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Lockridge, 1962; Chubb v Millar, 19843 Millar v Ohuilbala .
1984y, control e 1& permeabi lidad  de v b & a =i

eritrocitoiioy By e a hematosncefalicas mxtilidad &

espermatoroide; metabolismo Lipoproteico {(Revisidn de

Toutant v Massoulie, 1988). Sin enbargo ain es poco claro el

tilar de las ChEs.,

significado de la amplia distribucicon tis

Sin bien ambas enzimas presentan un gran paralelismo en

canismo de accidn, naturalera de los

o~

suanto a  estructura, me

aciaciones cuaternarias v distribucion

sitios activos,

tisular . 1o cual llevé & plantear la hipbtesis de orie La

ChE podria ser un precursor biosintético de la AchE {(Foslle,
1977),  numercsos estudios demuestran gue sorn entidades

diferentes y gue provienen de genes distintos (Vi el

19785 Edwards vy Brimijoin, 1982: Brimijoin IS R R (e s R

Mintz v Brimijoin, 1985%) Ern la figuwra A, se detallan las

caracterlsticas comunes gue presentan ambas enzimas asi coama

aquellas caracterlsticas més utilizadas para discriminar

ambas familias de UhEg,



FIGURA n

Caractexristicas Generales de AchE y ChE

ACHE

CHE

Composicion

GLICOPROTEINAS

Sitio activo (1 sitio por subunidad catalitica)

subsitio anionico mas
subsitio esterasico

de serina.

Mecanismo de hidrolisis

ACILACION-DESACILACION

PM. subunidad catalitica

aproximadanente
80.608 DALTONS

Aspociaciones curaternaxrias (ver Figura B)

51 PRESENTAN

ACh, BuCh y

esteres
Sustratos preferenciales ACh superiores

de colina.
Inhikicion pox sustrato > 18-3 M ne presenta
Inactivacion termica > 45 8¢ > 35 6C

InMmunoreactividad cruzada

no se ha detectado aun
reactividad cruzada entre
ambas enzimask

bty BH 62C47 Ethopropazine
Inhibidores selectivos
gl Eserina
Inhibidores coMmunes a ambas
DFP#x%

¥ los antisueros policlonales utilizados fueron de:Torpede (Toutant y col

«»1985); ratalVigny y col.,

1978), ave (Rotundo, 1984b); los anticuerpos monoclonales de:Torpedo (Musset y col., 1987); rata
(Rackonczay, 1986), conejo (Mintz y Brimigjoin, 1985), ave {Rotundo, 1984b).

*% la velocidad de inactivacion de la ChE en presencia de DFP es considerablemente mayor

(Lockridge y col., 1987)

Los datos para confeccionar esta tabla se tomaren de las reviéiones de Toutant y Massoulie (1988)




FIGURA B
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a e estructura peptidica ftri-helicoidal {(FRa: A v Aie

zetivamente) . Las formss globulares se las subdivide a

SELb ENCERD

€1 . solubles y unidas a membrana, de acuerdo a si
@ regliers o B o) @l uso de  detergentes X 3L
solubilizacidn, v a su ver estos dos Gltimos subtipos se los
clasifica en moléculas anfifilicas v no—anfifilicas de

acuerdo - a suU gradeo de  interaccidn  con detergentes no

P m L sm, se observa que dentro de cada subtipe
existen subpoblaciones con  patrones  de glicosilacidn &

Anmunore

bividad diferente (Massoulie vy Borm, 19823Rotundo,

1984, 1989y Meflak 'y  col., 1984; Ralsten v col., 1985

Massoulie v Toutant, 1988).

5,
{53
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catalitica (Tavlor, IS9R70. . "Bin emirargo el grada  de
ensanblaje no es probablemente el dnice factor gue determina
la localizacidn subcelular ya que se ha descripto gue una
misma forma molecular puede  distribuirse entre @Epecles

"solubles” vy "unideas a2  membrana” (Massoulie vy Bon, b e

Atack v col., 198&).

Teniendo en cuenta esta heterogeneidad en la distribucion

subcelular v dado que los estudios moleculares ¥ geneticos

realizados hasta el momento indican que las distintas
variantes moleculares no son productos de genes diferentes

8ino  que swrgirlan como  consecuencia de mecanismos  de

soddviindg  difere [Boray Yoadal. LEBa. - 1983, 1984 4

Schumacher v col., 198ba, 198&b; Bikorav LR e B 1 i IR

de modificaciones past-traduccionales (Rotundo, 1984, s

1989 Sehumac e y cal., 198&6b: Toutant v Massoulie, 1988),
las ChEs resultan modelos apropiados para el estudio de las

modificaciones post-traduccionales £ relacidn | a L&

seffalizacidn que determina el transiteo  intracelular de

protelnags v osu local izacidn subcelular final.

Coama va mencionamos, en  cada tejido  se observa un patrdn
definido de formas moleculares de AchE v ChE. Las formas
globulares se encuentran  en tejidos colinérgicos v no-

colinérgicos. For ejemplo, los eritrocitos {( Tarpedo, pollo,

3



rata, buey, humano) contienen dimeros de AchE  unidos | a

membrana (ver Figura ©) @y el plasma de  todos  los

az

vertebrados existen formas globulares de OhE (principalmente
Hals en higado se encoentran formas globulares de ChE {Ba en
Fata v Ba v Ba en pollo) y de AchE (6., G v Ga en rata v (g

¥ Ga en pollo), también en tejidos como placenta Yy liguido

setfalo-raguides, s  encuentran formas  globulares de OScheE W

ChE  (revisior de Massoulie v Bom, 1982:; Toutant W

Massoulie, 1988). En cambio lag formas ssimétricas solo han
sido descriptas (S TR -5 | contexta e ia trarsmisidn
colingrgica; se hallan presentes & omasculo, sistema
nerviosoe central v oen  nervios perifericos (Migny vy e el LR
19763 DI Giambernardino ¥ Louraud, 1978 Bon v Massowlis

19803 Massoulie v Bon, 19823 Couraud, 19885 entre otros).

Con respecto  a la distribucidn subcelular de las ChEs, los
estudios gue se han realirado hasta el momento se refiesren
principalmente a la AchE, Estudios histoguimicos  indican
Gue, 817 [euronas calingrgicas, la AchE se  localiza en
meEmbiana plasmédtica, reticulo endoplésmico rugoso yoomembrarns
perinuclear (Silver, 1963%3; Rosenberey 19773 Gautron, 19832).
Existen sin enbargo, algunos esstudios histoguimicos que
indican que la ChE se distribuve, en algunos casos, junto
con la AchE. Por ejemplo, en las células post-ganglionares

del ganglico cervical superior de gato, la ChE ¥y la AchE se

10



localizan en  la membrana plasmadtica v en el citoplasma del

pericaricn neuronal s encontrandoselas tambiddn Y @l

citoplasma de las células de Shwanm {(Davis v Foelle, 1982),

e distribucidn subcelular  de Lo distintas Formas
moleculares ha sido exclusivamente estudiada para la AchE.
Las formas asimétricas (&) parecen ser las formas singpticas
de la AchE en la placa nentronuscular, sin enbhargo coexisten
con . cantidades variasbles de formas globulares (B). En

Tarpeda por e iamplo, las  formas A se localiran  en L

e n e @ & brgen g | post-sindptica, batecd (REa¥: cantidad
conslderable de la actividad de SchE corresponde & dimneros
(Ga) unidos a la membrana pre-sinaptica; los sitics activos
de ambos  tipos estén expuestos hacia la hendidura singptica
par - Yo cual  se postula  gue ambas  formas eatarlan
involucradas en  la hidrédlisis del neurotransmisor (Randall,
198%; Miledi, 19843 Li RS &1 = R R = o) B o R R sinapsis
colingrgicas  del sistema nervicss  awténoamno las formas
moleculares descriptas para la AchE, en ganglic cervical

superior de rata vy de Bitiesy o s By vy Ba v en menor

¥ Ham (Bisiger ¥  cols, 1978y Grassi v o 1 S
1982). En  este caso no hay  evidencias de una localizacidn

preferencial de las formas & en sitics sindpticos.

e



boa Riosintesis, tréamsito intracelular ¥y localizacitn final
de las formas molecularss de la  AchE ha comenzado a S
estudiada en  los Gltimos  afos por  medic de metodologias
inmunolégicas, de marcaje radiocactivo vy cromatogratia @ de

afinidad (lectinas) para  detectar restos glicosidicos

pecificos. Festos esstudios Frigr o realizados en cultivos

celulares primarios de misculo de mamiferos y aves v  en
lineas celulares neuronales  de mamd fero {(Fotundo W
Farmbrough , 1980a, 1980b, 1982: Lazar Yieals, 1984 Fotundo,
1284, 198g; Brockman, 1982, 1784 FRotundo v col., 1988;

198%9). De estos

sstudios  surge gue, las cadenas peptidicas
nacientes de AchE  pasan é Livmer ches ] RER clande
cotraduccionalmente se  les adicionan residucs de METICIE & ,
luego parte de estas moléculas e forma de MerOmeros ,
ot Lmer o W tetrdmeros cataliticamente @t i ves, 501y
transportadas via el sistema de  endomembranas  hacia el
aparato de Golgi donde los residucs glicosidicos son
procesados a AaTnCares  mae conpleics {adicidén cleg M-
actetilglucosanina e galactosa terminal), para lusgo ser
externalirzados a  la meEmbrana  plasmatica @ secretados o

ensanblados en formas més compledas previo a sy exportacicn.

Crhrme v g amimilEme, L& degradac idn intracelular
Ppreferencial de mondmeros ¥y dimeros  inactivos clyos reshos
glicasidicos adn  no ban gido procesados. En FEsumen ., estos

estudios indican que el metabolismo de la AchkE COMIBNEa Con



la winte e diferentes poblaciones  de  monamneros (i)

azar v col., 19843 Massoulie y col., 1988) v que la My ce

parte (804) de las moléculas sintetizadas son degradadas

imtraa@lularm@nt@y slendo solo un fraceian pegueia la gue se

ensamnbla en  formas globulares supsriores v

formas ssimétricas. La via de secrecion de la AchE  on
cElulas musculares o Gl btivo, parece seguir la ruta comin
RE-GA(cis)~BA(trans) ~vesicul as exaciticasy sin embargo  la
via de degradacién no seguirda la ruta lisosomal, sino gue
las moléculas serian transportadas desde el Gafois) o previo
& entrar  en el mismo, & otro compartimento diferente,
probablemente el reticulo sarcoplasmico  (Fotunde A s e
198%9). Asimiemo, estos sstudios muestran gue las formas 6, W
G mor mayoritarias en el compartimesnto intracelular,

mientras gque las formas (Ga Y las asimétricas se encuentran

principalmente on @l compartimento  echocelular {l.azar vy

Vigry, 19803 Fotundeoa, 1984),

Bi bien estas enzimas han sido  ampliamente estudiadas &1
diversos aspectos,  ain no se tiene un panorama claro acerca
del significado fisiolédgico del polimorfisme estructural b
la heterogereidad de la distribucidn celular ¥ subocelular de
lag UhEs, Folemds , 1a ChE representa una incégnita adn mucho
mayor, pues hasta ahora no se le ha podide SELAMar ningin

rol  fisiolégico determinado  en los  distintos tejidos



estudiados, excepto en suero  humano et el cual la ChE esta
implicada en la réapids degradacidin del relajante muscular

suxamethonium (succinilcolina) (Hodgkin v cal., 1965).

Eata eso

de informacién  acerca de la ChE, se debe en
R @ que  la mayorla de los estudiosz se real izaron en
tejidos colinérgicos donde existe Wha oiireds concentracidn de

AchE pero en los cuales la actividad de ChE es muy baja o

ausente (&rgano eléctrico de peces, musculo v cerehro
ehes aves y  mamiferos). For otro lado la ChE  ha micdo en

general e

tudiada en plasma  donde  la actividad de esta

enzima s  muay elevada, aungue no resulta una opoibn valida

praara el satudio del polimorfismo sstructural en relaclidon a

la s

tribucidn subcelular por ser el plasma la  fraccion

elular del tejiido sarnguinec.

Teniendo en  cuenta que la ChE del plasma se sintetiza en g
higado (Hodgkin v col., 19683 SBilver, 1974) Y ogue yva ha sido
raportada la  presencia de diferentes formas moleculares de

oo

AChE v ChE en  esste tedide (Massowul

y Ron., 1982),

El tejido hepatico e

Tita adembs las siguientes ventaias:

&} posee mas  de un 90% de  un mismo tipo celular, lo e

e d realizar el fraccionamiento subcelular sin  aislar

reviamente el tipo celular deseado v b)) se pueden obtener

L4






2.— OBJETIVOS

£l obhistivo praimcipal del presente trabaio fue iniciar un

AL e T o 2

rpatico  de las colinesterasas hepdticas  en
relacidn . sl distribucién  subcelular Yo lrsus CtoEma | de

iacidn & membranas. Siendo esta una primera etapa de

- n
2

bro estudio, nos interesd inves

----- la hidrdlisis de ACh en tejido hepético: posibilidad de
cuantificacidn por  snéetodos colorimétricos v discriminacien

de la actividad de AochE, ChE v esterasas inespeclificas,

sisceptibil idad & inhibidores selectivos 54 i

i

estabilidad térmica de las actividades de la AchE Vo el

Fri

~~~~~ algunas caracteristicas de solubilidad de las distintas

farnas noleculares de AchE y UhE presentes en este teiido.

tibd i idad he bt rgare l as subcelulares

enriguecidas en  actividad de RCNE: sy o EnE L Ty e dichas

frae fussen  adecusdas e @

estudiar, por métodos

bicguimicos, la oriemntacicn Yoo el grade de a0k s o

menbranas gue presentan las Ch

&



3.~ MATERIALES Y METODOS

3.1 Animales

Franl s

durante 14 horas

£l higado fue per

con 100-~-180 ml de

s

teidda

perfusidn g

Arvmectd sy b,

D2 Extraccitnm
teiido hepatico

Extraccion con
tetal” ( UL T

I)

El higado

frerza

S0 mMy Tris-HCL 10

tlene tabilizar

s procedid  como

e

SN S ay s

kilisd un

g 30

Furndido

wtilizd

el ded

de actividad de

alta fuerza

per fund ide

[

s g
ewutabi ]l idad

extiracto

adultas (Z00-250 gr. de pesn) de la cepa

mismas fueron deprivadas de al lmento

B S

crificadas por decapitacién.

Exd-vivo a través de la vena ot

solucion  fisiclégica fria {cuando el

para fracoionamiento subocelular, 1

5 g
ool b

Lo Sacarossa O 3y v empleado

colinesterasas a partir de

ignica y detergente: "actividad

fuie medico de alta

homogene iz ado en

oty pH 7 Y4) con el ochieto de

hidrofébicasy Luego

musstra e Eacuens I, £y fos

Fa?) también se

item

{ v

tErmica

chtenido mediante este procedimientao

o}



T

e@liming el ién Mg®* del medic de homogenelzacidn
(Nall IM; Tris-HCL 50 oM, pH 73 EDTA & miy TX=100 1%).
Extraccitn con alta fuerza idnica: “actividad soluble”
{Esguema I11)

El higado perfundide fue homogensizado en un medio de E R
fugrasg ddmica TiNall 3 My MaCle 50 mMy Tris-HCL 10 15 B s

stabilizar solo lag interaccionss

oo el abhieto  de

idnicas. Se realizd una extracciodn v luego una Fre~axtrscclén

mismo medio como se  indira en &l esgquema 1. Bl
sedimento final fue sometide al tratamiento gue se describe
& continuacidrn.

Extraccidn con detergente: “actividad unida a membranas®
(Esaguema I1)

El sedimento obtenido luego  de la segunda extraceién con
alta fuerza idnica fue resuspendide en el mismo medio FRERT

con &l agregado de  Triton-—-X-100 al 1% con el obijeto de

desestabi i las  interaccioness hidrofdbicas v solubilizar
la actividad remanente. Los Rrasos seguidos se detallan en el

encitems 11,

-4

3.3 Fraccionamiento de formas moleculares por velocidad de
sedimentacican

B8 cargaron  allcuctas de 400 ul de los extractos chtenidos

mediante el empleo de alta fuerza idnica (H8) Y mediante

5 8

LRSS



Jonte

ey

detergente (HET sabre gradientes cantinuos § 52030 de
sacarasa en  buffer con detergente ( Tris-HCL 10 mile pH 7

MgCla B0 mMy TX-100 1%). lL.a centrifugacidn se realizé en un

-

rotor Soevall ale 7 oa 27,000 rom (135,000 % Gemaa } dutrante

1

17 horas, o en un rotor Sorvall YT-84% & WELO00 rpm (PE& ., 000
H Gemma )  durante Z.5% hores. En cada fracoionamiento se

incluveron los siguientes standards de  ssdimentacidns

A dl.E 8, Las fracciornss

fosfatasa alcalina, 6.1 B vy catala

una )  se  recogieron desde el fondo Vo BT

(SO0 ul

avdr la

s o de cada una de ellas =ze

allouo

de cada farma

actividad de AchE v  ChE. Los porcentad
molecular se  caloularon tomando en cuenta &l &rea baio cada

pico de actividad (ver figura I1II1).

3.4 Fraccionamiento subcelular

Aislamiento de membrana plasmatica: (Esguema I111)

HBe realizd  de acuerdo  al método descripto por  Hubbared o
col. (198%) gue se basa fundamentalmente en centrifugacidn en

#nte de sacarosa isoplconico gue permite separar ssta

i g
membrana de  otras membranas celulares por diferencias en su
cleersidad .

Aislamiento de reticulo endoplasmico liso y rugoso {(REL W
RER} ¥ Aparato de Golgi (BGA): (Esguema IV)




Lag fraceciones de REL ., RER vy 68 se obtuvieron sequrn el

metode descripto por  Fleisher y Kervina (1974) modificacién

Carey v Hirshberg (1980). Este método se hasa en LY
combinacidn de centrifugacien diferencial o centrifugacion

isoplenica para purificar W S E PR I E L e b Er s

{1

provenientes de res  organelas subcelulares. En el

Hltimo paso  de entrifugacidn se emplea Csll con el b eto

de disminuir el tiempo de separacidn de las vesiculas de RER

v REL.

Aislamiento de Aparato de Golgi (GA): (Esguema V)

Se enpled la téormica descripta por Leelavathi Yrrabe 1920 L

cual se bhasa en purificar mambranas por flotacidn en

gradientes de densidad.
Aislamiento de Microsomas (MIC):

1 higado  perfundido fue homogeneizado (1:10  p/v) en una

g

solucicon de  sacarosa O.7% My Tris-HCL 20 mM, pH P EDT A

"

ImM. Se centrifugd el homegenato & 10,000 3 R SRR T
obteniéndose un  sobrenadante post-mitocondrial & partir del

cwal ge  obtuve la  fraceidn microsomal por centrifugacion a

FOG GO0 gest L Sk

3.8 Lavados

S



L  liberacion de proteinas adsorbidas & las vesicul as
microsonales se realizd de acuerdo & 1o descripto por Sutori
e LS A Brevemente, la fraccién microsomal se suspende

en buffer Tris-HOL 0,15 M, pH 8 (2 g tejiido himedos/10 ml) Y

sa. centnd fliga a0t

Goan A=k,

l.et liberacieon de proteinas periféricas de membrana v las del
contenido luminal de las vesiculas se realizs mediante un

tavade alcaling (Fujiki VAR AT 1982y, Los sedimentos

correspondientes &  las distintas fraceiones homogeneld @an

S L B = TR

200 0.1 My, pH 11.5, se colocan los tubos Y

Bimlo durante minutos v luego centrifugan a 100,000 ]

vesiculas se

Como control  de disrupcibén mecanica de

rosa ilsotbnica

realird un lavado con una solucian ol g

{sacary el S R I T s (R @My pH 7.4) gue consistic en

los mismos pasos gue el lavado alcalino.

3.6 Integridad de las vesiculas del Reticulo endoplasmatico
{RE}

La integridad de las

vesiculas del RE se determing por la

latencia de hicErdPieis de I manosa-d-fosfato  por la

a-d-fostfatasa (Arion e B SO 1976 . El fundamento de
esta técnica e e} siguriente: la glucosa-b-fosfatasa es una
enzima cuya actividad estsi orientada hacia el Tumen el

i vk g T8 endoplasmético, su sustrate natural es la glucosa—

oy
e aky



a-fosfato  que ingress al lumen  desde el citaplasma

utilizando  wun transportador. La glucosa-b-fosfatass s

Tamb Ly Capaz de  hidrolizar manosa-—é&-— fosfato, pero  este

susetrato  no prta gl g acadar = Tumen cles ] reticulo

doplasmatico {carece de transportador) si las membramas ol

vesloulas estén intactas.,

T REL

sedimentos correspondientes a las

o MIC  se suspenden suavemente cor homogensizador Dounce e
una solucidn  de sscarosa  isoténics (Bacarosa 0.25% My Tris-

HCL 10 mM, pH 7.4),

BUSREnsion  s& separa  en  dos
alicuotas. A una de estas alicuotas se le agrega Tritérm—X-

100 {(concentracidn final D.004) para permear las vesiculas W

asl permitir el sustirato, afflag

& preparaciones,

con detergente v sin detergente, se determina la actividad
de la glucosa-b~fosfatasa utilizando coms sustrato manosa-de

fosfate.

Nota: todas s @ 4°0 v
los extracto las  fracciones gue no fueron utilizadas
inmediatamnente luego  de su chtencidn, fueron guardadeos s -
VIR @l momentoa realizarse las determinaciones
Bdoouim

3.7 Estabilidad térmica de AChE vy ChE

Alicuotas de 500 ul de los edtractos (con vy sin Mg@+)

chtenidos directamente por medic de alta fuerza idnica W

sy
Lo



detergente { e dienr e B Yactividad  total')., Frieron

calentadas durante distintos tiempos (5 a 60 min.) a 45°C o

amsnte v con agiltacddn

20 & un bhafro

reagrlado termostatl

constante. Lo e finalizado el perlicodo de exposicién

correspondiente, la sllicuots se reservé en hielo. L s

musstras conbrol {actividad inicial) fueron mantenidas  en

hielo a lo large de todo el experimento. Finalmente, se

realizd la determinscion de actividad de AchE v ChE en todas

alicuctas al mismo tlempo

,...
i
HE

3.8 Ensayps con inhibidores especificos de BchE y ChE:

der inhibicibn cruzada se reslizaron empleascdo

come fusnte de  encimas, AchE purificada & partir de
eritrocitos bumanos (Tipo X111, Sigma) ¥  ChE purificada a
partiv de suero de caballo (Tipo V11, Sigma). En ambos casos
se midio  la actividad en ausencia de inhibidores selectivos
de AchE v ChE v en presencia de distintas concentraciones de

tos mismos. Los inhibidores utilizados fueron el RW GBRC4T,

Loriuaro the LyB-his(d-tetrametilamoniofenil )pentano—3-ona,

Aridg el o

R ET ST i Yy Ethopropas

(dietilamino)propil Iferctiacing, especifico para ChE,
En los ensayos pare discriminar la actividad de AchE y ChE
en tejido hepatico se wtilizéd una preparacion de microsomas

aislada cone se describe  en el item Fo4, en. la cual ies



determing la actividad de la tra  en presencia vy oen

ausencia de las inhibidores selectivos de AchE v ChE antes

e Lo ackos .

%.7 Determinaciones bicguimicas

Determinacidn de la actividad de colinesterasas:

Lo actividad oles colinssterasas E28] Lanss fracoiones
stthoelulares  fue determinada e doar e 1 T ioa
colorimétrica tescrtipta: por - Ellman v col. (1981, En la
misma se wtiliza como sustrato ilodurc de acetilticcolina
(aTE) 4 andlogo del sustrato natural de AchE el cual también
es sutrate de ChE. La hidrédlisis del sustrato produce
acetato v  ticcolinay la tiocelina liberada reacciona con el
iy 5,0 ditic-bis-Z-nitrobenzoate (DTNE) produciendo el ién
B-pitrobenzaato  de color  amarillo, cuys  aparicién  se

determing pec btrofotonétricamente & 412 i P

discriminar enltre las actividades de AchE v Chik.  cada
muestra e incuba en dos tubos. uno de ellos conteniendo B

H2047 (inhibidor especifico de la AChKE ). El  tubo  sin

inhibidor corresponde a la actividad de colinesterasa total ,
el otro a ChE, por lo tanto la actividad de AchE se calcula
pa diferencia.

Las actividades presentes  en las  fracoliones e los

gradientes de sacarosa v en  los distintos estractos e

oy
oo



determindg también mediante el método de Ellman pero corn las

siguientes modificaciones: la actividad de AchE se determing

BT noia  de Ethapropazina (inhibidor especlifico de ChE)
wtilizando como sustrate scetilticcolina TR Iy L

actividad de ChE midid en presencia  de Bl ERCAT

utilizando come sustrateo butiriltioccolina {(BTCY), andlogo de

une de  los @ ratos naturales de  OhE, pera que no es

hidrolizado por GohE.

Controles;
Linealidad de la reaccién: para cada  tipo de muestra
determing la linealidad de la reaccion enzimadtica, para lo

se realizd la reaccidn directamente en las cubetas de

LA aspectrafotdmetro termostatizado ¥ e registra

worbancia durante 1 hora.

cantinuamente 1
Hidrolisis no enzimatica del sutrato @ en todos los BT E Y
se  Ancuba (% 0 B W e R ot TR o'V s M reactivos, sustrato
incluide, pero sin muestra.

Suétratc endageno  : para cada muestra se incuba un tubo e
reactivos vy muestra pero sin sustrato.

Blanco de reactivos: en todos los ensayos 8 incuba wun tubo

Con reactivas, y sin sustrato.

Dado gue la sacarosa interfiere con la reacoion de Ellman -

una mayar concentracidén de sacarosa da la apariencia de una




mayoar actividad de la que realmente estd presente-, en btodos
los tubos  en los cuales se determing la hidrélisis no
enzimatica del sustrato se agregd una concentracién  de
sacarosa equivalente a la presente  en la muestra. BEn el

casc de  la determipacidn de la actividad de las Fformas

3
B

fracoionan G

molecul ares, las cuales gradientes

itente (3-20%) de sacarosa,

continuos de concentracidn

[

inclulmos en  cada centrifugacion  un gradiente control (sin
muestiral a partir del cual se determind la hidrélisis de AT

scontar el ferndmeno de interferencia.

y BTC para d

Esquema de ensavo:

La muestra se preincuba  durante 20 min & 2890 en bt Feer

fosfato 0.1 M, pH 8 conteniendo & DINE &.3 ‘w10~ P

Ethopropazina 107% M o BW &2047 5 x 1079 M (concentraciones

en volumen final). Luego se agrega el sustrato POOD 5 T A GRS 5 0 7
=

i W o el e o G U G Y ST MR s La dncubacidn se

A . L reacclidn se detiens

realiza a 28°C durante
colocande los tubos en hielo v agregando  prostigmina 1.12 =
o7 Metanhibidor e anbos colinesterasas) . VYolumen final de
ensayo: 1.1 ml., Se determina la absorbancia a 4179 Ty
{coeficiente e extincidn it ] ey ches L lg o B o
nitrobenzoator 13,600 1ts. cm~*. mol~*)}. A cada tubo wer e
descuentan las absorbancias de los blancos correspontdientess

DA de la muestra — [(D.0. sustrate enddgeno + (hidrélisis

2é



no enzimatica del sustrato - Rlanco  de reactivas’d, { e

conterales).

Determinacion de la actividad de enzimas marcadoras W
standards de sedimentacidn.

Glucosa—&6—Tosfatasa (F.0. 2.1.3.9) (enzima marcadora de RKE =

determind de zcuerdo a la téconica descripta PO Arorson oy

cal. (19743, La actividad de la enzima se determina midiendo
la velooidad de liberacién de fosforo inorgéanicn a partic de

glucosa-é-fosfatol. La muestra se incuba durante 30 minubos

& F7°C  en presencis de: Ne-glucosa-é-fosfato 20 i e R
Histidina 17.3 mM, pH: &.53 NA-EDTA 1 mM, pH 7L e volumen
fimal de B00 wl. La reaccidn se detiene colocando les tubos

' i

@ hieloa v jregando 20wl de TCA B0OY: luego se centrifuga a

2000 rom M 1B min. Sg  determina fosforo Inorganico en una

alicucta del sobremadante.

Glucosa—6—-fosfatasa (F.{0. 3.1.1.9.) {ensayo de latencia): se

whd btean Le: St Eenmd e Eeipta par Beion vy ool . Gl e ba
actividad de la enzima se determinag midiendeo la velocidad then

likeracion de fésforo inorgénico a partir  de  manosas-ée

He dincuba la muestra {(con v sin TX-100 al TR
durante 10 min. & 30°0 en presencia de Tris-HC1 45 mit, o
Yaly albdmina de suwero bovino 9 mysmly sacarosa 0.128 M vy

manasa-b-~fosfato 9 mM, en volumen final de 55 ul, Se

oy e
i .’F



detiene la reaccidn

G i

28wl de TCA BO¥X: luego se

min. En  wna alicuota del

inorganioo.

D' Nuclectidasa

determing de acuerdo & 1

cont o SRR e e < T e D

colocando

acrbyr e acan be

CE o SR Bl B

achividad de

los tubos en hiselo v agregando

PO

13

centrifuga & ram durante

s, g

il oy

F

gerterming

« ) fenzima marcadora de PM): se

técnica descripta por Aronson y

ila ensima se debtermina midiendo

la velocidad de liberacidn de fosforo inorgénico a partir de

la adernosing 5 monofosfato

thurante 34 {11 AP G L S

73l NMe-glicing 20 oM, pH 9

de QOO al - Be detisne &

hielo v agregendo 25 ul de

charante 15 ATT . Er uma

determina 6

Ac . N—-fcetilneuramico

marcadora de  EAY: ae

descripta por Briles y col.

S A de muestra  con 150

8 S S S (15 i /smmol ) s

Io0 wul iffer 57T

&5
EANE S (A

gk incukan  los

e

S

premae o L dm

L

M

¥

Transferasa

cetermind

NaEPD4 1.
tubos durante

LI 3

A S T L.a muestra se  incuba

presencia de @ Na-AMP 4.5 oM. pH

MatGlas 2 wh . en ' volumen final

»
8

reaceian colocando 1os tubos

Y

$% n

0
faog b=

Oy B s centrifugsa & 2000 rpm

alicucta del wobirenadante se

sforo Anorgénico.

~
P

i i th JHa S Y (e Lma

ge  acuerco la técnics

&3

1 s B A S o B o PR R Y incuban

56

wl de reactivo [(PH)~CHMP-si&lico

S0 ul de asialofetulna 10 mg/mly

2448 NaCl 100 mMy 0.2% TX—-1003

1 hora a 37°0C, luego

1 ml de una solucidn de acido



e L

il

2 ]

Al en O.R NOHEL. 8 ceptrifugacalLoon w1

ohdinig

Lt mary .y @l sedimento se lava dos veces v ose di

ml de NalH 1M. Luego se Q.5 ml de HaO 3 350 wl de

HCL 4 N oy 18 ml de liguido de centelleo.

Fosfatasa Alcalina (i e e ke T {standard the
sedimentacidn): Se realizo de  acuesrdo a la  técnica
descripta por Lowry O.H (1957) con algunas modificaciones.

Una allcuocta de cada una de las fracoiones del gradiente se

incubd, duwrante 30 min a 379 . L, en presencia  de b=

nitrofenilfosfato & oMy glicinag ©O.1 M3 Mglls 1 mide Ini e 1
m {concentraciones en volumen final): pH 10.4. La Aar Lo idn
eutrofotométricamente a 408

i

de p-nitrofencl se determind es

EREEER

Catalasa (E.(. 1.11:.1.6) (standard de sedimentacion): Se
utilizd la técnica descriptea por Beers v Siger (1952). 8 una
alicuota de cada una de las fracociones del gradiente se le

una solucidn de Hals 0.002% en buffer fTosfato O.0% e

pH Yy se determina la desaparicién  del  sustrato futul

digminuecion de la absorbancia a 2499 nm.

Determinacidon de fosforo inorgé&nico: se determinG de acuerdo
& la técnica descripta por Chen v col. (19%8). Una alicucta

del sobrenadante de la reaccldn enziméaticsa correspondiente,



g

Tleva & un  volumen de 280 ul o Hell  bidestiladay se

agragan 700 ul de reactivo (MbiHa 90427 en HeBDa IN + &cido
aschdrbico 10 ¥ en  proporcidn bil,  respectiveamente). Be
incubs durante 20 min. a 45°C v se determins la absorbancia

& fadall P .

Determinacidn de proteinas: las  protelinss se  detersminsron
pone el método de Lowey v ocol. (19531, wtilizéandose alblQmins

borvina comne standard.

MNota:z

s amotividades e =i filocas de  las  enzimas S8 sxpDre
e feridas N botal cle porgrbes Dryss 5 e fraoeilm
correspoidients, edoepto e L& fracoidn e reh ioulo
o rugeso . (RER) en la cual  se descuentan  las
samesma les (LS8 del  total) (Fleilsher v Hervins,

Las determinacion
tedpl icados

bicouimic

L ) el R ron P

EZ.10 Drogas Utilizadas

La enzimas Aok, O, Cetalass, Fosfetass Adoaline v sus
st ratos correspondientes: low inhilbidores esspecificos Bl
EHRCAT v Ethopropasinsy; v los  sustratos de  las  ensimas
marcadoras wbtilizedos en este trabajo provienen de  la

compafita Bilogmea. Bl (SHOMP-sislico provieng de la compafila

-

Memw Erngland Maclese. Bl resto de  los rescbtiveos atilizados

s ohe grado ansalitico.

A



ESQUEMA I

EXTRACCION DE ACTIVIDAD TOTAL

Higado pexrfundido

¥
hoMmogeneizado en HST €1:18 PAU)>
(mediante 10@ pases **) :

28.800 g »x 1h

sedimento ‘ Sn HST

HST: NaCl iNM; MgClE 38 wM, pH; TX-108 1z



ESQUEMA I1

EXTRACCION SECUENCIAL

higado rexrfundido

|

homogeneizado en HS {1:18 PsUD

(mediante 180 pases ‘?)
20.8880 g » 1h

sedimMmento Sn HS <51)>

homogeneizado
en HS (180 pases “)

2B.808 g »x 1h

| } sedimento
] 1
' 8Sn HS5 ™
] 1
] ]
e P e d

hoMmogeneizado
en HST
(108 pases *?)
2B8.0888 g x 1h

l l

sedimentao

Sn HST «(s52)>

HS : NaCl IM; MgCl2 58 wM; Tris-HCl 1@ nM, pH 7

HS5T: NaCl iM; MgCl2 5@ wM; Tris-HC1 18 wM, pH 7; TX-188 1%

fraccionados
insediatamente
— por medic de
centrifugacion
en gradientes
continuos de
sacarosa 5-20Y




ESQUEMAIIIIPURIFICACION DE MEMBRANA PLABMATICA

Higado pexrfundido
homogeneizado en STM B.25M (1:5 /D)
(homogeneizador Dounce 18 pases ** )

Diluido con 85TM
B.259 M (al 204 P/V) y f£il trado(d capas de gasa)

homogenato

288 g x 9 mMin

|

Sn

sedimento
' 1.98080 g =« 168 min

l l

Sn

sedimento
resuspendido
en S5TM B.25M
(1.5 vol/gr. peso fresco)
(homog. Dounce 3 pases ‘?)

l

Ailwido con S5TM 2M
hasta densidad 1.18 g/cm3 y llevado a
dilucion 16% del Hto. con STM 1.42M

l S5 TM: sacarosa;Tris-HCl 5 wM, pH 7.4: MgCl2 1 mM
S n : sobrenadante
STM
B.25M
82 .080g
b se recoge la
1 h interfase

Muestra ////
1.42mMm

resusypendida en STM B.25M
hasta densidad 1.85 g/cm3

ll-ﬁBB g x» 18 mMmin

Mmembrana Plasmatica

+— sedimento




ESQUEMAIVI PURIFICACION DE RETICULO ENDOPLASMATICO RUGo080,
LISO (RER; REL> ¥ APARATO DE GOLGI <GA>.

Higado pexrfundido

howogeneizado en sacarosa @.25M (1:4 B/VU)
Hto

18.8808 g »x 18 mMin

| |

Sn sedimento
B
1 12 vol de
sacarosa 684
(PSUD
sac 8.3 C(P-SUD
sac 38.7¥x (PsU)D
\\JJ Mmuestra
el GA ‘
. 82 .0888 o ,
1
1
' 14— 6@ min
! REL
1
| + _._._'.
! diluido con
RER
EaallE o s e 172 vol de HEB.

Se agregan 15 ul/ml
de CsCl INM.

/ ,._“_f
/ ‘A REL ----
83.088 o lavado

Mmuestra

1880.060 g

98 mMmin

resuspendidos t
en SACACANOSA .
@.25M (1:18 P/V)



ESQUEMA Vi1 PURIFICACION DE APARATO DE GOLGI <Qana>

Higado pexrfundido

homogeneizado en 4 vol. de
sac 8.25M en buffer Leel

Hto
2.500 rpn x 108 nin
{rotor Sorvall s5s5-34)
Sn sedimMmento
' —»
/// Mmues tra
-
/ AO sac 1.3M
27.808 rpw x 1 h en buffer Leel

\\\_‘//) rotor Sorvall AH-627

sac B8.25M
en buffer Leel

# Interfase diluida con sac 554 (PAV) en

buffer Leel hasta densidad 1,1415 g/cng ,—-P Muestrya 1 .1M
(equivalente a Sac 1.1 M) J/j;;

sac 1.25M
en buffer Leel

27.808 rpw x 1h

rotor Sorvall AH-627

e N

Interfase diluida 1:2 con HEO

30.0800 rpmw x 208 min
rotor Sorvall T-865.1

—p sediMento (GA)D>

resuspendide en sac @.25M;
Tris-HC1 18 wM, pH 7.4

Buffer Leel:RHZPoq—KEHPoq, pH 6.65; MgCl2 InM
(1 ml/gr. tejido humedo)



4.— RESULTADOS: DISCUSION Y CONSIDERACIONES METODOLOGICAS

4.1 ENSAYDS CON INHIBIDORES ESPECIFICOS DE ACHE Y CHE

Determinacidn de concentraciones Gptimas de
inhibidores especificos para la determinacién de AchE y EhE.

Este ensayo se realizé con el Mmjeto de  determinar  1a

concentracidn Gptima de los inhibidores B &ACAT , especifico

de AchlE v ia Ethopropazina, sspe

Tfico de ChE, a utilizar en

nuestros ensayos. A fin de hacer os

ta evaluacidn, utilizamos
AchE  purificads o a partic de eritrocitos humanos {(Type XIII,
Bigma) vy ChE purificada a partir de suesro de caballo { Type

VMIT, Sigma). Los resultados de este experimento se muesstran

en la tahlda 1.

La eleccidn de la concentracion Gt dma der . Tasvhd bidoe, @ ne
realizd  en  base a dos criterios: mayor paorcentaie de

inhibicidn de la ensima para la cual es cAtice v minima

inhibician de la er

ima que se deses determinar.



Lo puetle  cbservarse en  la tabla I, & l& concentracién
seleccionada (5 x L07% M), e] B &7 O47 inhibe casi fondtam Ia
activivdad e AchE (99%) v sole un bajo porcentaje de ChE v

£ Ethapropazing (1% M), inhibe totalmente ta actividad

BE) win afectar significativamente la de A Lol T e

4

Considerande estos resul fad log datos de los experimentos

S e s R e R tarrespongdiente  al  inhibidor

i
et



g

Tabla I:

L ole concebracidn Gt i ma e inhibidores

Inhiibidaor Concentracidn Y% Actividad remanente
{Molard
AchE £hE

B &HR2047

o
3¢
o
3

X & 0 B S

R o 1E2.0 94,9

S Sl i R

=
~ad
ST
pER)
2

St

Ethopropazing i SR o e PSR 33, 0
SRR L £33, 0

b e 78 G S R 0.

i
i

Nota: Los valores son las medias de ensayos realizados por
separado (determinaciones por triplicado); DS < 10%.
Concentracidn de inhibidor seleccionada: ¥

B &2C47: ioduro de 1:5% bis-~{d-tetrametilamonico fenil)—
peErtano-S-cma.

E g LrTE Bideroclouro e 10-[2~(dietdlaming)propild
fanotissing.




&Y

Discriminacién de la actividad de AchE y ChE en una muestra
de tejido hepatico:

especlificos de AchE vy ChE (ATC v

Debido & gue los sustrat

BTOY pued rotambién hidrolizados por otras esterasas nos

g

interesd determinar si la hidrdlisis de los mismos en M igects

s debe a la actividad de AchE v ChE.

G A mas sy sensibles i inhibidores

Dado  gue

selectivos, el wEo de los mismos en  una  preparacidn

provendiente de  tejido hepdtico permite discriminar entre s
actividad de AchE v COhE v la actividad debida a ssterssas

inespecificas, 1 cuades no son susceptibles a  los

inhibidores utilizados,

ry o se wtilizd una preparacidn de microsomas (ver
MM) vy se determing la hidrolisis de acetiltioccolina (AT 4
butirilticcolina (BTC), en presencia y en ausencia de BRW

recificos de AchE v

62047 w/o Ethopropazina, inhibidores

Lhily, respectivamente, en las concentraciones seleccions

ern el dtem 4.1 {(Inhibicidn cruzada). La tabla I1 mue

resultados de tres experimentos realizados ey senaraco.

La hidrdlisis de BTC (sustrato hidrolizado por ChE pero el
Ccetad oo @a hidrolizado ey forma significativa alnd e

AchE) (tabla 11,A8), es inhibida en un 90% por Ethopropazina



lo cual  indica que en este teiido la butirilticcolina es

-

hidrolizads principaimente por ChE. En presencia de BW 62047
la nidrolisis de BTC se ve inhibida en un 24% (siendo sélo
el Y6 adiudicable a ChE): sin embargo si se tierne en cuenta

que @l  BW &2047 & esta concentracién inhibe el 12.5% de la

actividad de ChE, ambos resultados son coincidentes.

El andlisie de la hidrélisis de ATC resulta  més compdedo
dado gue  es sustrato de ambas enzimes. Considerando  los
resul tados sobre BTC, existe actividad de ChE  en teddido
hepsaticog la Tabla II B muestra gue el remanente de
actividad qgue resulita  de it bar 1 b mesch s be
Ethopropazing, es totalmente inhbibible {excepto un &% de
ingspecifico) por BW YR Eeto pone  en evidenoia 1

presenclia de actividad de AchE sn este tejido.

Asimismnc, se cbserva gque es factible la discriminaciéon entre

la actividad de AchE v ChE utilizando un sala imhibidor, el
B L2047 (especifico para fAchE). Considerando los resultados
mostrados en la tabla I, la suma de la actividad sobre A4TC

meedicda en presencia de B &RCET7T ~la cual corresporde a Ohle

¥ ola actividad medida en presencia de Ethopropazina —~la cual

corresponds & AchE- no resulta significativamente diferente
de la actividad medida sin inhibideores ~la cual corresnonde

a Colinesteras testal .

40



& Ia sensibilidad a inhibidores especificos,

cancinimes gue  wan POy de la hidrdlisis e BTC en higado se
) £

e

debe & activided de COhE v gue més del V5% ve la hidrélisis

ge ATC  es producidse por la actividad de AchE v {ThE &n ssie

5
fa
L

g

3H

Teniendoa en  cuenta s respliades, de ahore en més

Flamamos actividad de AchE & Ia  hictedl i syl e

rnhibible e Ebhopr

arine v actividad de ChE & £
hidrélisis de ATC no inhibible por B 82047 o & la

gropiny

hicdrdlisis de BTO{(en presencisa o en ausencia oe BN &82047).
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Tabla I11:

Discriminacidn de la actividad de AchE w LhE en una muestra
te tejido hepatico.

Sustrato:

v
g
St

Musstbra

A

MIC+Etho

MICE

MIC+Etho+BW

HY bBustratos

i

MO L e

MIC+EN

MIC+Etho+RW

Los valores
miCrosomal g
hided

limia ine

BTC

ATE

e L&
Etloe

mectias

sotividad

b

[
fu

Felativa Aotividad dbsoluta
D.8.730 min

Q.49 % 0,064

TR i T S A e

0L 37 .04

A e T L

Actividad Relativa Actividad Absaluta

D8 A58 midr,

1.2 & 0.14

A I R

Ot b O l0y

RILGL RS T

tres experimentos . MIC: fraceién

o,

Ethopropazina;  BW: Bl 42047 3 (=),

oy
o



4.2 ESTARILIDAD TERMICA DE ACHE Y CHE

Estudios previ (Vigny vy  col, 1978: Edwards v Bedimd jodin

AFEIE Paviic, 1988 ) han demostradeo gue las actividades de
Aokl vy ChE se comportan en  forma diferente frente a la
temperatura. Sdemés  se demostré o Para el ganglio cervical

superior de  rata, que el comportamiento de ChE frente a la

temperatura s modificado por o el idn Mg®r, mientras gque la

tabiilidad de  AchE no es  afectada por este catidn (Vigry.,
! LY

LeTE e

mr eetha etaps  nos  interesd  estuddiar

fren Lrones ol

tivacidn térmica de AchE vy ChE extraidas a sartir de

nigado de rata.

5
£a

las cuales trabajamos , 4% 90 v 55

Las dos  temperatur

Py fueron seleccionadas teniendo en cuenta los patrones de

inactivacidn Fmica de enzimas de obros arigenss, a saber:

il e & 4% 20 la OhE no  se inactiva mientras gue la Achi

plerde alrededor de un  40-50% de sy actividad dindcial

lman e

R

(Edwards v Brimijoin, LB e e, SRR el hae
inactivan pero su  patrén de inactivacion e i ferente,

siendo la actividad de ChE més sensible gue la de AchE en

e

encia de Mg=* (Vigny. 1978).



Lo @Srisay o realizaron sobre un exbtracto HBT (alta fuerza

ionica vy detergente) obtenido en preserncis o en ausencia de

M= como se describe en MM.

Come se observa en la figura 1A, cuando se realiza el EEEY
de estabilidad a 45 @0 utilizando un extracto gue contiens
Mg=r, la actividad de ChE aumenta en un 30% a los 5 min de

edposicidn a

y esta actividad se mantienes a

lo largo del tiempo, mientras gue la actividad de &chE se

reduce a wrn H0Y luego de los 20 minuvtos de éxpmﬁimiﬁﬁu Erp 1la
figura IR se muestran los resultados de estabilidad a 4% o
en un estractoosin . MgET. En este caso la actividad de ChE
presentc el mismo porcentaje  de aumento indcial, pero a lo
largo del tiemﬁd fue decreciendo hasta wn valeor del 40%.
Este resultado difiere del obtenido para ChE extraida a
partic de suerc de ratdn . la cual no se inactiva a lo largo

del tiempo & esta temperaturas la AchE  tuve el wmismo

comportaniento gue obhservamos en el estracto con iMeps iy

Ean respecto  al aumento de la  actividad de OCheE a 4% o,
guerencs aclarar gue el desvio del valor medico de los 4

Eaperimentos realizadeos  fue muy  elevado (30% + LSRG L

intonsistencis de

te fendmeno yva fue reportads previamente

para Chi estraldsa & partir de suero de ratén (Edwards vy

Brimigoln, 1983). seta variacildn en el aumento de actividad

no afectd el comportamiento subsiguiente de la enzira frente

a4



# la temperatura, ya gue en todeos los casos se mantenla L

]

actividad aloanzada a loas minutos de exposician a 45 °F,
81 el extracto contenia Mg™* v su actividad decrecia, luego

de 18 min. de exposicién, si no habia Mg** en el medic.

Cuianda

tudicd la estabilidad a 5% 90 en un extracto con
Mg®+ (Figura IIA), la actividad de ChE decrecid en um 90% a
los & minutos alcanzando un valor minimo del &% del inicial
& los 60 minutos, mientras que la actividad de QcohE b
ure 7% de la indcial a los 5% minutes v se mantuvo alrededor

de ese valor ha

sta el Glbtimo purnto considerado (60 minutos) .,

Duando

realizd la exposicidn & 5B 90 wtilirando  wun

tracto sin  Mg®*, los resultados fueron similares {Figura

B eSSl s reaul tados  obtenidos & ausencia e pg=-+

concuerdan con lo reportado para AchE vy extraldas &
partir del ganglio cervical superior de rata INTgny, 19728)

para las edbtraidas a partir de suero de ratin, sin embargo

no pudimos  observar el efecto prot

Stor  del Mg®R* sobre la

actividad de ChE a esta temperatura.

s

De abserve gue, las actividades de HchE v ChE Heltectadss en

s aompoarian Frente & la temperature en Forme
similar, en algunos aspectos, & lo reportads para  otros

tejidos, a saber: & 45 20 la actividad de AchE disminuve, en

G EN Gusencia oe MgE, mientras gue la actividad

e This (¥) soilo e ve afecltads 5i esste 167 estd ausenite. H

e
!



GE 20 ambas enzimas  se insctivan  independientemente de la

presencia o ausencis oe Mgt en el extracico. .

(¥} Nota: Con respecto al aumento pbservado en al actividad
cigs al ser expussta a 45 °0, se realizaron experimentos
con el objeto de contrastar algunas hipdtesis gue se pueden
Claryhesr e @uplicar sshe ferndmenc. Los resultados
chtenidos hasta el momento nos persiten, en  una  primera
timacidn, descartar la  existencia de un  inhibddor
W gue se dinactivase a esa temperatura o gus la OhE
. cambio conformacional gue le hiclese perder
afinidad por algan inbibidor , sin nec Loladd de o eate S
inactive. Lo gque nos podemos descartar @ cue  ese cambio
anformacional modifigue la  afinidad de la  ChE por @l

mudsbrato.,

T
e
asufri

4éa
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4.5 EXTRACCIONES

Actividad celular total de AchE y ChE:

la solubilizaciaon cuantitativa de la actividad

mi sme realiza

egry W tejido no es po

acuosn en ausencia de detergente. Bin embargo.

proporcidn significativae de la actividad es

condiciones: vy s la ha denoming

[ o met

ivigad gue  reoguilere

tlizacidny la cual en la literatura

@iy sl

mencions como "unida a membranas’ .

e evaluar la actividad ceiular

g tejido hepéatico se realizd una

con alta fuerze idnica v detergente [Bn SR

wee i Lo ar

Bonnariol 2 e ta Glie €25

g hidrofébicas.

fil W 8 o

Tas  irters

shyarn @ ia Tabla

de esta extraccidn

e discriminar entre la acltividad

*spiluble” v la actividad “unidas a membranas”, reallzamos una

traccitn secuencial de acuerde a los criterios ampliamente

st 68 el easbtudico de d







i

TABLA 111

Evtracoidn con alta fusrza idnica vy detergentes

Actividad Total
rmoles mindgr tedido
fAchE ChE

bito ST S0 A0

S Lobia R 417 .6

e ) (104%)

erperinenbos separadosy

b

medias de tres
cifras entre parénitesls
al homogenstc e (PR 2 122 SR T

Loowsm s lonress @
PR 18Y de la media.

ok e B4R <o e R RO £ g SRR e 5l

.




TABRLA IV

wErRCad bn

Mo

1

ate)

Lot

falay

HE

vk o e

P b

total

perado en S1482 ( AchE: P e e

Y
skl

smersttere ial e

Actividad Total
mmeles/min/gr. de teiido

AchE ChE

324 487

29,7 200

Faas
%)
B
P

S
o

(41%)

S7 .8 ne2

(88%) {B9%)

medias de tres euperimentos realizados
12V, ‘de lal media. cifras entre
los porcentajes de recuperacicn respecto al

S T AR A8 SN




24 de la actividad de

Como se  musstra en IR R ol e U s ) T

Chi se solubiliza segun ambos métodos delentracaion.,  ~Lon

& la actividad de  AchE, la eficiencia de

e

solubilizacidn es  mayor cuando se utiliza el método de
axtraccidn secuencial (76.3% versus 59.8%). En este caso la
menor recuperacion obtenida en la exwtraceidn directa con
detergente podria deberse a una relacidn detergente/membrana

insuficiente para desplazar totalmente las interacciones

hadrafthicas.,

Ery  una reentrace ey con Calia e LS TR 0 R
solubilizd més del 5% de la actividad de AEhE o LhE, 16 . gus
indica que la solubilizacidn parcial de asctividad en H8 no

#s adjudicable a una escasa dilucien. Por otra parte, en

nuestras condiclones experimentales tedas las vesiculas de

RE estaban disruptas en la fracoidn  particulada obtenida

despuds de  la extraccitn con HE . va gue no se detec

latencia & la hidrolisie de manosa-&-fosfate por la glucosa-

d-fosfatasa. Fsto descarta  1a posibilidad de que s=se

considerara actividad unida a membranas & aguella gue se

halla scluble en el lumen de vesiculas intracelulares gue no

sido disruptas por el procesa de homogensilzacidrn.

Faor 1o tanto, la presencia de detergente no  idnico es

necesaria para solubilizar el resto de la actividad. Esto

sUglers gue R ac taviatad remanente  podeda presentar

s
fi

N



interacciones de tipn hidrofdbicas corn las  membranas

celulares,

Estos resultados muestran gue casi toda la actividad (88%)
de AchE requiere detergente para sw solubilizscidng . en
cambico una  gran proporcidn (41%) de la actividad se ChE g

solubiliza en  buffer de alta fuerza idnica en atsencisa oe

detergente.
\

Bi bien las técnicas de solubilizacidn guie enpleancss son las
gue habitualmente se utilizan para extraer la actividad de

AchE v o ChE amoluble” v "unida & membranss” en distintos

tejidos (revisado por Massoulie Yoo Bon, 198230 auerenns
destacar gues estos términos son operativos v se los usa para

estandarizar las actividades solubilizadas en @sta forma.,

Asimisme, oabe destacar ogue en estas condiciones, 1

actividad llamada soluble podria sstar sobreestimada Y e
una centrifugacidn a 20,000 g » 1 hora no es suficiente CHaR &
alxtensr  un sabrenadante totalmenibe Libre de peguefos

fragmentos de membrana.

Sl



muestran gue la mavor parte de la activided
de AohlE  presente  en tejiide hepatice  se halla unids &

e

meEmbranss . oon un pedguefio poeroesniaje solubilizrable mediante

alia; Fusrzs  idnics. Fuistirian a&Imisms, dos poblesciones de

R LirTer

en alta fuerza icnica v otra G

reguisre delergente pare so sclubiliracidn.

it



4.4 FORMAS MOLECUL ARES:

Tanto  la T [Tt & ChE s engimas de elevado
polimorfisme estructural gue se manifiesta, antre otras
Lhosas, como especlies gue difieren en el grado de ensamblaje
{asociaciones cuaternarias de subunidades catalliticas). S5i
bien informes previos indican qgue las formas moleculares
presentes en  tediido hepatico  son monéGmeros (Ba) de ChE vy

o,

monameros (6Gi), dimeros (Bx) v tetrameros (Ba) de AchE
(Massoulid v Hermy 19820, decidimos  analizar w1 laws

actividades sutraldas en diferentes condiciones Corresnoncen

& poblaciones homogéness o heterogéneas respecto al grade de

ersmamniblaie,

Con  este objeto, realizamos un  fraccionamiento de  los

extractos HE(E1) vy HBT(52) por medio de centrifugacidn en

gradientes continueos de sacarcosa 5-20% (ver MM).

Los perfiles de sedimentes

cion  de las actividades de AchE W

ChE extraldsas

BN ausencia y en  presencia de detergente (81
Yy Bd, respectivamente) se muestran en  la R
formas moleculares detectadas fueron: 64 (9. 85) (40%) v Gil+pz
(&, O-5, 1

LEY(H0%) para AchE v GL+E2 (6.5-%,18) para Chik. EBEstos

resul tados coinciden con los va reportados para este tedido.

&



Como se  observa en la figura TI11, los sondmeros-dimeros
(G1+G2) correspondientes a AchE v ChE v los tetrameros (G4)
correspondientes a actividad de AchE ,se distribuven entre
e Les "eolublest Y funicdas & membranas" ., Eata

distribucidan heter

sgdEnes de una misma forma  globular 5 Y&

-3

fue previamente reportada para otros tejidos Atack, 198&;

sl tados corroboran la

Magsoulie v Ron, 19832, Estos ¥

hipGtesis de P.Taylior (1987} de gue el grado de ensamblaje

de las subunidades catallticas de sstas enzimas no es el
anice factor ogue determing su distribucién subcelular. Eeta
heterogeneidad en  la distribucién podria reflejiar el hecho
der gue en  una  misma  poblacidn  de moeléculas gue se

consideran homogéneas @ cuanto a su coeficiente de

wmentacidn, existieran especies gque difieran en: practetan
de glicosilacidn, unidn a anticuerpos especificos o grado de

hidrofobicidad, tal como fue descripto en otros  tejidos

(Ralston v col., 19843 Meflah yv col., 1984y Massoulie v

Toutant, 19881,

Teniendo en cuenta que las formas moleculares pueden sufrie
cambd o durante Ygne T R R ohes Bomogenslzacldn,
fracolomamiento v almacernaniento, Lot i preny ejemplos

conversidn de  formas ssimétricas en globulares debido &

protedlisis endogena (Massoulie y Toutant, 1988) : conversian

de  formas globulares de mayor grade de ernsamnblaie en



mondmeros debdde s protedlisis o reduceion (Allemand v col..,
1981y Oth, 1988) o conversion de formas soleculares Pivianas
en especies de mayor coeficiente de sedimentacion { g
agregado entre mondmeros entre i o con otras protefnas del

madic), hemos trado de minimizar estos factores de error en

condiciones e e Amer ta les , # s ke g
fraceionamiento  inmediata del  extracto  para evitar Ia
prote¢lisis v uso de detergente no iénico en los aradientes
continues de sacarosa para evitar el efecto de agregacidn.
For este motive consideramos  como poco probable gue  los
resultados gue  agul se  presentan estén afectados  por ]

prolema de  interconversiones de  formas moleculares ant

e oraeden .

Mussdros resol o

tran gue  en higado de rate la SchE
#@ encuentra  come Forme G4 (4051 v GIAEZ (&0%) G X S B R

by

s detects  la Fforme GI+E7 de ChE, ambas distribuides entre

¥ ounidas a membrans, verificéndose tambidn
@iy sl tefive,  gue &l  grade oe ensamblaje de las

ey determinag L isdribucisn

slrce fas e,

P

o



FIGURA i
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4.5 FRACCIONAMIENTO SUBCELULAR:

Come se  indicd en la seccidn precedente, los procedimientos
de extracoidn muestran que la mayor parte de la sctividad de
ARohE esta unida & membranas vy gue existirian dos pota ) & ones
ge HRE N = "soluble” vy "unida a  membranas"~ distribuidas

Bomooadneanente .

Ern esta etapa nos  interesd investigar a ouwe tipo de
membranas celulares se asecliaban estas actividades oo @ gl

casa de | la actividad  sclubley evaluar ai Gorrespordia a la

i el ot ol o} R o o e (o R T Lumen de sl guna G nEne ]

Erv owuna primera  aproximacién, realizamos fracciomamientos
subcelulares primaricos mediante centrifugacion por velocidad

de sedimentacidn (Lahav v col, 1982) con la cual se obtienen

las distint siones suboelulares: Muclesr, Mitocondrial

Iy Mitocondrial 11, microsonsl v citosol o soluble. No se

detectd enriguecimiento con respecto al homogenato en la
actividad de colinesterasas en ninguna de las  fracciones

mencicnadas, asi come bampooo enriguecimiento  en 1

actividad de las enzimas marcadoras de algunas de e ta

i

fraceiones  {(datos

noe mostrados) . 81 bien estos experimentos

i



no pernitieron  atribuir las actividades de AchE LR 1

L g er el honogenato & ninguna  fraceisn suboelular,
resul taron un primer indicic  de gue la actividad vde’ las

Ml smmas  mo #@  hallaba presente  —-al  menos  en carntidad

significativa— @ el citosnl, dado gue con este tipo de

téomics

paraciion, ésta es la Gnica fraceoion cue s
puede  ssperar ahrbensr  con R grado de pureza

tFreitelder, 1979),

Por ests razdn, se procedid a utilizar obtras técmicas de

Fracoic ilento subcelular (ver MM) gue permitieran obtensr

las diferentes organelas con mayor grado de puresa.

Valoracion de la pureza de las fracciones:

La pureza der las fracoiones e evalud por métodos

BFlogudmic S determingG en  cada fraccion la actividad de

wNucleotidasa {5 faPa dodcdo

transferasas (NeuNac~transferasa) v alucosa-~b~fosfatasa (Blu—

b-Fa

« EBNEimas  marcadoras de  membrana plasmatica  (FM),
Aparato de  Golgi (6A) y reticule endoplasméatico liso Y

rugoso (REL vy RER), respectivamente.

&l



Los  resul tados e la Figura v muestran CjLes @l
enriguecimiento en  la actividad especifica de las enzimas

diagnasticas de FM, GA, RER v REL coinciden con resultados

obtenidos previamente por otros autores {Carey Hirshberg,
1980y Fleisher vy Kervina, 1974). La fraccion de PM resulté
enrigquecida 10x en 5 AMPasa 4, la fraccion B8 resulté 28x

enriguaecida en NeulNac-transferasa (se utilizé la fraccién de

GA obtenida por el método de Leslavathi pues  la fracoidn
obhtenidsa smediante el otro método descripto en MM, solo
resulto enriguecdda 10x en  la encima diagnagstical) B s
fracoiones de RER v REL presentaron  un enriguecimisnto de
HaFu y 2.bx, respectivamente, en la actividad de Glu—é-Fasa.
Lag preparaciones microsomales estaban enriguecidas 1.2% e&n
dTAMPasa . 1.8 en Blu-6-F v 2.2%  en MeuNac-transferasag

resul tados gue  reflejan la composicién heterogdénes de essta

frageisn.

las enzimas marcadoras  se

i

Las actividades especificas d
utilizaron para la evaluacidn de la contaminacion crueaca,
g decir para determinar gqué porporcion de las  proteinas
presentes en una determinada fracoidn proviensn de membranas

4

de otras fracoilones subcelulares,

Gl



FIGURA IV: ENZIMAS MARCADORAS

0.26

0.20

0.16

0.10

0.06

0.00

Activided Especifica

( GLU-6-Pasa

-

R v 7
7 v Y // 7
% % /'5 00 R, f/f’////f'

Z

HTO

RER REL GA MG
Fraccion

AEtumol Pi/min/mg prot.

g otividad Especiioa 5’ AMPasa

0.0

0.06

- 0
|

AN

HTO MP RER REL GA MIC
Fraccion

AE:umol Pi/min/mg prot.

NeuNac-Transferasa

Actividad Especifica
00

(
8O
o0} \
20 \
e L ] AT
HTO MP RER REL GA MGC

FRACGON

AE:nmol/hora/mg prot.



4.6 DISTRIBUCION DE ACTIVIDADES DE ACHE Y CHE EN DISTINTAS
FRACCIONES SUBCELULARES:

Como  se observa en la Tabla e todes las  fracociones

=64t

thtaron enrigquecidas  en actividad de colinesterasa total

@l homogenato. Sin embargo  cuando dicriming

entre la actividad de AchE Yo ChE wutilizando un inhibidor
sspecifico de  la primera {ver MMy, s Jengohited  gued - las
fracoiones de FM v G estaban enrigquecidas & en  AchE,

mientras gue OhE resulté enriguecida 132  en RKER S ey

REL Lo fracoidn microsomal (HIE) prr e e b L
enrigueciniento  de LS 3 R B £ ks W gl

¢

ectivamente, mientras gue en el sobrenadante  poste

microsonal no se deteebd actividad de colinesterasas,

En las  fracciones de RER y REL se detectd actividad de fchE
v oen FM vy 68 actividad de ChE, sin embargo estas actividades

eran bajss v no resultaron significativamente erriouec Lodas

Romogenato. Teniendo en cuenta la contaminac idn

cruzada gue presentaban estas fracoiones, encontramos e 1

actividad de AchlE medida oen las Tracoiones de RER v REL

# contaminas iém o membiranas  de e
fracoiones de PM oy G, asimismo la actividad de CHE medida

en FM oy 868 podria explicarse por contaminacion con las

ikl



i
5
L%

crves ole | A REL 0 aunmagues no, - ee - dierarta s

posibilidad de gue fueran componentes intrinsecos de gl g
meEmbyr anas "enmascarados”  por contaminantes de @l ha
actividad esspecifica presentes en las mismas.



s

Tabla V

Actividad de SchiE v ChE: Distribucidn subcelular

Fracec. Ehal. Total fochiE ChE

HT O Tne 4.12 408

i Hé. 90 23.50 4 .08

3
Lh
i
"

i}
Lh

P S R0 Hwd

AEL G4, B I 32.20

8
£
Lo

iy b a0 2&6. 40

b
£
5

D L. P <AL 131 .60

La actividad especifica (AE) se expresa como ¢nnoles de
sustrato hidrolizado por minuto por myg de protelnas.

Loss walo i son las medias  de tres experimentos realirzados
[y LT BE < 18% de la media. Nota: no se detecté
actividad de dchE ni OhE en el sobrenadante post-microsomal .




A fin de descartar la posibilidad de gue la actividad de

AohE v OhE medida en la  fraccidn microsomal se debiera a

adscroidn de e gnzimas & las wveslculas, se realizé un

lavado con Tris (ver MM) que libera protelnas adsorbidas. En

lag vesiculas cuya integridad era —-a juzgar por la latencia

e hidrdalisid

de la manosa-d-fosfato por la glucosa—é-

fosfatasa (ver MM}~ del B88% en el pellet luego del lavado,

recupert el 100w voed sy de la actividad de AchE v

OChiE, respectivamente.

El hecho de no  haber sncontradoe  actividad de  @chE  en el

sabhrenadant

g AD0 000 g ({poste-micresomal) v | gue 5

FECuoera el OO de  su actividad  luego del | lavado de @ la

fracocidn microsomal con Tris, indica gue no existe actividad

soluble de geta enzima en el citosal.

Con respecto a la ChE, tampoco se detectd actividad en el

sabrenadante de 100,000 g. En  este casao, dado ue  la

BT G del lavado conn Tris fue del 764, el no haber

detectado actividad en el citosol podrilia @ adsoredon
de la enzima a vesiculas microsomales. Sin embargo, parte de

la actividad  estralds con Tris podrla  atribuirse a enzime

prcrveniente el lumen de wvesiculas disruptas ya gue el




porcentaje de vesiculas intactas  luego del  lavado fue del

B

Fodemss observar gue le sctivigad de AchE detectads en este

praoviens  principalimente ode las Fraceoiones e PM ¥ &5

migntras gue 1 & e gsocia mavormente oon

o

RE.

wersm ol ms ofe

ig preseEns i

SnEimeas @ el oit
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4.7 ORIENTACIDON
del sitio catalitico active de
B

ita orientacidn

P e
disruptas. L
che

A

gva s
calinesterasas comparamos sus actividades especlficas
intactas v a inteoridad

Law
ST E L
latencia

i

ulul Ia

g o) s
culas de RE se determind
{(sustrato no permeantes
the

der las  wvesd
hidrdlisis de la manosa-d-fosfato
wery MDD por la glucosa-b&-fosfatasa. El porcentaje
foulas intactas  resultd de 89,1 2 5.4 (n=4)., Como se
la disrupcidn de las vesiculas, ya

1 lands

W
mueatra en  la Tabla VI,
A opor sonlcacion o por tratamiento con Tritén—-X-100,

"""" e ChE misntras

actividad especlfi
i o R - |

1
moddid fioada

fsohlE mo

& un  incremento de
actividad de smer wid

1a

Nt

tratamiento.
luminal para la

e dgrrt e A dn

Lirte
respecto a la AchiE,

inchican

Fetos resultados
actividad de ChiE presente en el RE. Con
podents sacar conlusiones  sobre la orientacion  de  su
al la Ffraccidn microsomal resulté

thes

dado gue
de  protelnas

L)
proeveEn len hes

sitioc activo
=1 goble
{calouwlo realirado

\
fln i
ol

compiies e

HMogue por oproteinas de G0
diagrndsticas

fragmeantos de
a las actividades de las snzimas
=teniendo an cuenta gue 1

g

fracoiones). EBEsto indica

principalmente adiudicable a sstas dos
atctividad no

et
e la

g

actividad de AohE
Fracoiones- gue las dos terceras parhbs



presentan orientacion detectable por este método va gue
provienen de fragmentos de PM vy b)) no podemos asegurar el

"

ad de  las vesiculas de 68 presentes en la

agrado de  integric

fracoidn microscmal .

seil tados ponen en evidencisa gue el sitic catelitico

de la OhE presente en RE tiene una orientscicn luminal.
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4.8 BRADOD DE ASOCIACION A MEMBRANAS

ra dnvestigsr si AchE v ChE son proteinas integrales de
membirana o periféricas o solubles en el lumen de vesiculas

intira

2lulares, realizamos  un tratamiento alcalino (NamDOs
0.1 M, pH 11.9) seguido por centrifugacidn gue libera las
proteinas periféricas vy del contenide luminal, con lo cual
en las membranas gque  se recuperan en el sedimento luego de
la cenbtrifugacién oa 100,000 g . 1lhy' sple guedan - las
e .

prerbedn AT

b.a Tabla WNIZT e e b s los resultados obtenidos en 1

Ying o Tas diferentes

menbranas luego  del tratamiento  al

fracociones. Mientras ogue 1 78% de la actividad de Ache

parmanecid asocisda & las  membranas microsomales lusgo del

bratamiento, la actividad de ChE fue completamente extralda.

La recuperacidan de ambas enzimas fue del 83% respecto a la

fracolon microsomal total.

Camo la fraccidn microsomal es una poblacién heterogénes de

ol
A

siculas, decidimos realizar el mismo tratamiento  en
fracoiones enrigquecidas en cada una de las @erneimas, @8 decir

wbilizamos ung  preparacién de B8O para extraer la actividad

ther faed youna de RER  para OhkE.  Los resultados (ver Tabla



Ly 0 ) (11 =]l FEL de la actividad de ChE en

brarn guse sientra

fue  sxtralds por el btratamiento alcaline, el 229% de la

actbividad de  AchiE peraanecld ascciada & las membranas de

E8. Las  actividades medidas en las fragoione

{

partioul adas

1aag e ] Taovacs de

carasa wbilizado caomo control {(datos

mo mostrados) ., ne reswultaron significativamente diferent

5

Ay
i

o tratades dndicando gue en nuesbras

el Ao Lomes e frabajo no bhubo disrupcldn meciénica durante

@]l bratamiento.

el eape e tmendal

fIHs,

e el higedo lea AchE & comporia  oome wne

proteina integral de membrana, misntras gue la ChE lo haoe

sy W proteina perifeérica ek 1 v soluble en el
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0,92
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el porcent

bratamisnto.

SREREYel Bt chinss E

ChE

0.7

i
oy
0 .04

(3 S

especlfica  an

tratadas. Las

FerupeEracidn de

vl e
; Jh

PR A

e




S.— DISCUSION FINAL Y CONCLUSIONES

s oresud tados obtenides en el presente trebajo indican gus
g hesddddo hepdtice la Midrédisis  de ST L ches b
principalmente a la actividad de dAochiE o« OhE v gus dichas
actividades puedesn discriminsrss por medio de la utilizacidn

elee dmhid biologe e Levmbdvos, siencdo  la susceptibilidad de

Aokl v Ohi e oeste btedido la miesms gue presentan o

e drskidbad poee B S20C4T v BElthoproparine  ensimas de obtros

e g { Terrpeoio Pl e ra Sy Texiprendes Cad Lfornios

Elwotraphoaras, Droshophilea mebancgaster) . e md Sme S

verifilos bambién sn gste tejido gue el sustrato preferencial

e 1a Aokl se ATO w gue la ChE hidroliza tante ATC como BTO

(Rt lver, 1974). Doy respecto & la esstabkilidad térmica, so

rlremeirss s glle 1 Sy 3 inhiibible i Lamperaturs

i
o8

relativamente haias e e LA e migntras gue la ChE selo es

inhibible por temperaturas "normsles” de inachbivecidn (&

R P gl ool v e bache PR gty L e R i

tejidos (Edwuards v Brimijoing 1985 Favlic, 1987).

formas moleculares detechads fig +8m v  Ga de  AchE v

G+l de OhE, sstdn de acusrdo a las previemente descriptas

tedica (Ma nilie v Bom, 19832, El andlisis de =u

muesstra que, tanto los sondmeres oy dimsros como




1o W B LS e

gimbtribuyven  entre ¢

s des "solubles! oy
Tanddas o meakranall; lo o cial  onos . permite carregbhorar da

hipote

teode gue el grade de ensamblaie no o es el Gniloo

cerminante  de b distribugcidn midtbme lular de b e

variantes moleculare

Dee  mawerdo g e

wrna proteina integral e meEmbneanas i

——

regueriniento  de

vhe para s sw o solubilizacidn  pass solo wun 12%

adba fuerza  Adnica vy bBY  pecrmasencia osn las

memmboearias lu de’ un o tratamiento alecalipne  —el 92% de la

sotisvidad se  detectd en les smembeanes del G5  lusgo

bratamisento. Dado gue el andlisis de la seguesnola peptidicoa

G e

m eléctricn de peoss

probedns no poss

Melanegssdery  indics gue

Hddrefobdoas  gue permitan  dnferlr gue  ssa  un

irvhegral e e e a o a @A SN p e sy b a

2
i

L (Bohumacher

ghee wma o reioe secre

19840y F. Tavlor, 19873, se pueden plantear dos

hipdGhtesis parea supliver £l cosportamiento cbhservadoy  una,

acdey e rats s

fire

bara primaris de la fohE ode ki
muy o diferente a  lawy ya secuenciadas vy o obrag; gue  una

braouee donal 1w confiera 1 caracter

mpcdifivacidn po

hidrofdbico. Mos  dnglipamos por  la segunds hdpdtesis pues

Fronss

wrn o ladey las o sstuengias de

ok




IE

Presentse maesstran  una gran homologlia entre wil: v por otro
lado yva  ha side d;mmstrado que clertas modificaciones post-
traduccionales aonwiaS;fﬁﬁpenaablas.del«mamﬁcier hidrofobico
aue presentan pa#u@&éﬁy}éﬁ vla forma, G§ deisichEs de la
fesmbirara el awitﬁégitu'dé varios origenes vy la  forma Gia
{wap figurajﬁgﬁk&ﬂ:i) en distintos tejidos de mamiferos (Lee

;

Vv cml.‘&ﬁﬁﬁgféﬁﬁerman y cal., 19835; Rosenberey ol .y 1984
Inﬁﬁtrnﬁaﬁy-gnﬁag 19877 .

: vtﬁi &
CG”-VEQéﬁﬁﬁkﬁa la ChE, nuestros resultados muestran la

e#iistencia de dos poblaciones en cuanto a su grada  de

asociagitn a2 menbranas: una poblacidn soluble  en el lumen

del RE" o unida a membranas por medic de interacciones

arrta un grado de asociacién

ibnigasﬁy»ntra poblacidr gue pre
Mayorsy a Jjuzger por la necesidad de utilizar detergente para
.
swoselubilizacidn. El hecho de requerir detergente no indica
gquesea . una pratwiné integral , puss al wutilizario Tiberamos
tanto ‘pEotelinas integrales cmmml aguel las Cjuae BT
periféricas pero  gue rﬁﬁuiaram un tratasiento més drastico-
que el aumento de la fuerza idnica (Fujiki yicol. 1982). En

nuestro caso podenos decir gue ssta gsagunda poblacidn se

-

comporta como periférica de membrana pues g diferencia de la

ervbe e FE fue

actividad de AchE, la actividad de OhE [

21 completamente extralda de las mesmbranas pove omedio de oun

tratamiento alcalingo.



En cuanto a la distribucién subcelular v topografia de las
ChEs presentes e @ehe teiido, la  fohlE  se "localica
preferencialments an .la Moy en el BA; no pudiéndose con la
metodolegis  espleada, detectar eu corientacidn Bn estas
membiranas, mientras gque la ChE se encuentra enriguecida en
la Ffracocidn de RE, presentando en ssta cirgansla una

N
2otaree  achtividad

crientacidn luminal. El hecho de no
significativa de - AchE en RE podriax sstar reflejarnde  una
situacidrn similar & la descripta para células musculares en

cultivo.  En las mismas s  enconterdé gue  la  ooblacgdién

intracelular de AchE representa  solo el 40% del  total
a@lulaf Yoo gue esa poblacion sufre un alto recamnhio, sisndo
\
SL permanencia en @l RER mucho  mas corta oue en 21 68 a
juzgar por el tiempo que media entre la adicidnntdess las
Faeslduos de manosa, de N-acetilglucosaming vy galactosa
terminal v su aparicién  en el medio de cultive (Retundo,
1984, 1989). Con ?ﬁﬁchtQ @  la  (ChE, elc»naa“aetectarsg
actividad ﬁigﬁificativa .Hﬁ FM, reflejaria el hecho de LRE ,
al ser el higado el lugar de sintesis dEQiBIEhE del plasmea,
la mayor parte de la enzima biosintetizada par este btejida
se secretara.  Sin embargeo, resulta 1lématiVQ CLlE e e

encuentire actividad significativa de: ChE en 6, dado gue s

ha descripto la presencia de cligosacaridos complejos cuyo
/]

oAt

procesamiento implica  un trdnsito por el 68 en ChE  de




plasma, higeado v cerebro  fetal humanos tLhockridge.s 1987

e

Frody v col., 1987). MNo cbstante, si consideramos aquie Los

carbohidratos Larr dnvolucrados en diferentes  funciones

s.oireluyende la detersminacion  de rutas v odemstine

de las protelnss en la célula (Feizi, 1%81),

factible gque - una misma enzima pre he diferenclas en sus

rhobidratos en  diferentes células v, dentro de una mismas

cElula,  en diferentes localizaciones subcelularess. Una

camposicidn heterogénea de carbohidratos va fue descrinta
para la missna forma solecular de AchE de eritrocitos v e

linfocitos de  un mismo organismo, asimisso  se enconteacon

en el patrdn de glicesilacidn de las formas Ga y

de wn mismo tejido, ne presentands los

peenver ek

MmordmE T oEs Y dimesros activos #sUE o amlcares . botalmente
procesacdos (Meflah v col., 1984). Tenierndo en cuenta estas
consideraciones v el hecho de gque para la AchE =& ha

@l 80% de los nondmeros de BchE sintetizados

sy odlulas musculares oy nedronales en culitivo son

ZR

degradados intracelularmente (Rotundo w  Farmbrough, 1982

Larar v col., 19843 Brockman y cola, 1986; Rotundo A o NPT

1983, 1989) v que no transitan  por el 88 (Rotuwsido, 19859 i

podencs postular  dos alternativas  para euxplicear nudstros

resultados: que la ChE presente en RE (solo en formna G.4%6x)

sea en  su mayoris destinada a degradecidn v gue solo la

Hi

peguelia fTracoidn detectada en GO

crete o, gue la ChHE de




=i

-

T v

i3

higado de rata no PEsa arlcaros complejos, sisndo g porbaca

|

£,

a btravés  de vesiculas gt lticas desde ] BE ain transitar

"

frev el BAr sin descartar quier  ocuwrran anbas cosas.  Por

cierto, para evaluar las hipdtesies planteadas sobre la ruta

biosintética de lae Chfs e reguisre el empleos de otbtras

+

Sorilcas gles

™

metodologl as coriuntamernte e

erte trabaio.

Frraes

ionamiento subcelular anpleadas en el pre

N

Er oeorelaeidn rbramncs gue 81 tedide hepatico es un buen

modelo para el sstudic del palimorfisme de  las ChEs  en

relacidn o sn gdistribucidn subocelulary basamos ruestra

aflirmacidn en los siguisntes resul tados s

s

= B este tejide, & diferencia de lo gue ocurre en  los

el getudio de  las

tejidos habituslmentes wbilizad:
ChiEs, la hidrélisis de ACH es adjudicable en partes iguales
a la actividad de SohE ¥ EhE.

= Lo distintas Fermas mmiemularwﬁ detectadas BT

heterogéneas en cuanto & su solubdlidad.

— 8B puesden obltener fracoiomes subcelulares ston alto grado

e pureza rendimienta e imﬁwwridmd,_reﬁriquacidaa 7

3

actividad de AchE v /o de ChE 1o cual fatilita el estudio de

ivers caracteristicas e esbas enzimas vy asimisme

permitiria 1 emples de esste tejide para  ssbtudios  de
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