencapsulado,tomandoalicuotasde

100 pl de la suspensión,filtrándolas a travésde jeringasde 1 ml rellenascon

SephadexG-25, y determinandola radioactividadintraliposomal(enalícuotasde

80 pl) y la concentraciónde colesterol(en alícuotasde 10 pl).

El volumen encapsuladode [‘4C-sacarosa]por los liposomasse utilizó

como medidadel volumenintraliposomal (VI).

Determinaciónde la permeabilidada losprotones

La permeabilidadde la membranaliposomal a los protones (H+) se

determinémidiendola distribuciónde [‘4C]-metilaminaen el espaciointraliposo-

mal. Estatécnicaha sido aplicadacon éxito para determinarla permeabilidada
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los H + de la membranade gránuloscrornafines,así comode otros orgánulos

subcelulares o n1icroorganismos, tales como cloroplastos, crornatóforos,

lisosoinasy bacterias(Johnsony Searpa,1979 (26)). El métodose basaen la

observaciónde que las aminasatraviesanlibrementelas membranasbiológicas

en su forma neutra, no protonada(R-NH2). En los liposomas,se alcanzael

equilibrio cuando:

IIR-NH2]i = IiR-NLT2lo

donde los subíndices i y o indican los espaciosintra y extraliposomales,

respectivamente.En su formaprotonada,sin embargo,las aminasno son capaces

de atravesarla membranay, por tanto, tienden a acumularseen aquellos

compartimentoscon menor pH.. Para la metilamina se cumple la siguiente

fórmula:

rR-NH3~]i/[R-NH3~]o = ~H~]¡4I-I~]o

Por tanto, un aumento en la concentraciónde metilamina intraliposomal es

indicativo de una acidificaciónintraliposomal.

La permeabilidada H + de las membranas[iposomalesseexaminótrasla

generaciónde un potencialdedifusión de potasio(negailvo(lentro) inducidopor

la valinomicina. Brevemente,seprepararonMLVs de ELT (LO mg ELT/tnl) en

tampón 0.25 M sacarosa,400 mM KCI, 10 mM 1-IEPES. pH 8.0. Estetampón

se reemplazó,en el espacioextraliposornal,por el tampón 0.25 M sacarosa,

399.6 mM NaCí, 0.4 mM KCI, 10 mM HEPES pH 8.0, por filtración-

centrifugacióna través dejeringasrellenasconSephadexG-25,equilibradascon

este tampón. En estascondiciones,la relación[K+]i/[K±]o es de í0
3. Tras la

adiciónde valinomicina(¡onéforoparael K+), secrearáun potencialdedifusión
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(negativo (lentro), cuyo valor teórico viene determinadopor la ecuaciónde

Ncr nst:

= -59 x log [K~]iIjjK~]o= -177 mV

Si la membranaliposomal fiera permeablea los protones,la generacióndeeste

potencialde membrana(negativodentro)acarrearíaunaentradadeH+ haciael

espaciointraliposornal,y porconsiguiente,una acumulaciónde [‘4C]-metilamina

en estecompartimento.

Alicuotas de 400 pl de la suspensiónde liposomaspreparadosen estas

condicionessetrataroncon 1 pl de unasoluciónetanólica4 mM del protonóforo

FCCP(10 yM, concentraciónfinal), o con 1 pl de etanol (tubos control), y se

incubarondurante60 minutos a temperaturaambienteen presenciade [HC]~

metilamina. Tras ello, se tomó de todos los tubos unaalicuotade 100 pl para

medirel volumenencapsulado(tiempocero),e inmediatamenteseañadióa todos

los tubos valinoníicina (2.6 pM, concentraciónfinal). Se tomaronalicuotas de

100 pl a los 10 y 60 minutospara medir nuevamenteel volumen encapsulado.

En paralelo, se realizó el mismo protocolocon MLVs con una relación [K4-

]iI[K’]o = 102.

Determinación de la permeabilidad al calcio

Paramedir la entradade calcio al espaciointraliposomal, seprepararon

LUVs en ausenciade trazador radioactivo, y se añadió 45CaC1
2 (20 pM

concentraciónfinal, 5 pCi/nt al medio de incubación para comenzar los

experimentos.A tiemposdefinidos, setomaronalicuotasy seprocesaroncorno

se ha descritoparadeterminarel volumenencapsulado(VE). La concentración

dc Ca
2+ intraliposomal, [Ca24]i (yM), secalculéde acuerdoa la fórmula:
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[Ca2~]i = VE x [Ca2~]t
VI

donde [Ca2+j~ es la concentracióntotal de Ca2+ en el medio de incubación

(pM), VE es el volumen de calcio encapsuladopor los liposomas(pl/mg de

ELT), y VI esel volumenintraliposomal,calculadocon [‘4C]-sacarosa(9.6 +

1,1 pl/mg ELT).

Determinación de la permeabilidad de las membranas liposornales usando

sondasfluorescentes

El transportede protonesa través de la membranaliposomal se evalué

tambiénmediantela extinciónde la fluorescencia(quenching)de la 9-aminoacrí-

dina. Un entornointravesicularqueseaacidico con respectoal medioextravesi-

cular causa la captación de esta base débil fluorescente,permeable a la

membrana,y suacumulaciónen el compartimentointravesicular,lo cuál provoca

unagran elevaciónlocal de su concentracióny la extinciónde su fluorescencia.

En un experimentotípico, seimpusoun gradientede pH (ácidodentro)de 1.89

unidadesañadiendo30 pl de LUVs preparadosen tampón HEPES10 mM, MES

lO mM, cloruro de colina ¡2 mM, pH 5.51 sobre2 ml de tampón HEPES 10

mM, MES 10 mM, KCI ó NaCí 12 mM, pH 7,40, conteniendola 9-aminoacridi-

na (6 pM, concentraciónfinal), en tina cubetade 3 ml del espeetroiluorímetro

ShimadzuRF-500IPC,con agitaciónmagnéticay termostatizacióna 25 ~ La

evolución temporal de la fluorescenciade la 9-aminoacridinase midió a una

longitud de ondade excitaciónde 420 nrn (5 nm de rendija), y unalongitud de

ondade emisiónde 520 nm (5 nrn de rendija), utilizando el programaLabtirne

en el ordenadorpersonalconectadoal aparato.Los resultadosseexpresancon

el tantopor cientode fluorescencia,otorgandoel 100% a la fluorescenciaprevia

a la adición de los liposomas.
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RESULTADOS
Optiniización de las condiciones para la extracción lipidien

La Figura45 muestrala capacidadde diferentesvolúmenesde solvente

(desde20 hasta300 ml deTHF por gramodetejido, pesoseco)paraextraerlos

lípidos de la sustanciablancafresca(Figura45A) o liofilizada (Figura 45B), en

las condicionesdescritasen Materialesy Métodos.Pareceevidentequeel agua

proporcionadaal medio por el tejido frescoesde gran importancia.Cuandose

utiliza sustanciablancafrescacomomaterialde partida, sonnecesariosmayores

volúmenes de THF para la máxima recuperación de lípidos y mínima

contaminaciónproteica. En contraste, cuando el material de partida está

liofilizado, únicamentese necesitan50 ml de VHF por gramo de tejido para

obtenerresultadoscomparables.El tejido Liofilizado permite la utilización de

volúmenesmáspequeñospero, si se prefiere,puede extraersetejido frescoa

condiciónde que seusen mayoresvolúmenesde solvente(al menos150 ml de

THF por gramode tejido, pesoseco).El rendimientomáximodeELT, en ambos

casos, es cercano al 50%. Ello significa que, fijando las condiciones de

extracciónen 50 ml deTI-IP por gramode sustanciablancaliofilizada, sepueden

obtener 15 g de ELT liofilizado a partir de 30 g de tejido seco, con una

contaminaciónproteica despreciable(0. 10%). Esas condiciones fueron las

elegidasen la preparacióndel ELT, cuyacomposicióncualitativay cuantitativa

sedescribeacontinuación.

Anélisis cualitativo de los lípidos polaresdel ELT

El patrón en la composiciónde lípidos polares del ELT por HPTLC

mono y bidimensionalse ¡nuestraen la Figuras 46B y 46A, respectivamente.

Contienetodaslas clasesfosfofipídicasy glicolip idicasencontradasen mielina:

cerebrósidos(dosmanchasprincipales),sulfátidos(dosmanchas),fosfoglicéridos

deetanolamina(PE), inositol (Pl), serma(PS>y colina (PC),asícomocolesterol
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(Chol), ácido fosfatídico (PA) y esf¡ngoniielina (Sph). Las manchas más

intensas,utilizando como revelador los vaporesde 12, correspondena PE y al

cerebrósidono hidroxilado. Los cerebrósidoscon ácido grasoalfa-hidroxilado,

pese a su abundancia,tiñen poco con este reactivo debido a la ausenciade

insaturacionesen el ácido grasounido. Similarmente,el colesteroltampocotiñe

intensamentecon vaporesde 12, porque se encuentraen su forma libre, no

esterificada.En contraste,amboslípidos producenlas manchasmás intensas

cuando las placas se revelan con el reactivo de acetato de cobre (Figura 47).

En la Figura 46C se muestra el alto contenido en plasmalégenos,

principalmenteen los fosfoglicéridos de etanolamina,característicode los

lípidos de mielina. Representanla mayor parte de los fosfoglicéridos de

etanolaminatotales.

Es importantehacernotarquelos principalesgangliósidospresentesen la

sustanciablancatambiénse detectanen el ELT (Figura 460). Las moléculas

más abundantesson: COja y CM,, aunqueGTIb, CDIbyGM3 tambiénse

observanclaramente.El dobletequemigra entreGDí~ y GM1 debecorrespon-

dersecon 603 (Ledeeny Yu, 1978 ~20)).La bandadifusaquemigrapor encima

de CM3 podríacorresponderal GM4, el gangliósidoespecíficode mielina.

Análisis cuantitativo de los lípidos del ELT

La composicióndel ELT obtenidoa partir de sustanciablancaliofilizada

se comparacon la composiciónde la mielina del SNC bovino, descritapor

Norton, ¡981 (27), en la Tabla 8. Mientras que el 25% del pesoseco total de

la mielina es proteína,sólo se detectantrazas(0.10%) en el ELT. Por otra

parte,la determinaciónanalíticaen un extractofinal, lavado,desustanciablanca

por el método de Folch et al., 1957 (6) revelé un contenidode proteínadel

13% del pesosecototal del extracto.Esto significa queel extractode Folchtiene

un contenidoen proteínaal menos 130 vecesmayorqueel del ELT obtenido



Figura 46.- Composición cualitativa del ELT por cromatografía en
capafina. A. y 13, separacionesbidimensionaly monodimensionalcío
lfpidos polares,respectivamente,sobreplacas de HPTLC. En A, la
muestra(85 natomde P total), disueltaen CM 2:1 ¶ seaplicócomo un
punto en el ángulo inferior izquierdo de la placa. En B, las dos
muestrasde ELT (170 y 255 natom de P, izquierda y derecha.
respectivamente)seaplicaron formandouna bandade 0.8 cm. En C
semuestrael contenidoenplasmalógenosdel £LT, en una separación
bidimensional(57natomde P). Trasdesarrollarla primeradimensión,
la placaseexpusoavaporesde HCI, y luegosedesarrolléla segunda
dimensión. D, análisis de los gangliósidoscontenidosen el ELT:
WM, gangliósidospurificados a partir del ELT; 5 pg de NANA
(izquierda)y 10 ¡ig de NANA (derecha).ST, mezclade gangliósidos
comerciales(18.4pg de NANA). Los reactivosreveladoresfueron:
vaporesde yodo (A-C) y reactivode resorcinol(D).
Abreviaturas: CHOL, colesterol; CER, cerebrósidos; SULPII,
sulfátidos;PE, fosfoglicéridosdeetanolamina;PA, ácido fosfatidico;
PI, fosfoglicéridosde inositol; PS, fosfoglicéridos de serma; PC,
fosfoglicéñdosde colina; Sph,. estingomielina; Aldeh., aldehidos
derivados do la hidrólisis de los plasmalógenos; Lyso-PE1
plasmatógenode PB hidrolizado.





TABLA 8

Comparaciónde las composicioneslipídicas cuantitativasde ELT y mielina

ELT mielina SNCC

Proteínatotal0

Lípido total0

0.1 + 0.03 (3)

99.9

23.3 + 1.6 (4)

Galactolipido total~>

Fosfolipido total>

PE’

PC’

PS’,

Pi~

5ph’

30.3 + 2.4 (3)

44.4 + 2.3 (5)

41,1 + 1.6 (2)

25.3 + 0.8 (2)

20.1 + ¡.7(2)

3,4 + 0,1 (2)

7.8 + 0.3 (2)

PA’

Gangliósidos’1

2.3 + 0.5 (2)

350-420(3)

28.1

29,3

43.0

43

24

14

2

16

NO

300-900

Los resultadosseexpresancorno la media + desviaciónestándar.Los números
entreparéntesisserefierenal númerodedeterminacionesprocedentescíedistintas
extracciones.NO, no determinado.
“La proteínay el lípido total se expresancomo el porcentajecon respectoal

pesosecototal.
‘Expresadocomoel porcentajeen pesocon respectoal lípido total.
“Los fosfolípidos individualesse expresancomo moles/lOO moles del fósforo
lipídico total.
‘1Expresadocomopg de NANA/g, pesoseco.
eValorestomadosde Norton, 1981 (27).
Abreviaturas:PE. PC, PS y PI, fosfoglicéridosdeetanolamina,colina, sermae
nositol, respectivamente.Sph,esfingomielina.PA, ácido fosfatfdico,

1

y

A

Colesterol’

24.7

75.3
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con THF.

Desdeel punto de vista cuantitativo,la composiciónlip(dica del ELT es

muy parecidaa la composiciónlipfdica de la membranamielínica (Tabla 8),

aunqueaquéicontieneun poco menoscolesterol(23.3%)quela mielina (28.1%).

Respectoa las cantidadesrelativas de cada clasefosfolipídica, pareceque los

fosfolípidos acídicos,comoPS y Pl, son másabundantesen el ELT queen la

mielina, mientrasque PE y PC estánen proporcionesprácticamenteidénticas.

Así mismo, la esfingomielinapareceser másabundanteen mielina queen el

ELT.

La semejanzafue aún mayor, sin embargo,cuando se compararon

directamente,por densitometria,lás composicionesde un extractode Folch de

mielina purificada(Figura47, trazode la izquierda)y del ELT (Figura47, trazo

de la derecha).Aunque los datoscuantitativosque se muestranen la Figura47

no puedenser tenidosen cuentaen términos absolutos,a diferenciade los que

aparecenen la Tabla 8, sí permitencompararla riquezarelativa de cadaclase

lipídica en ambosextractos.Parecequeel ELT tieneunacantidadligeramente

superiorde glicol ipidos totales (sulfátidosy cerebrósidos),a expensasde una

proporción ligeramenteinferior de colesterol,PE y PC, aunquelas diferencias

quizás no lleguen a ser significativas. Cualitativamente, la única diferencia

aparenteentre los dos extractoses la presenciade una bandatenueen el ELT,

inmediatamentepor encimadelorigen,correspondienteaun monosiaLogangliósi-

do (CM), probablementeel CM3, de mayor movilidad que el resto de los

gangliósidospresentesen el ELT (Figura 460), los cuáles permanecenen el

origen con el solventequese hautilizado en estecaso.

Caracterizaciónde los lípidos neutrosdel ELT

La Figura 48 muestra la composición de lípidos polares y neutros

presentesen un extractode Folch de mielina purificaday en el ELT, utilizando



Figura47.- Análisiscuantitativode lasclaseslipi’dicas presentesen
mielina purificada(MIEL) y en el ELT (ELT) por densitometría.
Un extractode Folch de mielina purificaday una solucióndeELT
en CM 2:1 sesembraronen bandasobreunaplacade HPTLC (170
natom de P total en los dos casos).La placa se desarrollécon el
solventepara lípidos polares,se reveló con el reactivode acetato
de cobre y se analizó por densitometría. Los trazos que se
muestran a ambos lados de la placa correspondenal perfil
densitornétricode cada muestra. Los números se refieren al
porcentajequerepresentael áreade cadapico con respectoal área
total.
Abreviaturas:Cer-OH y Sulf-OH, cerebrósidoso sulfátidos con
ácido graso hidroxilado; GM, monosialogangliósido;OR, origen.
Las otrasabreviaturasson equivalentesa las que se indican en la
Figura46.
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Figura48.- Contenidoen lípidos neutrosde la mielina purificada
(MIEL) y el ELT (ELT). Un extractode Folch de mielina, o el
ELT disuelto en CM 2:1 (170 natom de P en los dos casos) se
analizaroncon el dobledesarrollo tnonodimensionalpara lípidos
polaresy lípidos neutrossobre unaplacade HPTLC, 10 x 20cm.
La placade la izquierdase reveló con reactivode acetatode cobre
(lípidos totales). La placade la derechase reveló con reactivode
orcinol (glicolípidos). PAT, mezcla de lípidos patrones
comerciales.
Abreviaturas:CO, oleatode colesterilo;TO, triolcína; OA, ácido
oleico; DO, dioleina;MO, monoeleina;Nl, no identificado;DPG,
cardiolipina. Las otras abreviaturasson equivalentesa las de las
Figuras46 y 47.
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el doble desarrollo monodiniensionaldescrito en Materiales y Métodos, Las

placasserevelaronconel reactivodeacetatode cobre(lípidos totales,izquierda)

o con reactivo de orcino] (glicolípidos, derecha). El único lípido neutro

detectadoen los dos extractosfueron cantidadestraza de ~lcidosgrasoslibres

(marcadopor flechasen la placade la izquierda). Ni en el extractode Folch de

mielina, ni en el ELT, pudierondetectarsediacilgliceroles,dsteresdecolesterdí,

rnonoacilgliceroleso triacilgliceroles. El dobLe desarrollo utilizado sí permhió

detectar,sin embargo, ma manchano identificada (NI), presenteen ambos

extractos, y de la que ya se habló en el cap(tulo IV (Pág. 200). Migra

inmediatamentepor debajo del colesterol (CROL), y es resorcinol-positiva

(puntas de flecha en la placa de la derecha). Es de destacarque la mancha

tambiénapareceen la mezclade lípidos patronesquescutilizó comoreferencia,

aunqueno sedetectéen ningunode los lípidos neutros incluidosen estamezcla

cuando éstos se cromatografiaronaisladamente.Estos datos sugierenque la

mancha pudiera correspondera alguno de los ésteres de ácidos grasos y

cerebrósidodescritospor Norton, J981 (27) en mielina. La Figura 48 también

demuestra que la manchaen el origen del ELT, ademdsde La bandatenueque

migra inmediatamentepor encimadeella, sonorcinol—posiUvas (puntasde flecha

en la placa de la derecha),en tanto que la manchaen el origen del extractode

Folch de mielina es orcinol-negativa.En el primer casose tratade gangliósidos,

y en el segundode proteína.

Conel reactivodeorcinol, el colesteroly los ésteresdecolesteroltambién

sc revelan, debido al ácido en el que se disuelvc el orcinol, pero con una

tonalidadazuladamuy diferenteal característicoazuL-violáceode los g[icoiipi-

dos.Otros lípidos presentesen alta proporción, corno la PE, tiñen ligeramente,

pero con un color marrón oscuro,debido a su carbonizaciónpor el ácido del

reactivoy el calentamientoen estufa.





Figura 50,- Réplicas de criofractura de liposomas unilanielares
grandes (LUVs, a-b) y liposomas multilamelares(MLVs, c-d)
preparadoscon ELT, como se describeen Materialesy Métodos.
(a), xlSOOO; (tú, >15000; (e), >12000; (d), x30000.
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Caracterizaciónmorfológicade los liposomaspreparadoscon ELT

Los lípidosqueconstituyenel ELT se reorganizanespontáneamenteal ser

suspendidosen tampón acuosoformando liposomasmultilamelares(MLVs) de

estructuratípica,comolos mostradosal microscopioelectrónicoporlas técnicas

de tinción negativa(Figura49) o criofractura(Figura50, c-d). Estos son muy

variablesen tamaño,aunquemuchosde ellos son visiblesal microscopioóptico

(no mostrado),algunospudiendoalcanzardiámetrosdevariasdecenasde micras.

Al someterla suspensiónde MLVs a la sonicacidnprocedentede un sonicador

de baño, la alta turbidez inicial se transforma,en 15-20 minutos, en sólo una

ligeraopalescencia,inclus6cuandoseutilizan concentracionesdeUpido tanaltas

corno 40 mg ELT/ml. La microscopfa electrónica (tincién negativa, no

mostrado) reveló que esta suspensiónsonicadaestá compuestapor liposomas

unilamelarespequeños(SUVs), condiámetroinedia inferior a los 50 nm.

Cuandouna suspensiónde SUVs sesometióal procesode congelación-

descongelacióndePick, 1981 (22>,seobtuvieronliposomasunilamelaresgrandes

(LUVs), como muestranlas imágenesde criofracturaen la Figura 50 (a-tú.

Estos, aunquede tamaño variable, son más homogéneosque los MLVs, y

aunquesu diámetromedioes inferior al de éstos,su volumen intraliposomales

mayor:experimentosdeencal)su[arnientode[14C]sacarosarevelaronun aumento

en el volumenintraliposornal(VI) desde6.6pl/mg deELT para los MLVs hasta

9.6 pl/mg de ELT para los LUVs.

Permeabilidadde la membranade liposon-iaspreparadoscon ELT

Los LUVs preparadoscon ELT retuvieronla [14Cj-sacarosaencapsulada

sin pérdidassignificativasdurantedos horas(Figura5 la), Tras 24 horas sólose

l)erdió un 20% de la radioactividadinicialmenteencapsulada(no mostrado).

Los LUVs fuerontambiénbastanteimpermeablesal catión monovalente

no hubo pérdidas significativas de la radioactividad inicialmente



Figura 51.- Permeabilidadde las membranasde los liposonias
preparadoscon ELT. En a y b se prepararonLUVs (20 mg
ELT/ml) en el tampón KCI 50 mM, NaCí 50 mM, sacarosa10
mM, HEPES 10 mM, pH 7.4, conteniendo[1t]-sacarosa (4
pCi/mí, a) o 86RbCI (8 pCi/mí, b). La radioactividad
extraliposomalseeliminé por flltración-centrifiigacióna travésde
mimeolumnasde5 ml rellenasconSephadex0-25,equilibradascon
el mismotampónpero sin trazadorradioactivo, Inmediatamentese
tomó una alicuota de los liposornas filtrados para cuantificar la
radioactividad intraliposomal y la concentraciónde colesterol
(tiempo cero), a partir de las cuMes se determinóel volumen
encapsulado.Se incubarona 370C, y a los intervalos de tiempo
indicadosse tomaronnuevasalicuotasde tOO pl, sevolvieron a
filtrar, y se volvió a determinarel volumenencapsulado.En l~ la
permeabilidadal Rb~ (Kt) tambiénse estudió tras la adición de
valinomicina(8.5 nM, concentraciónfinal) al mediode incubación.
La permeabilidada los H~ (c) se estudió en MLVs (10 ¡ng
ELT/rnl> equilibradoscon [‘4C]-metitamina (1 pCi/mí), tras la
generaciónde potencialesde difusión de potasio,inducidospor la
valinomicina (2.6 pM), con valores teóricos de -118 mV ó -177
mV <negativo dentro), en presenciao ausenciadel protonóforo
FCCP (10 pM). El aumentoen el encapsulamientode [‘4Ck
metilamina indica una acidificación del compartimento
intraliposomal (ver Materialesy Métodos). La permeabilidadal
Ca~+ (d) sedeterminóen LUVs (20 mg de ELT/ml) preparados
en tampónKCI .50 mM, NaCí 50 mM, sacarosa10 mM, HEPES
10 mM, pH 7.4, e incubadosa 37 0C. El ensayose inició tras la
adición de 45CaC1

2 (20 pM, 5 pCi/mi) al medio de incubación.
Inmediatamente(tiempo cero), y a los intervalos de tiempo
indicados,setornaronalicuotasde 100 pl del medio de incubación,
se filtraron a través de minicolumnasde Sephadex0-25, y se
determinó la radioactividad intraliposornal y la concentraciónde
colesterol.Un experimentoequivalentesellevó acaboenpresencia
del ionóforo de Ca~~ A23187.
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encapsuladadurante2 horas de incubación (Figura Slb>. Tras 24 horas de

incubaciónsólo se perdió un 21% de la radioactividadinicialmenteencapsulada

(no mostrado).Sin embargo,cuandoenel mediode incubaciónde los liposomas

se incluyó valinomicina, ionóforo especifico para K~(Rb~) (Figura 51b,

símbolosnegros),seperdió un77% de la radioactividadinicial¡nenteencapsula.

da en tan sólo 10 minutos, y un 90% en unahora.

Comose deducede la Figura51d, los LUVs fueron máspermeablesal

calcio. De hecho, 10 minutos despuésde la adición de 45CaC[
2 al medio de

incubación ya se observó un incremento sustancial en la radioactividad

intraliposomal, que se mantuvo durante al menos 80 minutos (Figura 51d,

símbolosblancos).El ionóforode calcio A23 187aumentómuysignificativamen-

te el influjo de calcio hacia el interior del liposoma,alcanzandoun equilibrio

aparentetras 10 minutos de incubación,

Lasmembranasde los liposoinaspreparadoscon ELT fueron,así mismo,

bastanteimpermeablesa los protones(Figura Sic), incluso trasla generaciónde

potencialesteóricos de membranatan altos corno -177 mV (negativodentro).

Cuandoel mismo potencialde membranaseaplica a los mismosliposomas,pero

tratadosconel protonóforo FCCP,seobservaun aumentoabruptodel encapsula-

miento de [‘
4C]-metilamina,indicativo de un gran aumentoen la permeabilidad

a los H’. Unos resultadossimilarespuedendeducirseal aplicar tina técnica

distinta, la medidade la fluorescenciade la 9-amninoacridina,tras la imposición

de un gradientede pH (ácidodentro)a travésde la membranadelos liposomas

(Figura52), en presenciade K+ ó Na+ en el espacioextravesicular.La adición

deLUVs preparadosen tampónconpH 5.51 sobreel medioextraliposonial(pH

7.40), que contiene la 9-aminoacridinaademásde KCI d NaCí, induce una

extinción rápidade la fluorescenciahastael 50% de su valor inicial, tras lo cuál

se obtiene una línea de base estable.Cuando los LUVs se prepararonen el

mismo tampón utilizado corno medio extraliposornal (pH
1= pH0= 7.40) la



Figura52.-PermeabilidadaH~ de LUVs preparadoscon ELT, tras
la imposiciónde un gradientede pH de 1 .89 unidadesa travésde
la membrana,medidapor espectrofluorimetria.Treinta microlitros
de LUVs preparadosen tampón10 mM HEPES,10 mM MES. 12
mM cloruro decolina, pH 5.51 (40 mg de ELT/¡nl) se añadieron,
en una cubetade 3 ml termostatizadaa 25 0C y con agitación
magnéticaconstante,sobre 2 ml de tampón 10 mM HEPES, LO
mM MES, PH 7.4, conteniendo la sonda fluorescente (9-
aminoacridina,6 pM concentraciónfinal) y KCI 12 mM (A) 6
NaCí 12 mM (ID. El establecimientodel gradientede pu (ácido
dentro) provoca la acumulación de la 9-a¡ninoacridina en el
compartimentointraliposomal,y la extinción de su fluorescencia
hastael 50% de su valor inicial. Tras ello, la línea de base se
mantieneestable,lo cuál indicaque no hay disipaciónespontánea
del gradientepreestablecidoy, por tanto, no hay salida netade H1
desdeel interior de los liposomashaciael espacioextraliposomal.
Este gradientese disipa rápidamente,sin embargo,tras la adición
de nigericina(1 ¡M, concentraciónfinal) en presenciade K~ (A),
o tras la adición de monensina(1 pM, concentraciónfinal) en
presenciade Na~ <B)
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extinciónde la fluorescenciafuedespreciable(inferior al 5% de suvalor inicial).

Ello indica que el gradientede pH inicialmente impuesto(1.89 unidades)se

mantieneestabley, por tanto,puedededucirseque no hay salidanetade protones

desdeel interior de los liposornashacia el espacioextraliposornal,bien por un

mecanismode permeabilidadpasivaa travésde la bicapa,o bien a travésde un

intercambio K+/H+ ó Na+/H+. Sin embargo, cuando al medio se añade

nigericina(un intercambiadorK±/H+,Figura52A)o monensina(intercambiador

Na~/l-l~, Figura52B), tiene lugarunarápidadisipacióndel gradientede pR por

el intercambiode los H~ con el K~ (Figura LA) 6 Na~ (Figura 52B) del

compartimentoextraliposonial,lo cúal se traduceen un incrementorápidoen la

fluorescenciade la 9-aminoacridina.

Interacciónde la proteínabásicademielina con liposornasde ELT

La Figura 53 señalauna aplicaciónde los liposomaspreparadoscon el

ELT al estudiode las interaccioneslípido-proteínaqueocurrenenel interior de

la vaina de mielina. Se sabe que la proteína básica cíe mielina es capazde

interaccionarcon los lípidos acídicosy de inducir la agregacióniii vitro de

vesiculas preparadascon lípidos que contienenalgún fosfol <pido negativo

(Wood y Moscarello, 1989 (28)), En la Figura53 semuestracómolos liposomas

unilainelarespequeños(SUVs) preparadoscon ELY agreganal interactuarcon

la proteínabásicapurificada, de una maneratípicamentecooperativa,dando

lugara gráficasde tipo sigmoidal.En contraste,los SUVs preparadosa partirde

un fosfol ipido ncuíro sintético, la dimiristoil lecitina (DML), no sufren

agregación,incluso cuandoseañadengrandescantidadesde proteínabásicaal

mediode incubación.
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Figura 53.- Interacciones lípido-proteína básica, Se prepararon
liposomasunilamelarespequeños<SUVs) a partir del ELT o de un
losfol ipido neutro sintético, la dimirisitoil lecitina (DML), a tina
concentraciónde 1 mg de 1 <pido/mí,en tampónNaCí lOO mM, 10 mM
HEPES, pH 7.4. AlicLiotas de 500 pI de cadasuspensiónse incLibaroil
durante30 minutos, a temperaturaambiente,con distintascantidadesele

~ ma básicapurificada (PB), disueltaen 100 pl del mismo tampón.
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450 nm.
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DISCUSION
El objetivo principal de los experimentosrecogidosen estecapítulo fue

el obtenerun extracto[ipídico que, conservandola composiciónlipídica natural

de la membranamielínica, no estuvieracontaminadopor proteínas,principal-

mente proteolipidicas, que frecuentementecoextraencon los lípidos en los

solventesorgánicoscorrientementeutilizados (Folch et al., 1957 <6)), y que

podríaninterferir conexperimentosde reconstitucióndiseñadosparadeterminar

el papel funcional de lasproteinasque formanpartede la membranamielinica.

En los liposomaspreparadoscon un extractolipidico deestascaracterísticas,la

función y las interaccioneslípido-proteínade las proteínasde mielina pueden

ser ensayadasmás convenientementequeen otros entornoslípidicos, pires es

bien sabido que los lípidos nativosjuegan un papel tan importantecorno las

proteínasen el mantenimientode las característicasestructuralesy funcionales

de las biomembranas.Al mismotiempo,estosliposomasseríanun modelo ideal

para estudiar las propiedadesde peimneabílidadde la matriz lipídica de la

membranamiel [nica, sin ningunainterferenciadebidaa las proteínas.

Se escogióel THF corno solventeporque,siendotan buen disolventede

lípidos cornoel CM 2:1 y/y (Autilio y Norton, [963 (7)), no coextraecantidades

sifniñcativas de proteína cuando las condiciones de extracción se ajustan

convenientemente(Figura 45), Otros solventesque han sido empleadospara

extraerlípidos a partir de tejido cerebral, talescomoel hexano/isopropanol3:2

y/y (Xie et al., 1984 (29); Khursed y Slioernan, 1990 (30)), extraen poca

proteínapero, en cambio, el rendimientodel extracto lipídico es inferior y

algunoscomponenteslipídicos (p. ej. glicolípidos, gangliósidos)se recuperan

sólo parcialmente(Christie, 1989 (31)). Otrossolventesclásicosempleadospara

delipidar tejidos cerebralesextraen casi exclusivamenteo preferencialmente

colesterol(p. ej. acetona).

Es posibleextraerel tejido cerebralcon cloroformo/inetanol2:1 y luego
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intentarsepararla proteínadel lípido. Ello requiere,sin embargo,el fracciona-

mientocromnatográficoa travésderesinasorganofílicas(SepliadexLH-.60 ó LH-

20), que alarganconsiderablementela duracióndel procedimiento.Alternativa-

mente, tambiénsepuedeprecipitarla proteínacoextraidacon los lípidos con

otro solvente, por ejemplo acetonao éter/etanol.1:1 y/y. En este caso, una

cantidad sustancial de lípido, especialmenteglicolípidos y fosfolipid¿s,

coprecipitancon los proteolípidos(resultadosno mostrados),conel consiguiente

cambioen la composicióncuali y cuantitativadel extractolipídico purificado,

La aplicación del THF a la extracción de los lípidos totales de la

sustanciablancade cerebrorequiere,sin embargo,minimizar la concentración

de aguaen el medio. Ello seconsiguemedianteel usode tejido liofilizado como

materialde partida o, en casode utilizar tejido fresco,usandovolúmenesgrandes

de solvente(Figura 45). La razón resideen el hechode que las mezclasdeTHF

y aguaen variasproporcionesextraenproteínaa partir de sustanciablanca(ver

capítulo III, Figura 11, Pág. 120).

La aplicaciónde estemismo métodoa la extraccióncíe lípidos de mielina

purificadacomomaterialdepartida resultóenuna mayorcontaminaciónproteica

de los extractos,razónpor la cuál seutilizó rutinariamentestístanciablanca. La

eliminación de las sales del tejido durante el procesode aislamientode la

membranapareceser responsable,en parte, del aumentoen la extracciónde

proteína(Lees y Brostoff, 1984 (32)). El hecho de que el ELT, a pesarde

extraersede sustanciablancay no de mielina, tenga tina composicióncuali y

cuantitativa prácticamenteindistinguible de la composiciómi lipídica de la

membranamielínicapurificada (ver Figuras 47 y 48), indica que la utilización

del tejido liofilizado es igualmentesatisfactoria,con las ventajasadicionalesde

una inferior contaminaciónproteicay el evitar el procesode aislamientode la

membrana,muy laboriosoy costoso.

El ELT obtenidoconTHF difieredel obtenidopor el métododeFolch et
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al., 1957 (6) no sólo en el contenidoen proteína,sino tambiénen la comnposi-

ción lipídica cualitativa, ya qime la etapade lavadodel extractocon soluciones

acuosasen el método clásico de Folch elimina los lípidos más polares del

extracto. Ello setraduceen que la fase orgánicalavada, que contienetodos los

fosfol ipidos, no contienegangliósidos.Comno semuestraen la Figura46D y en

la Tabla8, el ELT obtenidoconTHF contiene todos los gangliósidospresentes

en muielinao sustanciablanca.El THF hasido utilizado paraextraergangliósidos

a partir de tejido cerebral(Tettarnantiet al., 1973 (19)), así qtme estosresultados

podían esperarse.Recientementese ha demostradola participación de estos

glicoesfingolipidos en la regulaciónde algunasfuncionesde mielina, corno la

fosforilación de la proteínabásica,hechoque podría ser de gran importancia

en la modulaciónde la estabilidadde la vaina de mielina (Chan, 1989 (33)). Se

ha descrito, así mismno, una estrechainteracción entre los gangliósidosy la

proteínabásica(Chanet al., 1990 (34)), quepodríainterveniren el anclajede

la proteínabásicaa la mne¡nbranamielínica. Además,los gangliósidospueden

modificar la permeabilidadde vesículasfosfolipidicas(Sarti et al., 1990 (35)).

Aunque con algunas diferencias, la proporción (fe las clases lipídicas

encontradasen el ELT son mnuy similaresa las de mielina (Tabla 8 y Figuras47

y 48), si bien pareceque el primero es ligeramnentemrienos rico en colesteroly

más rico en glicol ipidos totales,

El ELT, al ser suspendidoen un tampómiacuosocon ayudade un vortex,

sevesiculizaespontáneamentedandolugar a liposomasmultilamuelares(MLVs,

Figura 49 y Figura 50,c-d). Este hecho, aunqueprevisible, es significativo,

porque el mismo proceso, aplicado a una mezcla lipídica que contiene

cerebrósidos,sulfátidos, PC, PB, PS y esfingornielina, pero no colesterol,

mezcladosen las mnismas proporcionesencontradasen mielina, conducea la

formnaciónespontáneade vesiculas unilanielaresgrandesy pequeñas(LUVs y

SUVs, respectivamnente)(Frasereta]., 1986(36)). Ello da ideade la importancia
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quepuedeejercerla presenciao ausenciade un determinadolípido, no sólo en

el funcionamientonormalde muchasproteínasde membrana,sinoen las propias

interacciones1 <pido-lípido y en la reorganizaciónde las bicapas.

Además,los liposomaspreparadoscon ELT son apropiadospara realizar

experimentosde transporteiónico. Son bastanteestables,porqueno seencontró

pérdidassignificativasde la [4C]-sacarosaencapsuladaduranteun períodode

dos horas (Figura 5 la), y sólo un 20% de la radioactividadtotal originalmente

encapsuladase perdió tras 24 horas de incubación. Son, además,bastante

impermeablesa los cationesmuonovalentes,como se muestraen la Figura 51b

para el K+ (Rb+) De hecho, los iones inorgánicospequeñosno atraviesan

fácilmentelas znemnbranasmodelofosfolipídicas(Sedgwicky Bragg, 1990(37)).

Sin embargo,los liposomasde ELT respondenrápidamentecuandoel ionóforo

específicode K+(Rb+), la valinomicina, se añade al medio de incubación.

Entoncestienelugar una rápida salidade la radioactividadencapsuladahaciael

medioextraliposonial.

Los liposomnaspreparadoscon ELT tambiénson bastanteimpermeables

a los I-l~. Ello sededucede la aplicacióndedos técnicasdiferentes,utilizando

distintos protocolos: a) no hay aumento significativo del encapsulamientode

.[‘4C]-metilamina tras la generaciónde potencialesde difusión de potasio,

inducidospor valinomnicina,tan altoscomno -177 mnV (negativodentro),salvoque

Los liposomasse tratencon el ionóforo específicopara H+, el FCCP (Figura

SIC); b) cuandose imponeunagradientedepH de 1.89 unidades(ácidodentro)

a travésde la membranaliposoinal, no se observaningunadisipaciónde este

gradiente,ajuzgarpor la estabilidaden la línea de basedespuésde la extinción

inicial de la fluorescenciade la 9-aminoacridina. Simi embargo,tal disipación

sucedeal añadirnigericina (en presenciade K~ extraliposomnal,Figura 52A) o

monensina(en presenciade Na+ extraliposomal,Figura52B) al medio.

El hecho de que la mnembranade los lipososomaspreparadoscon los
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lípidos de mielina sean muy poco permeablesa los 1-V’~ contrastacon los

resultadosencontradosen liposomnaspreparadosconotroslípidos, talescomolos

extractoslipídicos de algunasmembranasde bacteriascomoRaciliusa/ca/op/zi-

/us, fi, firmus o Escherichía colÉ (GarcíaeL aL, 1984 (38)), o inclusofosfol (pi-

dos sintéticos (L-alfa-dioíeiífosfatidiícolina; Norris y Powell, 1990 (39)) o

extractoslipídicos vegetales(asolectina;Cooper et aL, 1990 (40)). En estos

liposomasse ha descritono sólo tina permeabilidadpasivaa H+, inducidapor

la generaciónde potencialesde diftmsión de K+ mediada por valinornicina

(Garcíaet al., 1984 (38)), sino tambiénun intercambioelectroneutroK~/H~

(Cooperet al., 1990 (40)). Entre los factoresquepuedencontribuir a] aumnento

de la permeabilidada los H* de un determinadoextractolipídico destacan:a)

la presenciade proteolipidos,quecoextraenhabitualmuenteconlos lípidos en las

mezclasde cloroformoy metanol, muchosde los cuáles,incluido el de mielina,

puedenactuar comoprotonóforos(Lin y Lees, 1982 (41)); b) la presenciade

cantidadesapreciablesde ácidosgrasoslibres ene! extractolipídico, quepueden

actuarcorno intercambiadorestransmembranade H+ y otros cationesinorgáni-

cos (Wrigglesworth et al., 1990 (42)). Como se apreciaen la Tabla 8 y en la

Figura 48, el ELT contiene sólo cantidadestraza de amboscomponentes.Es

previsible, sin emribargo, queun aumentoen la cantidadde ácidosgrasoslibres,

tal como ocurre en algunaspatologíasdel sistemanervioso central, como la

esclerosismúltiple (Wilsorí y Tocher, 1991 (43))pudieraaumentarla permeabili-

dad a los 1-1’ de la membranamielínica, aunquelas consecuenciasdeello sobre

el nom-nial funcionamientode la vaina no han sido todavía establecidas,Un

mecanismoadicional, que puede inducir un aumento en la permeabilidada

protonesa través de la membranade los liposornas,es la presenciade iones

bicarbonatoen las soluciones,procedentedel CO2 atmnosférico,y que parecen

actuarcomo acarreadorestransmembranade protones(Norris y Powell, 1990

(39)). Sin embargo,la abundanciade lípidos acídicosen el BLT, que otorgan
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unacarganeta negativaa la superficiede los liposomasquese han mtilizado en

estecapítulo, podríaser determinanteal disminuirel movimnientode esteanión

a travésde la muembrana,como se ha sugeridopara el caso de la membrana

internamuitocondrial (Norris y Powell, 1990 (39)).

En contraposiciómialo comentadoanteriormente,los liposomaspreparados

con ELT son bastantemás permeablesal calcio (Figura 5 ID), incluso en la

ausenciade iomióforo de calcio (A23187). Sesabequelos fosfol ipidos negativos,

presentesen el ELT, tales como PA, PI o PS, promuevenel tránsitode iones

Ca2+ en vesículasfosfolipídicas(Fysonet al., 1976 (44); Blau( y Weissxnann,

1988 (45)).

Se piensaque la proteínabásicao sus isómerosde cargadesempeñan

papelesfuncionalesdefinidosenel mantenimientode la estructurade mielina, Un

modelo simple iii vúro paraprobarla maneraen queestaproteínaparticipaen

las interaccioneslípido-proteína es medir la agregaciónde liposomas que

contienenlípidos negativostrasla adiciónde la proteínapurificada.En general

seutilizan paraello liposomasde fosfatidilcolina(PC) quecontienealgún lípido

negativo(principalmentePS> (Wood y Moscarello, 1989 (28)). En estesistemna,

la proteínabásica induce la agregaciónde las vesiculas de tina maneracoo-

perativa. La Figura 53 muestrala agregaciónde SUVs preparadasa partir de

ELT. Estos liposomas contienentodos los lípidos, incluyendo gangliósidos,

presentesen la mielina del cerebro, por lo que deben ajustarsemejor a las

interaccioneslípido-proteínaquetienen lugar en la membrananativa,

La gran similitud en la composiciónlipídica de ELT y muielina sugiere

que Los resultadospresentadosen este capitulo son representativosde las

propiedadesque tiene la matriz lipídica de la membranamiel inica nativa.
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CAPITULO VI

RECONSTITUCIONDE LOS PROTEOLIPIDOS

EN LIPOSOMAS DE ELT

EFECTOSSOBRELA PERMEABILIDAD

AL ION Ca2t
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INTRODUCCION

Conseguidala purificación de los proteol(pidasa partir de Ja membrana

mielínicapurificada,y la obtenciónde un extractolipídico total (ELT), libre de

proteína,con tina composicióñprácticamenteidénticaa la composiciónlipídica

de la membrananativa, se llevaron a caboexperimentosde reconstituciónpara

determinar, por una parte, la estructurasecundariaque adopta la proteína

purificadaen un entornolipídico semejanteal nativo, y por otro, la maneraen

que la proteínaes capazde modificar las propiedadesde permeabilidadde la

matriz hp <dica, cuyascaracterísticasse describieronen el capítuloanterior.

Dado queen trabajospreviosya seestudióla modificaciónde la permeabilidad

de membranasartificiales, inducidapor PLP, a ionesmonovalentes(Na+, K+,

H~) (Ting-Beall etal., 1979<1); Lin y Lees, 1982 (2); Helyncketal., 1982 (3);

Cózaret al., 1987 (4)). en el presentecapítulose hizo especialreferenciaal ida

Ca2~, Este ión juegaun papelprimordial en la estabilizaciónde la estructurade

la vaina de mielina, en la cuál seacumulaen las líneas intraperiódicas(Ropte

a al., 1990 (5)). Ademnás, otros proteolípidos mio mielínicos participan

directamenteen eí transportede Ca2+ a travésde la membrana,o ejercensu

función en respuestaa flujos de Ca2+ (Knowles eL al., 1980 (6); Morel eL al,,

1991 (7)).

En general.todos los estudiosde transporteiór¿ico llevadosa caboconel

PLPen sistemasmodelode membranaLían utilizado lípidos de composiciónmuy

diferentea la de la membranamiel inica, especialmentefosfol <pidassintéticos,

lecitina de yema de huevo y extractoslipídicos de soja (asolectina),Dado que

la actividad de muchasproteínasintrínsecasde membranaesdependientede

lípidos específicos,y que algunoslípidos son esemicialespara los níecanismos

de transiocacióniónica (Tysonet al., 1976 (8); Blau y Weissmann,1988 (9)),

la utilización de un entornolipídico semejanteal nativo parala reconsdttmción
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de los proteolípidos,a priori, debeadecuarsemejor a los propósitos que se

persiguenen estecapitulo. De hecho,resultadosespectroscópicoshanmostrado

quelos recombinantespreparadoscon la apoprotefnaproteolipídica(PLA) y un

extractolipídico de cerebromimetizan mejor las condicionesnaturalesde La

membranamielínicaque las mezclasde PLA y lípidossintéticos(Nedeleeet al.,

1989 (10).
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MATERIALES Y METODOS

Materiales

Los cerebrosde vacaseobtuvierondel mataderomunicipal de Madrid, y

se transportaronal laboratorioen baño de hielo. El ‘15CaC1
2 y la [‘

4C]-sacarosa

fueronsuministradospor Amersliam(ReinoUnido). El kit parala determinación

enzimáticade colesterol,el ionóforo A23187 y el ATP fueron de Boehm-inger

Mannheimn(Alemania).El tetrahidrofurano(THF), el TritonX-lOO y el Sephadex

0-25 fueron de Probus (España),BDH (Reino Unido) y Pharmacia(Suecia),

respectivamente.El EGTA, el HEPES,el 5-adenililirnidodifosfato(AMP-PNP),

el 13,k-metilenadenosina5’-trifosfato (AMP-PCP), el ADP, el AMP y el GTP

fueronde Sigma(EEUU).

Preparacióndel extracto‘IP idico total (EL]?)

El ELT se extrajo a partir de la sustanciablanca de cerebrobovino

liofilizada con THF (50 ml de THF/g de sustanciablancaLiofilizada) comose

describeen el capitulo V.

Purificaciónde la apoproteínaproteolipídica(PLA)

Los apoproteolm’pidosse purificaron por RP-HPLC a partir de la

membranamiel inica purificada,utilizando la columnaAltex RPSCUltraporeC-

3 semipreparativa,comosedescribeen el capítuJoIII. Brevemente,La membrana

liofilizada se delipidó séis vecescon THF (8 ml de TI-Ir por cada50 mg de

muembranaliofilizada) y sedisolvió enTHF/agua4:1 y/y, 0. 1 % TFA (6 mg de

proteínatotal/mi). Antes de la inyecciónen la columna, la soluciónse diluyó

con TFA al 0. 1 % en aguahastaunaconcentraciónfinal de THF en la solución

del 30% (2.25 mg de proteínatotal/mí). Rutinariamente,se inyectaron6 mg de

proteínatotal por cadainyección, utilizando un loop de 4.8 ml. Las fracciones

correspondientesa los proteolipidossejuntaron,y seprecipitarona -30 0C con
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cinco volúmenesde éter de petróleo(Probus,España).Tras dos horas y media,

a -30 0C, se decantaronlos sobrenadantes,y la pequeñafase inferior acuosa,

congelada,quecontiene[aproteínaprecipitada,seenfrió con nitrógenoLíquido

y se liofilizó directamente.El liofilizado obtenidofue muy solubleen CM 2:1 y

TI-IF/agua4:1. La precipitaciónde la ¡roieínacon éterde petróleoresultéser

un pasoimprescindibleparaobtenerliofilizados solubles.La liofilización directa

de las fraccionesobtenidasde la columnarindeproteínasmuy insolublesenCM

2:1 óTHF/agua4:I.

Preparaciónde liposomasde ELT y reconstituciónde los proteolipidos

Los tiposomasmnultilamnelares(MLVs) y unilanielaresgrandes(LUVs) se

prepararona partir del ELT, como se ha descrito en el capitulo V. La

reconstituciónde los apoproteolIpidos sellevó a cabode acuerdoal métodode

Papahadjopouloset al,, 1975 (11), ligeramente modificado, Brevemente, la

proteínasedisolvió en CM 2:1, y sobreéstaseañadióuna soluciónclorofórmi-

ca de ELT. Los solventes se evaporaroncon la ayuda de una corriente de

nitrógenoen un tubo de vidrio Pyrex, procurandoque La mezcladel lípido y la

protefnaformen unapelículahomogéneaextendidapor todoel fondo del tubo,

Las trazas de solvente orgánico se eliminaron introduciendo el tubo en un

tiofmlizador duranteal mnenos inedia hora (50 mT). Luego seañadióel tampón

acuosocorrespondientey sesiguió el muismoprocedimientoque en el casode los

liposomassin proteína(ver capítulo y, página233). Para la mayoríade los

experimentosque sepresentanen estecapitulo, se Litilizó una relaciónde 1 mg

de proteínapor cada10 mg de ELT, y dos tamponesacuososdiferentes:KCI 50

mM, sacarosa10 mM, HEPES 10 mM, pH 7.4 (TampónA), 6 KCI 50 mM,

sacarosa10 mM, ATP-Mg 5 mM, HEPES10 mM, pH 7.4 (TampónB), a tina

concentraciónfinal de 20 mg de ELT/ml. Sin embargo,para Za microscopia

electrónica y los experimentosde FT-IR se usó una relación de 3 mg de
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proteína/lOmg ELT.

Microscopiaelectrónicade criofractura

Las muestrasde proteoliposomasseprocesaronparala criofracturade[a

maneradescritaen el capítulo.V (Pág. 234).

Espectroscopfa infrarroja con transformadade Fourier U’T-IR)

La estructurasecundariaqueadoptanlos proteolípidospurificadoscuando

se reconstituyenen liposornasde ELT seexaminópor FT-IR. Los proteoliposo-

mas, con una relaciónproteína/lípidode 3 mg/lO mg, se prepararonen agua

aunaconcentraciónde 40 mg deELT/ml, Las muestrasseintrodujeronentredos

ventanasde fluoruro cálcico, dispuestasen una celda desmontable,con tina

longitud inediadepasode 10pm,y seanalizaronen un espectrómetroinfrarrojo

de transformadade Fourier modelo 1725X de Perkin-Elrner, conectadoa un

ordenadorpersonal.Cadaespectrofue la mediade 64 barridosa unaresolución

de 2 cnt1. Los espectrosdiferenciaseobtuvieronrestandoel espectropromedio

dc la muestray el del correspondienteblanco(en este caso,agua),éste último

multiplicado por un factor adecuadoque permita La substracciónóptima en la

región entre2500 y 1900cnt1 (Cortijo eL al,, 1982 (12)), utilizandoel software

incorporadoal ordenador.Los espectrosde derivadasegundase obtuvieron a

partir de los espectrosdiferencia,utilizando dichosoftware.

Determinaciómide volúmenesintralíposonialescon [ÑC]~sacarosa

Se prepararonliposomas o proteoliposornasunilamelaresgrandesen

tampón A conteniendo [14C]-sacarosa(4 pCi/mí), y la radioactividad no

encapsuladase eliminó por filtración-centrifugación(Fry eL al., 1978 (13)) a

través de mninicolumnas rellenas con SephadexG-25, como se indicó en el

capítuloV (Pág. 235). El volumenintraliposomal (VI) fue constanteduranteal
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menosdos horasen las presentescondicionesexperimentales,y no seencontra-

ron diferenciasentre las preparacionesde liposomnasy proteoliposomnas,a la

relaciónde 1 mg de proteína/lomg de ELT Usadaen los ensayosdepermeabili-

dad. El VI se calculó como se describe en el capítulo V, de acuerdoa la

fórmula:

VI — radioactividad intraliposomal
radioactividad total x (ELfl

Su valor promnediofue de 9.6 pl/mg de ELT.

Determinación<le los flujos de calcio en liposoniasy proteoliposomas

Los flujos de calcio se determinaronmidiendo el 4SCa2+ intravesicular

traseliminar la radioactividadno encapsu[ada,como sedescribeen el capitulo

Y. En estosexperimentos,seañadió45CaC1
2(20-40pM, 3-6 pCi/mí) al tampón

en el que sepreparanlos liposomaso proteoliposomassi el propósito fue el de

rnedim la salida de Ca
2+ desdeel interior de las vesículashacia el espacio

extraliposomal,o a la suspensiónde liposomaso proteoliposomas,preparadosen

tampón no radioactivo, cuando se investigó la entrada de Ca2+ hacia el

compartimentointrahiposonial.La concentraciónde ión Ca2~ intraliposornal,a

un tiempo dado, secalculó de la maneradescritaen el capítuloy (Pág. 240),

La salidade calcio haciael espacioextraliposomaltambiénsedeterminé

siguiendola reacciónquirnioluniinescentede la obe] í na,unalotoprolehin sensible

al calcio. Los experimentosse llevaron a caboen la cubetatermostatizadade un

ltmmninómetroLB 9500 c de Berthold, conectadoa una registradora.
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RESULTADOS
Purificaciónde los apoproteolípidos

La purezadel apoproteolípidoliofilizado obtenido se analizó por RP-

HPLC, SDS-PAGEy HPTLC. Produjoun único pico (descontandoel frente del

solvente)al tiempo de retencióncaracterísticode los proteolípidoscuandose

recromatografiósobre la columna C3 analitica de fase reversa(capítuloIII),

como se ilustra en la Figura 54a. La electroforesisde la proteínasobreun gel

isocrático con 14% de acrilamida (Figura 54b) revelé que está constituido

exclusivamentepor los proteo]ipidos PLP y DM20. También se detectóuna

bandaanchade alto pesomolecularcorrespondientea los agregadosproteolipidi-

cos que se forman duranteel procesode la electroforesis.El liofilizado está

prácticamentedesprovistode lípidos unidos nc covalentemente,ajuzgarpor los

resultadosde HPTLC (no muostrados).Unicamnentesembrandogran cantidadde

proteínaen las placas (300 pg) se pudieron detectarpequejiascantidadesde

su1 fil Lidos.

Caracterizaciónmorfológicade los proteoliposomas

La Figura 55 muestraunaréplicade criofracturade unapreparaciónde

proteoliposomas, a una relación proteolípido/ELT de 3 ¡ng/LO mg. La

incorporaciónde proteínaen la membranaqueda patentepor la apariciónde

l)art iculasi ntrarnembranosas,queestánausentesen las réplicas<le liposomasque

carecende proteína(ver, por ejemplo, capítuloV, Figura 50>.

Estructurasecundariadel proteolípido reconstituido

La estructurasecundariaqueadoptala proteínacuandosereconstituyecmi

liposomasde ELT se investigópor FT-IR, apartir de las frecuenciascaracterís-

ticas del esqueletopolipeptídicoen las bandasamida ¡ y amidaII (Figura56).

La espectroscopiainfrarroja se ha aplicadocon éxito para la determnimiacíónde
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Figura 54.- Pureza de los proteolípidospurificados por RP-HPLC, Se
fraccionaron las proteínas de mielina utilizando la columna C3
semipreparativa,como se describeen el capítulo III. Sc recogió el pico
correspondientea proteolípidos,se precipitaroncon éter de petróleoy se
liofilizaron. (a) Recrornatografíadel liofilizado sobre la columna C3
amialítica: 500 pg de liofilizado disueltoen THF/agua4:1. 0.1% TFA. Ch)
Composición proteica por SDS-PAGE del liofilizado, sobre un gel
isocráticocon 14% de acrilamida, teñidocori el reactivo de plata. AGR,
agregadosproteolipídicos.
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lasconformacioneshp idicasy proteicasen biomembranasy sistemasreconstitui-

dos (Cortijo et al., 1982 (12)), siendouna de stms mayoresventajasel ser una

técnmcano perturbanteparalas muestras.

El espectrodilerencia(Figura 56, trazo superior),revela la existenciade

una absorcióncorrespondientea las vibracionesde tensión (sre¿’ching) de los

gruposcarbonilode los fosfolípidos a 1730 cnt1,y las bandasamida1 y amida

11 a 1655 y 1546 cmm, respectivamente.La absorcióna 1467 cmn1 corresponde

a las vibracionesen el.esqueletohidrocarbonadode las cadenaslateralesde

lípidos y proteimias. El espectrode derivada segunda,obtenido a partir del

espectrodiferenciaanterior(Figura 56, trazo inferior) ¡nuestraque la bandade

tensiónde grupos carbonilo fosfolipídicosse desdoblaahoraen dos, a 1745 y

1726 cnt1, quecorrespondena las vibracionescarbonilo de las cadenassn-J y

s¡i-2 de los fosiol ipidos (Alvarezet al., 1987 (14)). Los componentesde la banda

amida 1 aparecena 1690, 1681, 1658, 1639 y 1630 cmii1. La banda amida II

presentados componentesprincipalesa 1548 y 1516 cm’ ~. Por comparacióncon

resultadosprevios (Susi et al,, 1967 (15): Alvarez eL al., ¡987 ([4); Arney y

Chapman.1983 (16)), la p¡incipal frecuenciaa 1658 cm’1 en la bandaamnida 1,

junto a la frecuenciaamidaII a 1548 cm- 1 son indicativas de un alto contenido

en estructuraalía—helicoidal, aunqueparte dc la absorción a esta frecuencia

tambiemípodríacorrespondera estructuradesordenada(randomcoil). que puede

únicamenteresolversesi se deuterala muestra. La [)resenciade componentes

amida 1 a 1690, 1681, 1639 y 1630 cm’1 denotaque tamubiénestánpresenteslas

esímuclurasB. El componenteamidalía 1516 cnV puedeasignarseavibraciones

de grupo peptídicoen estructurasdesordenadasy/o a la absorciónde cadenas

lateralesde tirosina (Alvarez eL al,, 1987 (14)). La contribuciónde otro tipo de

estructum~as,comolos giros fi (fl-turns) , podríanestarpresentesen los componen-

tes amida 1 a 1690, 1681 y 1658 cnt1 (Bandekary Krimm, 1979 (17)).
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Figura56.- Estructuiasecundariadel proteo]ipido reconstituidoen liposomas
de ELT, estudiadapor espectroscopiainfrarrojacon transformadadeFourier
(FT-IR). El trazosuperiorcorrespondeal espectrodiferencia,en la región de
absorcióncaracterísticade las proteínas,deuna muestrade pm’oteoliposomas
conteniendo3 mg deproteína/lOmg ELT. El trazoinferior correspondea su
segLindaderivada.Las ordenadasrepresentanunidadesdeabsorbanciaparael
espectrodiferencia,o unidadesdeabsorbancia/cin2parasu segundaderivada.



282

Modificación de [a permeabiIjd~d al Ca2+ de la membranaliposomal inducida

por los proteolípidos

En el cap<nilo y seseñalóquelos liposoniaspreparadosa partir del ELT

son máspermeablesal Ca2+ quea los iones monovalentes,incluidos[osH+.

En la Figura 57 secomparala. permeabilidadde [iposomasy proteoliposomasa

este ión divalente. Liposomas y proteoliposomasse prepararonen ausencia

(tampón A) o presencia(tampón B) de ATP-Mg, y se incubaroncon 45CaC1
2a

37 <>C. La entradade
4SCa2+ al compartimentointraliposomal fue similar en

liposomasy proteoliposomnas,lo cuál sugiere,como seseñalóen el capítuloY,

que éstapuedetenerlugar a travésde algunode los componenteslipídicos del

ELT (TysoneL al., 1976 (8); Blau y Weissrnann,1988 (9)), Ni la adición de

ATP-Mg al tampónde preparaciónde los liposornas,ni la incorporaciónde la

proteínaa la membranaafectésustancialmnentela permeabilidaddela membrana

al Ca2+, lo cuál indica queni el PSPni el PLA por sf mismosson capacesde

muodilicar el mecanismnode entradade Ca=+al espacio intraliposomal. Sin

embargo, cuando se prepararonproteoliposomasen presencia de ATP-Mg

(tampón E), la concentraciónintraliposomalde calcio alcanzadaa dos tiempos

dc incubación diferentes (2.5 y 60 minutos) representótan sólo alrededordel

27% dc la observadaen los controles,Lo cuál sugiereque una interaccióndel

miucleotido con la [Jroteina es capaz de modificar la permeabilidad de la

muembranaa este ión.

La Figura58 muestra la cinéticade entradade Ca2+ al espaciointravesi-

cular (le unamisma preparación deproteoliposornas.en presenciao ausenciade

ATP-Mg extraliposomnal,añadidoal medio de incubación, En los controles(sin

ATP-Mg>, la captaciónmáximade Ca2+ tienelugar,aproximadamente,a los 30

minutosde incubación,alcanzandoun equilibrio aparentehaciatos 60 minutos.

Por el contrario, en presenciade ATP-Mg 5 mM, la captaciónmáximade Ca2+

fue casi un 70% inferior a la del control.
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Figura57.- Flujo de calcio haciael imterior de liposomasy proteolíposomasen
ausenciao presenciade ATP-Mg intravesicular. Se prepararonliposomas y
proteoliposomasen tampónA y tampón B, esdecir, en ausenciay presenciade
ATP-Mg5 mi~M, respectivamente.El muaterialno encapsuladoseeliminó filtrando
liposomas y proteoliposornas por fmltracién-centrí[Ligación a través de
minicolumnasde SephadexG-25 previamenteequilibradascon tampón A. Los
liposomasy proteoliposornasfiltrados se incubarona 37 0C en tubosseparados,
y se inició el ensayotras la adición de ‘t5CaCI

236 pM (tiempocero). Se tomaron
alicuotasde cadatuboa los 2.5 y 60 minutosy sefiltraron a través deSephadex
G-25 paraeliminar la radioactividadextravesicular.El calcio intravesicularse
calculó comosedescribeen Materialesy Métodos.
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Figura 58.- Cinética de entradade calcio al interior de los proteoliposomas:
efectodel ATP-Mg extravesicular.Los proteoliposomas,preparadosen tampón
A y filtrados a travésde SephadexG-25, se incubarona una concentraciónde
14 mg de ELT/rnl en ausenciao presenciade ATP-Mg 5 mM. Tras 5 minutos,
se añadió45CaC1

220 pM (tiempocero).A los intervalosde tiempo indicadosse
tomnaronalicuotasdel mediode incubación,se filtraron a travésdeSephadexO-
25 y sedeterminóla concentraciónintravesicularde calcio, comosedescribeen
Materialesy Métodos. Los resultadosse expresancomo el porcentajedel
encapsulamitfltomáximo,queseaproximéa unaconcentraciónintravesicularde
calcio de 20 pM.
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En liposomas y proteoliposomasincubadosen presenciade 45CaC12

extravesicular,la adición del ionóforo de calcio A23 187 (6 pM, concentración

final) l)rodujo un abrupto incremento en volumen encapsuladode Ca2+

alcanzandoaproximadamentetresvecesel volumen intraliposomal.

CuandoseprepararonproteoliposomasconteniendoATP-Mg y 45CaC1
2

intravesicularmente,pudo observarseciertasalidadeCa
2+ haciael cornpartimen-

to extraliposomal(Figura59). Tras 5 minutosde incubacióna 37 “C, aproxima-

damenteel 35% de la radioactividadencapsuladahabíaabandonadoel espacio

intravesicular,pero no se detectaronpérdidasposterioresduranteal menos60

minutos de incubación.El restante65% debecorresponderal calcio intralipo-

somnal, junto a cierta proporción de ¿(SCa2+ unida a fosfolípidos acídicos,

orientadoshacia el espaciointraliposornal, que no es accesiblea los lavados

extensivosy procesosde filtración utilizadosen estecapítulo.

Un experimentosemejanteal mostradoen la Figura59 se llevó también

acaboutilizando unafotoproteinasensibleal calcio, la obelina.Proteoliposomas

conteniendoATP-Mg y Ca2+ intravesicularse añadieron sobre tampón A

conteniendoobelina,y la evoluciónde la [uminescenciase registróutilizando un

luminometro(Figura60). Trasla adiciónde los proteoliposomaspudoobservarse

un aumentoen la tasade luminescencia,atribuiblea una salidade Ca2~a partir

del compartimentointraliposomal,queseestabilizóhacialos 5 minutos.La señal

cíe luminescenciaaumentóabruptamentetras la adicióndel ionóforo A23 187, y

se extinguió en su totalidad tras la adición de EGTA. Al añadir un detergente,

que producela pérdida de integridad de los liposonias, pudo observarseun

destellode luz intenso y muy agudo,quepodría ser atribuiblea La proporción

de calcio intravesicularque no esaccesibleal ionóforode calcio, probablemente

el calcio unido a fosfolípidos negativos.En las condicionesfinales del ensayo,

la adiciónde 5 nmnol de Ca2+ produjo un fuerte destellode luz (no mostrado),

mndicando que la actividad de la obelina no se afecté por la presenciadel
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Figura59.- Salida de calcio haciael espacioextravesicularen proteoliposomas
conteniendoATP-Mg intravesicular. Los proteoliposornasse prepararonen
tampómi B conteniendo45CaC1

2 20 pM. La radioactividad y el ATP-Mg no
encapsuladosse eliminaronpor filtración a travésde Sephadex0-25 equilibrado
con tampón A, como se describeen Materiales y Métodos. Se tomó una
al icuotade lo elu1do paramedir radioactividady colesterol(tiempocero). A los
mntervalosde tiempo indicados, se tomaron alicuotas,se volvieron a filtrar a
través de minicolumnasrellenascon SephadexG-25, y se vovió a medir la
radioactividady la concentraciónde colesterol en alicuotas de lo eluido. La
radioactividad encapsuladaa cada tiempo se expresacomo porcentaje con
respectoa la del tiempo cero (100%).
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Figura 60.- Determinaciónde los flujos de calcio en proteoliposomascon la
fotoproteina sensible al calcio obelina. Se prepararonproteoliposomas
multilamelaresen tampón B conteniendoCaCI2 20 pM intravesicular. La
reacciónde luminiscenciase llevó a caboen 200 pl de tampónA conteniendo
0.5 pl (le obelina (aproximadamente7 x 106 cuentasen 10 segundosbajo
concentracionessaturantesde calcio), y 50 pM ECTA para extinguir la
quinúoluminescenctiabasal. A tiempo cero, se añadieron 50 vi de la
suspensiónde liposonias,y seguidamente:1 pl de A23 187 1 mM (a); 1 pl de
EGTA 25 mM (b); y 5 pl deTriton X-100 al 10% (e). La barravertical indica
la escalade quimioluminescenciaen cuentaspor segundo.
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detergente.

En otroexperimentoseexaminóla dependenciade los efectosobservados

con respectoa la concentraciónde ATP-Mg. El experimentofue similar al

mostradoen la Figura57: seprepararonliposoniaso proteoliposornasenTampón

A contemiiendodistintas concentracionesde ATP-Mg, se filtraron a través de

minicolumnasrellenascon SephadexG-25, equilibradascon tampón A, para

elim1linar el ATP-Mg del espacioextraliposomal,y luegoseincubarondurante30

muintítos a 37 0C en presenciade45CaC1
220 pM. Los resultadosse recogenen

la Tabla 1. En los liposomascontrol, sin proteína,no se encontró ninguna

variación significativa al aumentarla concentraciónde ATP-Mg intravesicular,

en claro contrastecon lo observadopara los proteoliposomas.En estecase se

manifiestaclaramnenteuna disminución del Ca
2+ encapsuladoa medidaque se

aumentala concentraciónintraliposomalde ATP-Mg.

Se probó,así mismo, la capacidadde otros nucleótidosparaproducir los

efectosobservadosconel ATP-Mg (Tabla10), en un protocolosimilar al llevado

acabocii la Figura57 y en la Tabla9. Todoslos nucleótidosprobados,incluidos

los análogosdel ATP, AMP-PNP y AMP-PCPprodujeronefectossimnilares,lo

cual sugiere que los efectos observadostienen lugar por tina interacción

nLlclcótido-proteína, y no por tina interacciónespecíficaATP-proteína~



TABLA 9

Efecto de la concentraciónde ATP-Mg intraliposornalen la entradade 4SCa24
al interior de liposomasy proteoliposomnas

concentraciónde ATP-Mg

O 10pM 100pM IrnM lOmM

Prolieoliposomas 100 79 71 62 53

Liposomnas 100 97 105 97 95

Se prepararonliposomas y proteoliposomascon tampón A y ATP-Mg para
obtenerlas concentracionesintravesicularesque se indican. Se determimió la
entradade calcio al compartimentointravesicimíartras 30 minutosdespuésde la
adición de ~LiCaCl

220 pM. Los resultados (media de tres experimentos
separados)seexpresancomoel porcentajede enca[)sulamientode

4SCa2+ (100%
en los controles).1>



TABLA 10

Efectocomparativode varios nucleátidosy análogosde ATP sobrela entradade
¡¡SCa2+ al interior de liposomasy proteoliposomas

Concentraciónintravesicularde calcio (pM)

MgcI
2 ATP AMP-PNP AMP-PcP MW AMP OTP

Proteoliposornas22+3 16+2 15+2 10+1 15+3 13+2 13+1

Liposomas 25+1 29+3 31+1 2.7+2 24+2 35+3 23+4

Se prepararonliposon1asy proteoliposoniaspara obtener una concentración
intravesicularde nucleótido-Mg de 10 mM en tampón A. Se determinóel
encapsulamnientode calcio 60 minutosdespuésde la adición de

45CaC1
220 pM.

Los datos mostradosson la ¡nedia + desviaciónestándarde tres experimnentos
separados.
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DISCUSION
Los resultadosrecogidosen estecapitulo vienen a confirmar un papel

muchomásactivo del queen un principio sehabía atribuidoal proteolipido de

mielina en el mantenimientodel equilibrio iónicoen tos compartimentosacuosos

de la vaina de mielina. La proteína,purificada por la nuevatécnicadescritaen

el capítuloIII, libre de lípidos, inducela formación departículasintramembra-

na (Figura 55) cuandose reconstituyeen liposomasformados por los lípidos

endógenosde la mielina(capítuloY). La formaciónde partículasintramembra-

na trasla reconstitucióndel PLPsedemostrópreviamenteenliposomasformados

por lípidos sintéticos(Papahadjopouloset al., 1975 (II); García-Seguraet al.,

1986 (18)). La existenciadepartículasintramembranatambiénseha demostrado

cmi réplicasde criofracturade mielina internodal (Pinto da Silva et al., 1975

(19)). Cuandola proteínapurificadase reconstituyóen los liposomasde ELT,

su estructrasectmndariaadoptéunaconformaciónmayoritariamentealfa-helicoidal

(Figura 56), aunquetambiénsedetectóla presencia,en pequeñaproporción,de

estructuras en lámnina 13. La conformación que adopta la proteína en la

membranade los liposomasdeELT es la quepodría esperarsede unaproteína

con varios dominios transmembranay con alto contenido en aniinoácidos

hidrofóbicos(vercapítulo], Figuras4 y 5). En trabajosprevios,conproteolípi-

dos purificadospor otros procedimientos,y con lípidos con diferentecomposi-

ción a los utilizadosaquí, tambiénsedemostróque la estructurasecundariaque

adoptala proteínaesmayoritariamentealfa-helicoidal (Cockleeta!., 1978 (20);

Surewicz et al., 1987 (21); Carmona et al., 1987 (22)), Sin embargo, el

proteol<pido reconstituidoen un extracto lipídico comercial de cerebro, de

mayorsemejanzacon el ELT emnpleadoen el presentecapitulo,mimetizó mejor

el entorno lipídico nativo de la proteínaque un lípido sintético, la DPPC

(dipalmitoi 1 fosfatidilcolina)(Nedeleeet al., 1989(10)). Estosautoresobservaron

evidencias de tina localización y/u organizaciónmolecular diferente de los
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segmentosproteicosque contienen tirosina, dependiendode la composición

hp<dica de la membrana(DPPCo extractolipídico decerebro),lo cuálponede

manifiesto la importanciaque puede tener la elección de uno u otro sustrato

lipídico parala reconstitucióndel proteolípidopurificado.

El hechodeque los proteohipidospurificadospor la técnicade RP-I-IPLC

descritaen el capítuloIII adoptenunaestructurasecundariasimilar a la nativa

cuando se insertan en membranasque contienenlos lípidos naturalesde la

mniehina también viene a subrayarque el método de purificación utilizado es

adecuadopara llevar a cabo estudios estructuralesy/o funcionales con las

proteínasobtenidas,siendo comparablesa los proteolípidospurificados con

detergentesno desnaturalizantes(capitulo IV). A este respecto, conviene

mencionarque los proteolípidosdisueltos en solucionesde Triton X-lOO o

deoxicolatoadoptantambién una estructurasecundariamayoritariamentealfa-

helicoidal (Smith et al., 1984 (23)).

Trabajos previos habíandemostradocambios en la permeabilidadde

mnemubranaslipídicas a ionesmonovalentes(Ting-Beall et al,, 1979 (1); Helynck

et al., 1982 (3)4 Cózaretal.,1987 (4)), incluidos los protomies(Liny Lees, 1982

(2)). tras la adición de la apoproteinaproteolipídica. Sin embargo,nunca se

había investigadola hlarticipaciónde esta proteina en los flujos de calcio a

travésde la membrana.Otros proteo!ipidosno ¡niel micos, comno los de retículo

sarcoplásmico.participandirectamenteen la translocacióndel ién Ca2+ a través

de la memubrana(Knowles et aL, 1980 (6)). EL proteolípido denominado

inediatóforo,un proteol<pido de membranasplasmáticaspresinápticasdel órgano

eléctrico de Torpedo (Morel et al., 1991 (7)) puede únicamenteejercer su

función (la liberaciónde acetilcolina)en respuestaa un flujo de Ca2+.

Dentro de la vaina de mielina, ésteión seacumulapreferencialmenteen

las líneasintraperiódicas(aposiciónde las carasextracelularesde Las bicapasde

mielina), donde parecejugar un papel activo en la conipactaciónde la vaina
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(Ropte et al., 1990 (5)). Ademnás, varias clases lipídicas presentesen la

membranamiel ínicaestándirectao indirectamenterelacionadasconmecanismos

de translocacióndel ión calcio, siendodestacableslos polifosfoinositidos, muy

abundantesen la membranamielínica (Kahn y Morelí, 1988 (24)), y los

fosfolípidos negativoscomoPA, PI ó PS,que en sistemasmodelohanmostrado

tener capacidadionoforética para el Ca2~ (Tyson et al., 1976 (8); Blau y

Weissmnann,1988 (9)). Incluso el galactocerebrósido,el principal componente

glicolipídico de la mielina, pareceestarrelacionadocon la aperturade canales

de calcio en la membranade oligodendrocitos(Dyer andBenjamins,1990 (25)).

Con todasestaspremisas,seinvestigóla permueabilidadde los liposomas
2+

preparadoscon ELT al ión Ca , con o sin proteolípidosreconstituidos.En el
capítulo Y se indicó que los liposomasde ELT, sin proteína; son bastante

permeablesal calcio, muchomásque a otros iones monovalentes(K+, H±),o

a la sacarosa.La Figura 57 muestra que la permeabilidadde la membrana

liposomal al Ca2< no se modifica por el sólo hechode incorporarla proteína,

o de encapsularATP-Mg intraliposoinalmente,pero sí cuandoambosfactores

confluyen: cuandose preparanproteoliposomascon ATP-Mg encapsulado,la

permeabilidadde la membranaal Ca2+ disminuyemuy significativamente.Estos

resultadossugierenque la interacciónnucícótido-proteinaes la responsablede

la disminuciónen la permueabilidadde La bicapalipidica. A esterespecto,es de

destacarqueen la estructuraprimaria del proteol<pido se han encontradositios

potencialesde unión a nucleótidos(Lnouye y Kirschner, 1991 (26)). Puestoque

la moléculade BLP es flexible conforinftcionalmeflte,adaptandosu estructura

secundariaa cambiosen las propiedadesfísico-químicaSde su entorno(Cózar

ci al., 1988 (27); Carmonaet al., 1988 (28)), la interacciónnucleótido-PLP

podría traducirseen un cambio conformacionalde la proteína,queafectaraa

los lípidos más próximos~ modificando así suspropiedadesde permeabilidad.

Los lípidos que interactúan más intimaniente con los proteolípidos son
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precisamentelos lípidos aniónicos(Braun y Radin, 1969 (29), aquéllos que

podrían catalizar la permeabilidad al Ca2+ observadaen Las membranas

Liposomales.El mecanismnopor el cuál éstoslípidos catalizanel transportede

Vn Ca2±a través de la membranapodría estar estar relacionadocon una

separaciónde fasesdentrode la matriz lipidica, al interaccionarcon el catión,

y la formaciónde estructurasno Lamnelares,talescomo micelasinvertidasu otras

estructurasintramembrana,cuyaformaciónaumentaríala permeabilidadal calcio

(Blau y Weissmann,1983 (9)).

El efectoobservadoes dependientede la concentracióndel nucleótido

(Tabla 9), y no es específicodel ATP, porque el resto de los nucleótidos

ensayadostuvieron un efectosemejanteal de éste(Tabla 10).

Con las dificultades inherentes a extrapolar resultados obtenidos en

sistemasin vitro de membranaa lo que aconteceen la vaina de mielina in vivo,

lo resultadosque se presentanen este capitulo podrían formar parte de

acontecimientosdinámicos que tienen lugar dentro de la vaina. Conviene

recordara este respectoque el otro componenteproteico fundamentalde la

membranamiel inica, la proteínabásica, tambiénconsideradadurantemucho

tiempocomo unaproteínameramenteestructural,ha sido relacionadareciente-

mente con el metabolismode los polifosfoimiositidos, que conduceen último

terminoa la Liberaciónde Ca2~ de m’eservoriosinternos(Tompkinsy Moscarello,

1991(30)).En estetrabajosepurificauna fosfolipasaC específicade fosfalidili-

con especificidad el PIP demostrandosu más que
nositoles, mayor hacia 2’
probablelocalizaciónen muielina, Demtiestran,por técnicasinmunoenzimáticas

(ELISA, dot-bio¡) la interacciónespecíficade la enzimacon la proteínabásica,

la cuál produceuna estimulacióndel 250% en la actividad enzimática. Esta

estimulaciónde la actividad es, además,claramentedependientedel estadode

Fosforilación de La proteínabásica: de todos los isémerosde carga (compo-

nentes)de la proteínabásica,el queproducemayorestimulaciónen la actividad
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tIc la fosfolipasaC es el menosfosforilado; el componentemás fosforilado es

inefectivo. El papelatribuidoa la proteínabásicapor estosautoresseríasimilar

al desempeñadopor las proteínasGenotros sistemas,estoes, comointermedia-

ria entre un receptor muscárínico, también presentesen mielina purificada

(Laroccaet al., 1987 (31)), y lafosfolipasaC,queen dítimo términoconducirla

a la hidrólisis de los fosfatidilinositolesy la liberaciónde Ca2~ de reservoriós

mnternos.Puestoque los reservoriosinternosde la vaina de mielina parecenser

las líneas intraperiódicas(Ropte et al., 1990 (5>), el procesoenteropodría

conducira la liberaciónde Ca2+ hacialos compartimentosconfluido citoplasmá-

tico dentro de la vaina (11neasdensas).Los resultadosaquí recogidospodrían

indicar que el PLP, en su interacción con nucleótidos, podría modular

precisamenteesteUltimo paso, modificandola permeabilidadde la. membranay

evitandoquese alcancenconcentracionesexcesivasde jón Ca2~en los espacios

citoplasmáticosde la vaina, Los altos niveles de Ca2+ en las líneasdensasde

la vaina podrían provocarla activaciónde las proteasasneutrasactivadaspor

concentracionesmuilimolares dc Ca2+ (calpainaII), presentesen mielina, y

capacesde hidrolizar proteínasfundamentalespara el mantenimientode la

integridaddc la vaina, talescomo la proteínabásicao la MAG (Yanagisawaet

al., 1988 (32); Cibelli et al., 1989 (33); Chakrabartiet al., [990(34); Banik et

al., 1991 (35)), lo cuál podría conducir al desarrollode alguna patología

desmicli ni zante.

Los resultadospresentadostambién podrían guardarrelación con las

profundasalteracionesencontradasen la compactaciónde las vainasde mielina,

estudiadaspor difracción de rayos X, cuando los nervios diseccionadosse

sumergenen solucionesacuosasconteniendoaltos nivelesde calcio (Blaurocket

al., 1986 (36)). Cuandoéstotienelugar, se detectauna transicióncasi completa

entre la forma nativa de la vaina, con espaciadocaracteríSticOde 150 A,
denominadaAS, y tina forma menos compacta, con espaciadode 177 A,
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denominadaAL. El efectoesespecíficodel lón Ca2~ (los iones Mg=+,S¿ y

Ba2~ son inefectivos>, y la transición es más rápida y de mucha mayar

proporción cuandoen la solución fisiológica en que se sumergeel nervio se

omite la glucosa, o se sustituyepor 2-deoxi-D-glucosa,o se añade NaCN,

condicionesque evitanque la fosforilaciónoxidativa, y por tanto, la síntesisde

ATP, tengalugar.

En suma, resultadosprevios han mostradoque nivelesdemasiadobajos

(Rapteet al., 1990 (5)), demasiadoaltos, o incluso niveles normalesde calcio

(1-3 mM) en condicionesqueno permitenla biosíntesisde ATP (Blaurockel al.,

1986 (36)), puedendesestabilizary desorganizarla estructuranormalde la vaina.

Los resultadospresentadosen estecapítulo indican que los proteolipidos, las

~3rote1 vmsmayoritariasdela membranamiel Inica, puedenparticipardirectamente

en el mecanismode regulaciónde la concentraciónde ión Ca2+, modificandola

permeabilidadde la membranaen su interaccióncon nucleótidos.
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CONCLUSIONES

Entreun grannúmerodesolventesorgánicosy susmezclas,seencontró
que las mezclasde tetrahidrofurano(THF) y agua,dependiendode su
proporciónrelativa,son capacesdedisolverproteolipidos,y de extraer
selectivamentelasproteínasdemielina o dc sustanciablancadecerebro.
La mezclaTHF/agua4:1 y/y disolvió totalmentelos proteolipidos,el
60% de las proteínastotalesde mielina, y el 100% de las muismas
cuandose incluyó ácido (0.1% de ácido trifluoroacético>.

2< Estas mezclasdonstituyen una nueva fase móvil específicapara la
separaciónde lasproteínastotalesdemnielinamediantela técnicadeRP-
HPLC, en virtud de su gran capacidadsolubilizadoray su alto poder
eluotrópico,y quizáspuedaser aplicablea otras biornembranasy a sus
proteínasaltamentehidrofóbicas.

3< El usodeestafasemóvil encolumnasC3 de anchotamañodeporo (300
A) ha permitido la resolución completa, a escalas analítica y
semipreparativa,de las fraccionesproteicasprincipalesde la mielina:
proteínasbásicas,fracción Wolfgram y proteélfpidos.

4< El paso clave para La resolucióncompletade estasfracciones es la
delipidación de la membrana mielínica antes de inyectar en el
cromatógrafo.Un procedimientomuy útil para este fin es el simple
tratamientosecuencialde la membranapurificadacon tetrahidrofurano
anhidro.

5,- De un total de ochodetergentesampliamenteutilizadosen la bioquímica
de membranas.dosdetergentesno jónicos, Lubrol PX y ocilíglucósido,
a concentracionesmolarescomparables,fueron mejoressolubilizadores
de mielina que los detergentesrelacionadoscon las salesbiliares, el
colatosódicoy el CHAPS. Los dos primerossolubilizaronmás proteína
que lípidos, mientrasquelos dos últimos solubilizaronmás1 <pido que
proteína.Los surfactantesmásefectivosfueronel SDSy el Zwittergent
3-14, si bien no son adecuadoscuandosepretendemantenerla estructura
nativa de las proteínas en solución. En condiciones de máxima
solubilización, los detergentesno jónicos y el CHAPS dejaron un
pequeño residuo proteico insoluble, constituido por la fracción de
proteínasde mielina de alto pesomolecular(fracción Wolfgram), de
naturalezacitoesquektica.
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6.- Las concentracionesde detergenterequeridaspara la solubilizaciónde
los componentesde la mielina se redujeron de forma sustancial al
imicremnentarmoderadamentela temperaturade extracción,y sobretodo,
al aumentarla fuerza iónica del medio. Un medio de extracciónmuy
eficaz resultóser e] tampón fosfato sódico0.1 M, pH 6.7, conteniendo
sulfatosádico0.1 M.

7.- Por su alta transparenciaultravioleta, su versatilidad como ageáte
solubilizante,su estructuraquímicadefinida,su naturalezano iónica y
su alta concentraciónmicelar crftica, el octilglucósido parece el
stmrfactantemás adecuadopara la purificación y reconstituciónde las
proteínasde mielina en condicionesa priori no desnaturalizantes.El
octilglucósido,a la relacióndetergente/proteínaadecuada,reemplaza
con éxito a los lípidosde la mielina en su interacciónconlasproteínas,
mecuperandoéstasunaestructurasecundariasemejanteala nativa, según
se desprendede los resultados de EspectroscopiaInfrarroja con
Transformadade Fourier. Permite,además,la reconstituciónrápidade
las proteínas simplemente por dilución de los sobrenadantesde
extracción, procesoque induce la formación de vesículascon los
lípidos y proteínas solubilizados, como se ha demostrado por
microscopiaelectrónica.

8< Se hanpurificado de forma sencillalos proteolípidosde mielina en un
estado altamente delipidado, combinando las propiedades de
solubilización selectiva encontradas para dos de los detergentes
estudiados,el CHAPSy el octilglucósido.Los tratamientossecuenciales
de la mielina con CHAPS, a concentraciónadecuaday en condiciones
optimas de temperaturay fuerza iónica, eliminan casi totalmentelos
fosfolfpidos, el colesteroly las proteínasbásicas,rindiendoun residuo
insolublemuy enriquecidoemi proteolípidos,proteínasde la fracción
Wolfgram y glicolípidos. Al extraer este residuo, en condiciones
adecuadas,con octilglucósido, se solubilizaíi selectivamente los
proteolípidos,permaneciendoinsolubleslos glicol ipidos y lasprotefnas
dc la fracción Wolfgram.

9.- Los proteolipidosas< purificados,en soluciónde octilglucósido,parecen
coexistiren distintosestadosoligoméricos,en los que participantanto
el proteolípidomayoritario (PLP), comosu isoforma DM20, segdnse
desprendede los resímítadosde CromatografíaLíquidade Alta Eficacia
de Exclusiónpor Tamaño(SE-HPLC).

10.- La gran capacidad de extracción lipm’dica que ¡nuestra el
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tetrahidrofurano,y su baja capacidaddeextracciónliroteica cuandose
minimiza la concentraciónde agua en el medio de extracción, ha
permitidooptimizarun métodoparala obtenciónde un extractolipídico
total (ELT), libre de proteína,a partir de sustanciablancade cerebro,
cuya composición cuantitativa y cualitativa es prácticamente
indistinguible de la composiciónlipidica de la membranamielínica.
Constituyeun sustratoidóneopara llevar acabola reconstituciónde los
proteolípidos purificados, o para examinar las propiedadesfisido-
químicas y de permeabilidadde la matriz lipídica de la muembrana
mielínica, tras la formaciónde membranasartificiales (liposomas).

II.- Cuando el ELT se suspende en tampones acuosos, se forman
espontáneamenteliposomas multilamelares (MLVs), como se ha
demostrado por microscopfa electrónica (tinción negativa y
criofractura).Si la suspensiónde MLVs sesonica,la turbidezinicial de
la muestradesaparececasi por completo,por la formaciónde liposomas
unilanielarespequeños (SUVs). Cuando la suspensiónde SUVs se
somete a un ciclo de congelación-descongelación,el volumen
intraliposomal,medido medianteel encapsularnientode [14C]-sacarosa,
aumenta considerablemente,debido a la formación de liposomas
unilamnelaresgrandes(LUVs).

12< Las memubranasde los liposornaspreparadosa partir del ELT son muy
poco permeablesa los iones monovalentes(K±,[~l+), pero bastante
permeablesal ión Ca2+,segtin sedesprendede los resultadosobtenidos
utilizando isótopos radioactivos y sondas fluorescentes.lnteractúan
fuertementecon la proteínabásica de mielina, agregandode forma
típicamentecooperativa, lo cuál refuerza el papel atribuido a esta
proteínaen la estabilizaciónde la estructurade la vaina.

13< La reconstituciónde los proteolípidospurificados por RP-E-IPLC en
liposomasde ELT inducela formaciónde part íciílas intrarnembranaen
réplicasde criofractura. Cuandose insertami en las membranasde estos
liposoinas,los proteo]ipidosadoptanunaestructurasecundariaaltamente
alía-helicoidal, resultados consistentes con su alto contenido en
aminoácidoshidrofébicosy su nattmralezatransmembrana,y coincidecon
la estructuraque adoptan los proteolípidoscuandose disuelven con
detergentesno iónicos.

14< La inserción de los proteolipidos en la membrana de liposomas
preparadoscon ELT no modifica las propiedadesde permeabilidadde
la membrana al ión Ca2+, porque no se aprecian diferencias
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significativasentrepm’oteoliposomasy liposomnascontrol. Sin embargo,
cuandolos ensayosse realizanen presenciade ATP-Mg, sedetectauna
fuerte disminucióndc la permeabilidadal Ca2+ en los proteoliposomas,
íwro mio sedelceta ningúmí efectoen los liposomnascontrol. El efectoÑe
depeudiente de la concentraciónde ATP-Mg, y ademásde éste, varios

~ nucícétidos fueron igualmenteefectivos. Los resultadosparecen
indicar que la interacción nucícótido-proteolípidoes la responsablede
la ínodiíicacidnde la permeabilidadal Ca2+, probablementea travé~de
un cambioconformacional de la proteína.

15. Estos resultadosponende mnanifiesto tina participación activa de los
proteolipidosen la regulaciónde los niveles de calcio dentro de los
compartimentosacuososde la vainade mnielina, degranimportanciapara
el mantenimientode su estructuraaltamnenteordenada.Alteracionesen
estos mecanismospudieranser [mportantesen el desarrollode ciertas
patologías desníielinizantes,debido a la presencia en mielina de
¡.u’oIensasmientrasactivablespor Ca2+ (calpainaII) queson capacesde
hidrolizaralgunos<le los compom’íentesproteicosdeestamembrana,tales
cumno la prc’~te Cnn básicao la glicoproteinaasociadaa mielina (MAG).
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