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RESUMEN

INTRODUCCION

La acetilcolinesterasa (AChE) es una proteina con actividad enziméatica, cuya
funcibn en los o6rganos colinérgicos es la de hidrolizar al neurotransmisor
acetilcolina (ACh), permitiendo un control preciso de la sinapsis colinérgica. La
expresion del gen de la AChE da como resultado diversas formas moleculares de
la proteina, como consecuencia de un proceso de corte y empalme alternativo de
un mRNA primario, generandose tres mMRNA (MRNA-R, mRNA-H y mRNA-T). La
AChE a parte de la funcion colinérgica, realiza otras funciones alternativas, como
participar en procesos de adhesion celular, diferenciacion celular, eliminacion de
algunas drogas, como su participacidon en el proceso de apoptosis celular.
Recientemente se ha estudiado a la AChE en algunas patologias como diabetes,
sindrome metabdlico, y en distintos tipos de cancer. En este trabajo nos
enfocamos al estudio de la AChE en la leucemia linfoblastica aguda pre B (LLA
pre-B), debido a que en varias leucemias se ha reportado variaciones en los

MRNA de la AChE, asi como modificaciones en su actividad enzimatica.

METODOLOGIA

A partir de muestras de sangre de nifios controles (n =100), médula ésea de nifios
diagnosticados con leucemia linfoblastica aguda pre-B (n=3) y linea celular REH
pre-B (n=3 cultivos) proporcionados por el Instituto Nacional de Pediatria, se
purificaron linfocitos B por el método de separacidon magnética MACS. Se realizé
la extraccibn de mRNA por el método del Trizol. Para la identificacion de los
MRNA AChE se llevdé a cabo la amplificacion por RT-PCR de dos pasos. La
extraccion de la AchE y proteinas totales se logré por un método secuencial sin
(S1) o con Triton X-100 (S2). La actividad AChE se estimd por el Ellman y el
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contenido total de proteina por el método de Bradford. Para establecer el caracter
anfifilico de las formas enzimaticas en los diferentes tipos celulares, se realiz6 la
mezcla de las fracciones S1 y S2 y se sometieron a cromtagrafia hidrofobica en
una matriz de octil-sefarosa. Para analizar el procesamiento post-traduccional, los
extractos de proteinasS1+S2 se pusieron a interaccionar con lectinas que
reconocen a carbohidratos especificos.

RESULTADOS Y DISCUSION

En el andlisis de actividad AChE se observé un aumento en las células de médula
Osea de la leucemia linfoblastica aguda pre-B, y una disminucién en la linea
celular REH pre-B al compararlos con los valores de actividad AChE extraidad de
los linfocitos B controles. La actividad AChE estimada estuvo sustentada en la
expresion de variantes de mRNA AChE. En el andlisis de la expresion de los
mensajeros de la AChE, en los linfocitos B controles, las células de médula 6sea
de leucemia linfoblastica aguda pre-B y las células REH pre-B se detectaron los
productos de amplificaciébn que correspondieron a las variantes AChE-H y AChE-
R, evidenciando que no hubo variaciones en el proceso de corte y empalme de
exones. Hecho que parece sustentarse en el analisis del caracter anfifilico de las
formas enzimaticas AChE, donde se observaron dos picos: formas no retenidas
(hidrofilicas) que podrian corresponder a mondémeros hidrofilicos y formas
retenidas, que podrian corresponder a dimeros anfifilicos. El estudio del
procesamiento post-traduccional mostré diferencias en los patrones de
glicosilacion en las células de la médula 6sea de leucemia linfoblastica aguda y la
linea celular REH pre-B en relacion al patrén observado en los linfocitos B
controles, evidenciando un proceso de glicosilaciéon anémalo. Estas modificacione
podrian estar relacionadas con las diferencias observadas en la actividad

enzimatica AChE.



CONCLUSIONES

La actividad AChE en las células de la leucemia linfoblastica aguda pre-B se
observé alterada en relacion a las células B controles. En la médula 6sea se
observé un aumento, mientras que, en la linea celular Pre-B se observd una
disminucién. La actividad dependi6 de formas moleculares hidrofilicas (no
retenidas, AChE-R) y anfifilicas (retenidas, AChE-H) segun se desprendié del
andlisis del caracter anfififiilico. El andlisis de expresion de las variantes de mRNA-
AChE, mostr6 productos de amplificacion que parecen corresponder a las
variantes: AChE-H, y AChE-R, que codifican para dimeros anfifilicos anclados por
enlace glicofosfatidilinositol 'y mondémeros hidrofilicos, respectivamente.
Finalmente, el proceso de glicosilacion fue anomalo en las células leucemicas,

como se mostrd en el analisis de incorporacion de carbohidratos.



ABSTRACT
INTRODUCTION

Acetylcholinesterase (AChE) is a protein with enzymatic activity, which in organs
cholinergic function is to hydrolyse the neurotransmitter acetylcholine (ACh),
allowing precise control of cholinergic synapses. The expression of AChE gene
results in various molecular forms of the protein as a consequence of a process of
alternative splicing of a primary mRNA, generating three mRNA (AChE-T, AChE-H.
AChE-R). AChE besides cholinergic function performs other alternative activities,
such as patrticipating in processes of cell adhesion, cell differentiation, elimination
of some drugs, such as their participation in the process of apoptosis. It has
recently been studied in some pathologies AChE as diabetes, metabolic syndrome,
and cancers. In leukemia has been reported alterations on AChE mRNA, as well
as activity AChE. In this study we focused the study of AChE in the pre-B acute

lymphoblastic leukemia (pre-B).
METHODOLOGY

From blood samples from control children (n = 100), bone marrow of children
diagnosed with acute lymphoblastic leukemia pre-B (n = 3) and cell line REH pre-B
(n = 3 cultures) provided by the National Institute of Pediatrics, purified
lymphocytes B by MACS magnetic separation method. Was performed by
extracting mRNA by Trizol method. To identify the AChE mRNA was carried out by
RT-PCR amplification of two steps. The extraction of AChE and total protein was
achieved by a sequential method without (S;) or with Triton X-100 (S,). The AChE
activity was estimated by Ellman et al and the total protein content by the Bradford
method. To establish the amphiphilic character of the enzyme forms in the different
cellular types was performed fractions mixture S; and S, and subjected to a

hydrophobic chromatograpy on octyl-sepharose matrix. To analyze post-



translational processing, the extracts S1 + S2 were put to interact with lectins that

recognize specific carbohydrates.
RESULTS AND DISCUSSION

In the analysis of AChE activity increase was observed in bone marrow cells of
acute lymphoblastic leukemia pre-B, and a decrease in the REH cell line pre-B
when were compared with the values of AChE activity from B lymphocytes
controls. Estimated AChE activity is sustained on expression of AChE mRNA
variants. Analysis of the expression of AChE messengers, controls in B
lymphocytes, bone marrow cells of acute lymphoblastic leukemia pre-B cells and
pre-B REH were detected amplification products that correspond to variants AChE
-H and AChE-R, showing that there was no change in process splicing of mRNA.
Done that seems supported by the amphiphilic character analysis of AChE enzyme
forms where two peaks were observed: forms not retained that could correspond to
hydrophilic monomers and retained forms, which could correspond to amphiphilic
dimers. Differences were observed on glycosylation patterns in bone marrow cells
of acute lymphoblastic leukemia cell line REH pre-B in relation to the pattern
observed in control B cells, showing a glycosylation process anomalous. These
modificacione could be related to the observed differences in AChE enzyme

activity.
CONCLUSIONS

The AChE activity eas observed in leukemia cells pre-B acute lymphoblastic
altered respect to control B cells. In bone marrow showed an increase, while in the
pre-B cell line showed a decrease. The activity depended hydrophilic molecular
forms (not retained, AChE-R) and amphiphilic (retained AChE-H) as inferred
amphyphilic character analysis. The analysis of expression of the mRNA-AChE
variants showed amplification products that appear to correspond to variants:
AChE-H, and AChE-R encoding amphiphilic dimers and anchored by hydrophilic
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monomers glycophosphatidylinositol link, respectively. Finally, the glycosylation
process was abnormal in leukemia cells, as shown in the incorporation of

carbohydrate analysis.
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Abreviaturas mas empleadas

A.E: Actividad especifica (U/mg)

ACh: Acetilcolina

AChE: Acetilcolinesterasa (acetilcolina acetilhidrolasa, EC 3.1.1.7)
AChE-H: Acetilcolinesterasa de la variante H

AChE-R: Acetilcolinesterasa de la variante R

AChE-T: Acetilcolinesterasa de la variante T

CD19: Marcador de superficie de diferenciacion para linfocitos B
cDNA: Acido desoxirribonucleico complementario

Con A: Concanavalina A (lectina de Canavalia ensiformis)
C-terminal: Carboxilo terminal en un polipéptido

DTNB: Acido 5,5'-ditiobis-2-nitrobenzoico

EDTA: Acido etilendiamino-tetraacético

g: Unidades de gravedad “g”

GPI: Enlace glicosilfosfatidilinositol

HEPES: Acido N-(2-hidroximetil) piperazina-N’-2-etanosulfénico
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Iso-OMPA: Tetraisopropilpirofosforamida

kb: Kilobases

kDa: Kilodaltones

LB: linfocitos B

LCA: Aglutinina de lenteja (Lectina de Lens culinaris)

LLA pre-B: Leucemia Linfoblastica Aguda de linfocitos B

LLA: Leucemia Linfoblastica Aguda

LMA: Leucemia Mieloblastica Aguda

MAChR: Receptor muscarinico de acetilcolina

NAcGluc: N-acetil-D-glucosamina

nAChR: Receptor nicotinico de acetilcolina

N-terminal: Amino terminal de un polipéptido

p/v: Relacion peso/volumen

pb: Pares de bases

RCA: Aglutinina de ricino (Lectina de Ricinus communis)
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RER: Reticulo endoplasmico rugoso

RHE: Linea celular leucémica de linfocitos pre-B

RNA: Acido ribonucleico

RNAm: Acido ribonucleico tipo mensajero

rpm: Revoluciones por minuto

S;: Sobrenadante obtenido con elevada fuerza idnica

S,:  Sobrenadante obtenido con Triton X-100

U: Cantidad de enzima capaz de hidrolizar un pmol de sustrato por hora a 37 °C

WGA: Lectina de germen de trigo (Triticum vulgaris)
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1. INTRODUCION

1.1. La funcion bioldgica clasica de la acetilcolinesterasa y sus
propiedades cinéticas

La acetilcolinesterasa (AChE) es la enzima que termina el efecto del
neurotransmisor acetilcolina (ACh).

En la naturaleza existen dos colinesterasas (ChEs) denominadas
butirilcolinesterasa y acetilcolinesterasa en conjunto llamadas (ChEs) que poseen
una capacidad extraordinaria para hidrolizar ésteres de colina, a mayor velocidad
que otros ésteres, cuando se comparan las velocidades de hidrdlisis en
condiciones Optimas de concentracion de sustrato, pH y fuerza i6nica, usando
preparaciones desprovistas de otras esterasas. Las ChEs se diferencian
claramente de otras esterasas por la fuerte inhibicion que sufren con pequefas
cantidades (10®° M) del alcaloide natural fisostigmina (eserina) (Chavez y Salceda.,

2008).

Teniendo en cuenta, que el proposito de este estudio Unicamente abarca a la
actividad acetilcolinesterasa, describiremos so6lo propiedades de ésta. La
acetilcolinesterasa (AChE) es reconocida principalmente por su papel enzimatico
clasico en la hidrdlisis del neurotransmisor, la acetilcolina (ACh) una vez que este
es liberado en las sinapsis colinérgicas, finalizando de esta manera la transmisiéon
del impulso nervioso, permitiendo un control temporal preciso de la contraccién
muscular (Soreq y Seidman, 2001; Chavez y Salceda, 2008). Ademas, presenta
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propiedades cinéticas exclusivas: tiene un sustrato preferente, la acetilcolina, se
inhibe fuertemente por el BW284c51 y por exceso de sustrato (Tabla 1).

1. 2. La actividad de acetilcolinesterasa y su participacion en otras
funciones bioldgicas no colinérgicas

El papel biologico de la AChE no esta limitado en la transmision colinérgica
exclusivamente. Esto se relaciona con el hecho de que en los vertebrados, la
actividad AChE se encuentra distribuida en diversos tipos celulares no colinérgicos
(eritrocitos, linfocitos, hepatocitos, células renales, células uterinas, entre otros)
donde su funciébn no depende de ésteres de colina, lo que ha sugerido que la
enzima realiza funciones alternativas (Gémez y col., 2000; Grisaru, 2001; Soreq y
Seidman, 2001; Pick y col., 2004; Paraoanu y col., 2006). Una posibilidad, es que
realice la funciébn de filtro de la acetilcolina circulante, impidiendo que se
produzcan los efectos deletéreos de los sindromes muscarinicos y nicotinicos

(Perelman y col., 1990).

Adicionalmente, en los ultimos afios varios grupos de investigacion en todo el
mundo, se han enfocado a estudiar la posible participacion de la AChE en diversos
procesos biolégicos tales como: la regulacion del ciclo celular, la proliferacion,
apoptosis, adhesion, asi como su intervencion en el desarrollo establecimiento y
mantenimiento de varias patologias (Appleyard, 1992; Jiang, 2008; Greenfield y

col., 2008).
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Tabla 1. Propiedades cinéticas de la enzima actilcolinesterasa

Nombre sistematico
Numero de laE.C.
Sustrato 6ptimo
Exceso de sustrato
D-Acetil-g-metilcolina
pH 6ptimo
Inhibicién por BW258C51

Tejidos con alta actividad

Acetilcolina:acetilhidrolasa
3.1.1.7
Acetilcolina
Inhibicion
Sustrato
7.5-8.0
Inhibicion fuerte

Eritrocitos, tejido nervioso, musculo
esquéletico, timo, placenta.

En los tejidos no colinérgicos, no se ha podido correlacionar con exactitud la

funcién clasica de la acetilcolinesterasa con funciones especificas de manera

similar al estimulo como ocurre en el sistema nervioso, donde las neuronas no

colinérgicas muestran actividad AChE y su liberacion en ciertas circunstancias al

espacio extracelular plantea una incognita respecto a la funcion que desempefia.

Un posible papel fisioldgico de la actividad AChE es que podria estar participando

en tejidos no colinérgicos hematopoyéticos regulando la respuesta inmunoldgica.

Especificamente en el caso de los linfocitos B y T, ambos tipos celulares expresan

componentes colinérgicos, y en este caso la enzima AChE serviria como filtro a
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los altos niveles de ACh circulante, y asi evitar los efectos de la acetilcolina a
través de receptores muscarinicos y nicotinico (Paranau y cols. 2000; Grisaru.

2001).

Respecto a lo anterior, se ha demostrado que la nicotina afecta a la respuesta
inmune mediada por linfocitos B, ya que en estudios realizados con este tipo
celular, se exploro la presencia de receptores nicotinicos en las lineas de mieloma
X63-Ag8 y 1D6 de hibridoma derivados de células B. Donde se demostré la
presencia especifica de las subunidades del receptor nicotinicos (nAChR) a4-y a7
en los tipos celulares analizados. Ademas, se sugirid que la nicotina estimulaba la
proliferacion de células de hibridoma, mientras que, tuvo un efecto negativo en la

produccion de anticuerpos especificos (Rinner y col., 1998).

En los mamiferos, se han identificado subtipos 17 subunidades de nAChR
diferentes (a1-a10, B1-p4, vy, & y €), a partir de los cuales, se forman receptores
homo y heteropentamérico al receptores. El especial interés es la presencia de
NAChR en los linfocitos, ya que éstas células producen acetilcolina, la cual puede
ejercer sus efectos a través de la transmisién autocrina o paracrina (Rinner y col.,
1998). En linfocitos B y T se ha demostrado claramente la expresiéon de nAChR.
En ambos casos, la nicotina afecta la capacidad de estas células para patrticipar

en la respuesta inmunoldgica (Sato y col., 1999).

Los linfocitos T no son la Unica clase de célula inmune afectada por la nicotina,

debido a que se ha demostrado que animales tratados con nicotina mostraron
22



tener una respuesta humoral dependiente de linfocitos B alterada hacia
lipopolisacérido, anti-IgM, y eritrocitos de oveja (Savage y cols 1991). También, se
ha establecido la expresion de nAChR en los linfocitos B transformados, aunque

se desconoce su papel funcional (Lustig y col., 2001; Skok y col., 2003).

En relacion, a la existencia de componentes colinérgicos en otros tipos celulares,
se sugerido que la ACh posee capacidad para estimular la proliferacion de las
células ovales en el higado, que se conoce poseen receptores muscarinicos tipo 3
funcionales. En tal caso, la participacion biolégica de la AChE en los hepatocitos
que circundan a las células ovales, estaria relacionada con la hidrdlisis de la ACh,
impidiendo el acceso del neurotransmisor a los receptores, quienes favorecerian la

proliferacion (Maussoelie., 2001; Paranau y col., 2006).

Diversos estudios en diferentes patologias en tejidos no neuronales han logrado
demostrar la relevancia de la AChE, siendo la evidencia mas clara, la alteracion en
los niveles de la actividad enzimatica. Tal es el caso de los eritrocitos y los
linfocitos, los megacariocitos, el higado, el rifidn, los nédulos acinares. Varios
grupos han estudiado las colinesterasas en diferentes aspectos de la enzima,
entre los que se incluyen; la descripcion molecular de la acetilcolinesterasa, sus
tipos de anclajes y oligomerizaciéon (Soreq, 2001; GOomez y Vidal, 2003;
Massuolié., 2005). En las leucemias, se han hecho esfuerzos para establecer una
asociacion entre el nivel de actividad con la expresién de transcritos de la AChE. A
este respecto, se ha analizado el cambio en la expresién de transcritos con la
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presencia de la acetilcolina y cdmo influye la acetilcolinesterasa en el sistema
inmunologico (Kawachima, 2003). Se han realizado estimaciones en la actividad
AChE y en transcritos expresados en tumores cancerosos en diversos tejidos

cerebrales y no cerebrales (Vidal, 2003; Pérez, 2010).

En la diabetes se han analizado modificaciones en la actividad AChE en varios
tejidos de ratas (Salceda, 2000). La implicaciéon de la AChE en los estados
alterados de proliferacion celular, se ha relacionado con sus funciones no
enzimaticas, su posible participacion en el proceso del desarrollo podria verse
involucrado un dominio estructural similar al que presentan algunas proteinas de
adhesion celular, como la glutatina, la neurotactina, la gliotactina y las neuroliginas

(Paraonau y col., 2006, Sanchez y Salceda., 2008).

Adicionalmente, varias evidencias experimentales indican que la AChE posee
actividad peptidasica. A este respecto, se ha observado que la AChE puede
hidrolizar otros sustratos no asociados a la transmision neuronal sinaptica u otros
procesos fisioldgicos especificos, como ocurre con el acido acetilsalicilico y sus
derivados neutros (Masson y col., 1998), la actividad sobre la substancia P.
Ademas, se ha encontrado actividad triptica y exopeptidasica en AChE purificada

del tejido de electroplaca de anguila y de suero fetal bovino (Checler y col., 1994).
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1.3. Laexpresion del gen acetilcolinesterasa

En el humano, el gen AChE est4 localizado en el cromosoma 7 en la region 22,
tiene una longitud aproximada de 7 kb y esta constituido por seis exones y cuatro

intrones (Tabla 2).

La homologia en secuencia primaria de la proteina entre los mamiferos es
elevada, entre rata y raton es de 98.3%. Entre la AChE de ratén y la proteina
humana es de 89.1%, y finalmente, entre la proteina AChE de rata y la proteina

humana es de 89.1% de similitud (Jbilo y col., 1994).

La expresion del gen acetilcolinesterasa produce tres distintos transcritos
mediante un proceso de corte y empalme alternativo (Soreq y col., 1990) (ver
Figura 1). El mRNA tipo AChE-T esta constituido por los exones E2-E3-E4 y E6
que codifica a mondémeros, dimeros y tetrdmeros anfifilicos (G.*, G.* y G4%),
tetrameros no anfifilicos (G,"), asi como asociaciones hetero-oligoméricas con un
tallo tipo colagena (ColQ), conformando estructuralmente a las formas asimétricas
(As, As y A, donde estan presentes; uno, dos Yy tres tetrameros,
respectivamente), o bien, asociado a una proteina transmembranal (PRIMA;
Proline Rich Membrane Anchor), constituyendo tetrdmeros unidos a membrana

(PRIMA-G,4") (Deutsch y col., 2002; Terrier y col., 2005; Dori y Soreq 2006).
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Tabla 1. Caracteristicas del gen acetilcolinesterasa en algunos mamiferos

Especie Regidn Tamafio Subunidad Masa
cromosdmica gen (kb) catalitica  molecular
| (a.a.) (kDa)
7922 6 4 6-7 614 67.796
Homo
sapiens
Mus 5 (76.32 cM) 6 4 6-7 614 68.169
musculus
Rattus 12 6 4 6-7 614 68.196
novergicus
Las letras | significan intrones, y la E exones, respectivamente. La masa molecular
aparente se refiere a la subunidad tipo T. Base de informacion uniprot.org

El mRNA tipo AChE-H, contiene los exones E2-E3-E4-E5, que codifica a los

dimeros anfifilicos Tipo | que se anclan a la membrana a través de un enlace

glicofosfatidilinositol (GFI) (Soreq y col.1990; Deutsch y col 2002).

El mRNA tipo AChE-R, no sufre corte y unién después del ultimo exdén codificador

del dominio catalitico, y por tanto posee el arreglo E2-E3-E4-14-E5. El extremo C-

terminal de la subunidad R consta de 30 aminoéacidos y carece de Cys, por lo que

las subunidades permanecen como monomeros (Grisaru y col., 2006; Sternfeld y

col., 2000).
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1.4. La heterogeneidad estructural de la proteina

acetilcolinesterasa

La AChE tiene diversas formas moleculares, se encuentran como monoémeros y
oligbmeros de subunidades cataliticas glicosiladas. En 1971, la IUPAC-IUB
recomendo el término "forma molecular multiple" para designar aquellas proteinas
derivadas de asociaciones cuaternarias, que expresen la misma actividad
enzimatica, de forma natural, en una especie animal determinada, como entidades
estables y no interconvertibles facilmente (Hall., 1973). Se prefiere el término
"isoenzima" para las enzimas con estas caracteristicas que deriven de diferencias

en su estructura primaria y que estén determinadas genéticamente.

Las formas moleculares de la AChE proceden de diferentes estadios del
procesamiento de una misma estructura original compleja (Soreq y Seidman,
2001). De acuerdo a la forma en que se asocian los diferentes componentes de
los complejos, se han denominado como formas homoméricas cuando soélo
presentan subunidades cataliticas, para distinguirlas de las heteroméricas, que
contienen subunidades estructurales que incluyen estructuras tipo colagénico
(ColQ) o subunidades hidrofobicas (PRIMA) (Bon y col., 1976; Massoulié y col

1993).

Existen propiedades de acuerdo a las formas moleculares de la AChE, que

permite hacer distincion entre ellas; estructura cuaternaria, solubilidad,
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interacciones i6nicas o hidrofébicas y parametros como hidrodinamicos y
contenido de carbohidratos. La masa molecular aparente de la subunidad
catalitica de AChE oscila entre 70 y 80 kDa, aunque en algunas especies animales
alcanza un valor superior (100-110 kDa) como es el caso de la AChE de cerebro
de pollo.

1.5. La comparacion entre las formas moleculares asimétricas y
las globulares

La AChE se presenta en seis tipos estructurales de asociacion cuaternaria. Las
formas globulares (G) que pueden ser monémeros (G;), dimeros (G,) y tetrameros
(G4) con una subunidad catalitica de una masa molecular aparente de 75 kDa. Las
formas asimétricas (A) contienen uno (A;), dos (Ag) o tres tetrameros (A1),
asociados a un tallo de naturaleza semejante al colageno. En esta nomenclatura,
el subindice sefiala el nUmero de subunidades cataliticas que conforma cada

molécula (Vigny y col., 1979).

En la figura 1, se muestra la diversidad estructural de la AChE, las formas
moleculares asimétricas son heteroméricas, debido que las subunidades
cataliticas estan asociadas a una subunidad de anclaje no catalitica semejante a
la colagena (Q). Otro tipo de forma heteromérica, son las formas G,*, donde las

cuatro subunidades cataliticas estan asociadas con un polipéptido hidrofobico.
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Figura 1. Representacién esquematica de proceso de corte y empalme
alternativo que genera los diversos transcriptos de AChE. El transcrito R
codifica a monomeros solubles. El transcrito AChE-H codifica a dimeros anclados
por enlace glicofosfatidilinositol. El transcrito AChE-T produce una amplia diversidad
estructural; monémeros, dimeros y tetrdmetos solubles, tetrdmeros anclados por
péptido rico en prolina, y tetrameros anclados a estructuras tipo colageno, definidos
por el numero de tetrameros. (Tomado de Chévez y Salceda, 2008).

Mientras, que las formas homomeéricas solo poseen subunidades enzimaticas que
se asocian para formar dimeros o tetrameros a través de puentes disulfuro
intercatenarios. Las formas globulares pueden ser hidrofilicas (G ¢ ") o anfifilicas
(G16 244"). Los dimeros y monémeros anfifilicos se pueden clasificar en tipo | y

tipo I). Las moléculas anfifilicas Tipo | tienen un enlace glicofosfatidilinositol (GFI)
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unido, mientras que la naturaleza del dominio hidrofébico de las formas anfifilicas

Tipo Il se desconoce.

1.6. ElI procesamiento post-traduccional de la proteina

acetilcolinesterasa

La mitad de las proteinas humanas se encuentran glicosiladas, a las que en
general, se denominan glicoproteinas, la AChE es una de ellas. La incorporacion
de los carbohidratos ocurri6 a nivel co- y post-traduccional por un proceso de
union especifica mediado por la accion de diversas glicosiltransferasas. La
acetilcolinesterasa forma parte de este grupo de macromoléculas que presentan o-

glicanos u oligosacaridos en su estructura.

El término glicosilacion se refiere a la union covalente de oligosacaridos a residuos
de aminoacidos situados en secuencias particulares de las proteinas. Los glicanos
u oligosacéaridos son importantes en muchos procesos en la sintesis de las
proteinas, debido a que participan en el control de calidad, tréfico, estabilidad
estructural, conformacién tridimensional, vida media e influyen en la funcién de las
proteinas glicosiladas, incluyendo la modulacién de la interaccidén con sus ligandos
(Martinez y col., 2008). La maquinaria enzimatica implicada en la glicosilacion

representa un 1% del genoma humano. El proceso de glicosilacion ocurre bajo un

30



patrén particular, que depende tanto del tejido celular en cuestion, asi como del

estado metabalico o fisioldgico del organismo (Pérez y col., 2006).

Hay dos tipos principales de glicosilacion proteica: 1) La O-glicosilacién, que
ocurre en residuos de Serina, Treonina o hidroxilisina, donde el monosacarido del
glicano que se une a dicho residuo puede ser N-acetil-D-galactosamina (GalNAc),
Fucosa, Xilosa, etc. 2) La N-glicosilacion, la cual ocurre entre el residuo
N-acetil-D-glucosamina (GIcNAc) del glicano y el nitrdgeno amido de un residuo de
Asparagina que se encuentra en la secuencia consenso Asn-X-Ser/Thr (Rudd y

Dwek., 1997; Schumacher y col. 1986; Lockridge y col., 1987) (ver Figura 2).

1.7. Laglicosilacion de la proteina acetilcolinesterasa

En el caso de la AChE, se sugiere que sufre N-glicosilacion, en la que los
oligosacaridos preformados se incorporan a restos de asparagina en la secuencia
consenso caracteristica: Asn-X-Ser/Thr. Esta secuencia es comun en todas las
proteinas N-glicosiladas, donde X indica cualquier aminoéacido distinto de prolina o
aspartato (Schumacher y col. 1986; Lockridge y col., 1987), esta transferencia
ocurre en el reticulo endoplasmico rugoso. Se ha considerado, que estas
secuencias representan sitios potenciales de glicosilacion, debido a que es dificil
establecer, si todos los sitios potenciales se encuentran ocupados por cadenas de

oligosacaridos.
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Figura 2. Via de la N-glicosilacién que sufren las proteinas de exportaciéon. A.
Sintesis del oligosacarido precursor GIcNAc2Man9GIc3 que se inicia por una serie de
reacciones en la cara citosolica del reticulo endoplasmico rugoso (RER) que utilizan
glicosil-nucledtidos, seguidas de reacciones en la luz de dicho organelo que utilizan

carbohidratos unidos a dolicol.
precursor,

Una vez terminada la sintesis el oligosacéarido
éste es transferido a la proteina naciente por la accion de una

oligosacariltransferasa (OST). B. Procesamiento de la glicoproteina; comienza en el
RER vy finaliza en el Golgi; conduce a la sintesis de una gran variedad de estructuras
glicanicas a través de la accion inicial de glicosidasas y finalmente de diversas

glicosiltransferasas.

32



El nimero de sitios potenciales de glicosilacion se modifica de especie a especie,
incluso de tejido a tejido. En el caso de la subunidad catalitica de la AChE del pez
cartilaginoso Torpedo marmorata que al analizar su glicosilacion, se observé que
contiene cuatro sitios potenciales de N-glicosilacion (Schumacher y col., 1986;
Sikorav y col., 1987), dos de los cuales son homologos a tres de las secuencia de
acetilcolinesterasa humana, aunque no se sabe si todos los sitios se encuentran
realmente glicosilados. En la Tabla 2, se muestra la localizacion de los residuos de
Asp que potencialmente podrias estar glicosilados en las colinesterasas de humano,

raton y rata.

El contenido de carbohidratos en la molécula de la enzima alcanza un 15% de
presencia de AChE glicosilada en el érgano eléctrico de pez Torpedo marmorata
(Bon y col., 1976) y de las membranas de eritrocito (Niday y col., 1977), y entre 10

y 12% en la de cerebro de pollo (Rotundo, 1984).

Con todo, la glicosilacion de las subunidades de la AChE es especifica del tejido,
por lo que, el tamafo de una molécula particular dependera del tejido donde se
produzca (Treskatis y col.,, 1992). Finalmente, se ha sugerido que la N-
glicosilacion podria ejercer algun control sobre otras funciones, incluidas la
proteccion frente al ataque proteolitico (Lucas y Kreutzberg, 1985), o bien, el
mantenimiento de las colinesterasas en la circulacion plasmatica (Kronman y col.,

1995).
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Tabla 2. Localizacion de los sitios potenciales de glicosilacion en la

proteina acetilcolinesterasas de algunos mamiferos

Especie Homo sapiens Mus musculus Rattus novergicus
296 296 296
Localizacion 381 381 381
495 495 495

Latabla fue elaborada con informacién disponible en las bases de
WWWw.uniprot.org, www. nchi.nim.nhi.gov

1.8. Las lectinas y su aplicacién en el estudio del proceso de
glicosilacion de las colinesterasas

Las lectinas son proteinas o glicoproteinas de origen no inmune con capacidad
para aglutinar células y precipitar carbohidratos complejos. Se han aislado de gran
variedad de bacterias, virus y animales vertebrados e invertebrados, pero las
mejor caracterizadas son las de origen vegetal. Poseen una especificidad definida

para unirse a los N- u O-glicanos de diferente composicion sin modificarlos.

Diversas lectinas por su capacidad de unirse a los carbohidratos especificos en las
colinesterasas, se han venido empleando para purificar a la enzima de diferentes
tejidos, suero fetal bovino (Flores-Flores y col., 1997), cerebro de rata y pollo
(Rakonczay vy col., 1981; Zanetta y col., 1981; Rotundo, 1984), eritrocito de raton

(Gomez y col., 2003). Ademas, las lectinas permiten conocer los procesos
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moleculares implicados en la sintesis, ensamblado y procesamiento de las formas

multiples de AChE (Gomez-Olivares y Vidal-Moreno, 2003).

En la Tabla 3, donde se muestra una lista con algunas de las lectinas que se han

empleado para el estudio de la glicosilacion de las colinesterasas, asi como la

especificidad de cada una hacia determinados oligosacaridos.

Tabla 3. Propiedades de lectinas de plantas empleadas en el estudio

Fuentes

Especificidad

Monosacarido

Oligosacarido

Canavalia ensiformis

(Con A)

Lens culinaris

(LCA)

Ricinus communis |

(RCA-I)
Triticum vulgaris

(WGA)

a-D-manosa
(interna o externa)
0 a-D-Glucosa

a-D-Manosa

Galactosa
penultima o terminal
NacGlu

Interna o terminal,
acido sialico terminal

Fuc(al,6)NAcGIu-
(61,4)-NAcGlu-Mans
D-gal-(41,4)-NacGlu

NAcGlu-p4
NAcGlu-
PAGIu, NeuAc
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1.9. Algunas patologias en que se ha observado alteracion en la
actividad acetilcolinesterasa

En las ultimas décadas, se ha ampliado el interés en las investigaciones en
diversas patologias relacionadas con la relevancia de la acetilcolinesterasa
respecto a la expresion génica, actividad, expresion proteinica y procesamiento

pos-traduccional.

Existen informes en diversas patologias en los que se ha estimado un alto nivel de
la actividad AChE comparado con el grupo sano. Tal es el caso de la enfermedad
de Alzheimer (EAZz), la Diabetes Mellitus, la enfermedad de Parkinson, el sindrome
metabdlico, asi como en algunos tipos de neoplasias en érganos colinérgicos y no
colinérgicos (Donger y col., 1998; Grisaru y col., 1999; Hua y Xue-Jun ,2007;

Lapidot y col., 2007; Sdnchez y Salceda., 2008; Battisti y col., 2009)..

En la actualidad, una de las patologias de mayor enfoque con respecto de AChE a
Su expresion y variaciones en la actividad de AChE es la EAz, la mayoria de los
farmacos producidos son compuestos con capacidad de inhibir la actividad AChE
cuyo mecanismo molecular se relaciona con la interaccion con el residuo de
aminoécido serina 200 (*®°Ser) o impidiendo el acceso del sustrato al sitio activo.
Aunque la asociacion de la AChE y las placas B-amiloides es a través del sitio
periférico y no propiamente con el sitio activo de la enzima. En el caso de la EAz,
también se ha sugerido que las células gliales son la principal fuente de AChE. El

empleo con farmacos anti-colinesterasicos se considera como el Unico tratamiento
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aprobado para los pacientes. Aunque esto es solo paliativo a corto tiempo, debido

a sus efectos adversos colaterales.

Por otro lado, a la enzima AChE se le ha relacionado con el desarrollo neuronal
normal, en el control y la capacidad de responder a las alteraciones asociadas con
la ansiedad y otros trastornos psiquiatricos relacionados al estrés y a la
estimulacién de neuronas colinérgicas (Grisaru y col., 2001, 2007; Varda y col.,
2002; Sanchez y Salceda., 2008).

1.10. Los niveles de la actividad acetilcolinesterasa en diversos
tipos de cancer

En este apartado se sefialan algunas observaciones relevantes en diversos tipos
de tumores cerebrales y no cerebrales en que se han determinado cambios en los
niveles de la actividad acetilcolinesterasa, hecho que se ha considerado una
evidencia de una participacion de la enzima en la regulacién del ciclo celular y/o
tumorigénesis (; Lev- leverman y col., 1997; Donger y col., 1998; Liu y col., 1998;
Grisaru y col., 1999; Lapidot y col., 2007; Battisti y col., 2009; Shugiang y col.,

2011).

En meningiomas y gliomas la relacion de los niveles de actividad AChE varia,
siendo independiente del grado de malignidad. Los glioblastomas muestran
niveles bajos de AChE en comparacion a los meningiomas y neuroblastomas que

contienen niveles superiores (Saéz-Valero y col., 1996; Vidal, 2005; Flores, 2008).
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En el proceso de la megacariocitopoyesis anormal y cancer de ovario, el
crecimiento de las células neoplasicas se ha visto asociado con la elevacion de la
actividad AChE, asi como con la amplificacion de sus genes (Soreq y col., 1992).
Las pruebas con oncogenes han demostrado la amplificacion del gen de AChE y
su sobreexpresion en estados pre-cancerigenos (Lev-Leverman y col., 1997;
Donger y col., 1998; Grisaru y col., 1999, 2001 y 2002; Liu y col., 1998; Lapidot y

col., 2007; Battisti y col., 2009; Shugiang y col., 2011).

En tumores de diverso origen se ha observado que el tratamiento de quimioterapia
conduce a un aumento de la actividad de la AChE en plasma (Toilko y Caillou.,
1985; Zakut y col., 1990; Sanchez y Salceda., 2008). Los cambios en la actividad,
expresion y amplificacion génica de la AChE en los carcinomas han abierto la
posibilidad de emplearla como un marcador del proceso cancerigeno. Se ha
considerado, que la expresion de la AChE esta relacionada con la causa primaria
de algunos tipos de cancer, sobre todo en las células del sistema hematopoyético,
y que participe de manera directa o indirecta en el progreso clinico del mismo
(Toilko y Caillou., 1985; Lev-Leverman y cols., 1997; Donger y cols., 1998; Liuy
col., 1998; Grisaru y col., 2001 y 2002; Pick y col., 2004; Lapidot., 2007; Battisti y

col., 2009; Shugiang y col., 2011; Gliboa y col., 2012)

En este orden de ideas, se ha demostrado que el uso de polinucleétidos
antisentido contra AChE produce cambios importantes en la hematopoyesis,
disminuyendo la apoptosis y aumentando la supervivencia de las células
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sanguineas. Utilizando este principio, cabe la posibilidad de que a través de la
manipulacion de la expresion del gen de la AChE se logre alterar la proliferacion y
diferenciacion de las células, ya sea normales o neopléasicas, (Lev-Lehman y col.,
1994; Liu y col., 1998; Battisti y col., 2009; Shugiang y col., 2011; Gliboa col.,

2012).

Finalmente, como se ha descrito en el apartado de la expresion génica y
proteinica de la acetilcolinesterasa, el cambio en la actividad se relaciona con la
expresion alternativa de transcritos que codifican a formas moleculares
especificas. En el caso en meningiomas, astrocitomas y glioblastomas, ademas de
un aumento en la actividad, hay un cambio en el patron de las formas moleculares
respecto al tejido sano. Este mismo comportamiento se ha observado en algunos
tipos de leucemias donde se ha evidenciado un aumento en la expresion del
transcrito AChE-R, que codifica para un monémero hidrofilico (Stephenson y col.,
1995; Donger y col., 1998; Grisaru y col.1999, 2001, 2002 y 2007; Liu y col., 1998;
Shapira y col., 2002; Pick y cols., 2004; Shugiang y cols., 2011; Gliboa y col.,

2012).

1. 11. Definicion de laleucemia o cancer de la sangre

La palabra leucemia procede del griego que significa “sangre blanca”. Las
leucemias son el cancer que afecta a las células hematopoyéticas en médula

0sea, sangre periférica o cualquier érgano de origen hematopoyético, en el que se
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produce un numero anormal de células blancas y pueden llegar a ser tan
numerosas que la sangre puede tener una apariencia blanquecina. Los blastos
leucémicos que representan a un “linaje comprometido” proliferan rapidamente y
se diseminan en el flujo sanguineo trasportandose hacia el higado, bazo, rifidn,
cerebro, O6rganos reproductores y ganglios linfaticos, donde continGan

proliferando.

1.11. 1. La etiologia de la leucemia

El origen de la leucemia es multifactorial, a excepciéon de la exposicidén a rayos X y
causa genéticas congeénitas, tales como el sindrome de Down o el sindrome de
Klinefelter (Crespo, 2010; Mejia, 2010). No existe un agente especifico implicado
en la aparicion de la leucemia y variantes, por eso, se considera que es muy
escaso el conocimiento acerca de los factores implicados. Por ejemplo, la
aparicion de algunas formas de leucemia aguda (LA) se ha asociado a la
exposicién prolongada a sustancias como benceno, derivados del petrdleo y
compuestos organofosforados (Crespo 2010; Mejia, 2010; Perry y Soreq, 2010).
En algunos casos de leucemia, se ha asociado al uso de inhibidores de DNA-
topoisomerasa Il en el tratamiento quimioterapéutico (Solano, 2000). La
manifestacion de la linfoblastica aguda o mielocitica crénica, se ha relacionado
con la activacion de los oncogenes como c-myc, abl, bcl-2, c-foc y ras, al igual
qgue la formacion de genes quiméricos como BCR-AB. Al igual, que muchas

mutaciones genéticas como las traslocacion, delecion y duplicacién de genes en
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varios cromosomas como 9g22, 11923 y 7922, las cuales pueden ser algunas de

las causas para la dicha patologia (Cortes y col., 1995).

1. 11. 2. La clasificacion de los tipos de leucemias

En el transcurso de las Ultimas décadas se han desarrollado varios sistemas de
clasificacion de las leucemias, de acuerdo con su morfologia, inmunologia y
citogenética. Las diversas variedades de leucemias que existen se distinguen de

acuerdo a la estirpe celular involucrada de origen linfoide o mieloide.

De acuerdo a la FAO en 1976 con el fin de unificar los criterios de clasificacion en
esta patologia, la definen de acuerdo a las caracteristicas morfoldgicas, y la divide

en tres tipos fundamentales. Su morfologia, citologia y genética.

En las leucemias agudas la poblaciéon celular predominante esta formada por
blastos, la celularidad presenta un mayor estadio madurativo. Su diagndstico se
realiza mediante el examen de sangre periférica y de médula ésea. En cuanto a la
etiopatogenia se ha asociado con cromosomopatias, radiaciones ionizantes,
farmacos mielotéxicos como la fenilbutazona, cloranfenicol, citostaticos, una
variedad de virus y ciertos factores genéticos, por ejemplo la inactivacion de genes

supresores y la activacion de oncogenes (Lopez y col., 2007).

Las leucemias agudas constituyen alrededor del 30% de las neoplasias malignas
en nifos, y la leucemia linfoblastica aguda, es el cancer mas frecuente en grupos

de edad de 0 a 16 afos por diversos factores que la puedan originar como causas
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genéticas o contaminantes. En el trascurso de las ultimas décadas se han
desarrollado varios sistemas de clasificaciéon de las leucemias linfoblasticas de

acuerdo con su morfologia, inmunologia y citogenética (Mejia, 2010).

1.11. 3. Laleucemia linfoblastica tipo infantil (L1)

En la mayoria de los casos, son nifios los afectados, las células involucradas
tienden a ser precursores de los linfocitos B y producen en sangre

periférica células pequefias denominadas L1.

1.11. 4. Laleucemia linfoblastica tipo adulto (L2)

En la mayoria de los casos son adultos los que la padecen, las células
involucradas tienden a ser precursores de linfocitos T y producen en sangre
periférica células relativamente grandes en comparacion con un linfocito normal y

a estas se les denominadas L2.

1. 11. 5. Leucemias linfoides agudas (LLA)

Estos tipos de leucemias se dividen a su vez en agudas y crénicas. Este tipo de
leucemia es el mas comun en nifios. La leucemia linfatica de precursores tipo T:
se caracteriza por mostrar un inmunofenotipo CD10 negativo en el 20% de los

casos.

De acuerdo a la clasificacion morfologica: en las leucemias linfaticas tipo L1, se

observan células pequefias de nucleo regular. La incidencia en general es de 13
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casos por cada 100, 000 habitantes, con una proporcién levemente superior en

hombres que en mujeres.

Entre las mas comunes estan la leucemia linfoblastica aguda de precursores de
célula B, la leucemia linfoblastica aguda de precursores de célula T, la leucemia
de Burkitt. Las leucemias linfoides agudas pueden afectar tanto a los linfocitos B,
como a los linfocitos T. Por ello, las LLA se clasifican de acuerdo al tipo de linfocito

que afecta.

1. 11. 6. Leucemia Mieloblastica Aguda (LMA)

De acuerdo a la clasificacion de las leucemias agudas propuestas por la OMS. La
leucemia aguda mieloblastica y las leucemias mieloides son un grupo de
patologias, que se caracteriza principalmente por su proceso pro-inflamatorio en
las células hematopoyéticas, ya sean sanguineas, de médula 6sea y otros tejidos
donde se originen la estirpe mieloide, y pueden ser de proceso rapidamente fatal o
lentamente progresivo. Las leucemias mieloides agudas son mas frecuentes en
adultos, especialmente entre personas que han estado bajo tratamientos de
quimioterapia debido a otro tipo de cancer pero no se exenta a los nifios de
padecer algun tipo de LMA. Asi por este hecho se clasifican en agudas o las
alteraciones identificadas en este tipo son numéricos y estructurales asociadas al
diagnostico y pronostico de los pacientes. Las mas importantes son las

monosomia 7 y la pérdida parcial del brazo largo 7q, la cual se observa en una
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frecuencia del 6-11% en nifios y en adultos se manifiesta con diversos en subtipos
de LMA. Otro tipo de estados patoldgicos dentro de LMA, es la traslocacion de t
(8;21), se detectan hasta en 16% de los caso de LMA de edad pediatrica y el 8%
en adultos, la LMA se han detectado alteraciones adicionales hasta en un 75%
de los casos , como la pérdida de un comosoma ligado al sexo ,la delecion en 9q ,
la trisomia 8 y la monosomia 7 sin embargo aun no se conoce el significado clinico

de estos cambios secundarios (Potter y Watmore, 2001).

1.11.7. Leucemia linfatica aguda de precursores de tipo B (LLA Pre-B)

En la leucemia aguda linfatica se describen alteraciones cromosomicas tanto
numéricas como estructurales. En la Tabla 4, se muestra una clasificacién de la
leucemia teniendo en cuenta la aneuploidia numérica existente en algunas de las
mutaciones que causan la patologia. Este tipo de leucemia es mas comun en

nifios y de prondstico favorable en la mayoria de los casos.

La leucemia linfoide crénica-B (LLA pre-B) representa la leucemia humana mas
comun en los paises occidentales que en los paises anglosajones y es
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caracterizada por la proliferacion y acumulo de linfocitos B monoclonales CD5 + en
sangre periférica, médula 6sea, ganglios linfaticos y érganos relacionados, que
morfolégicamente tienen apariencia madura, pero que son biolégicamente
inmaduros. El curso de la enfermedad estd determinado por una profunda
desregulacion inmune con hipogammaglobulinemia progresiva y una disrupcion en
la interaccion entre las células B y T, asi como fenémenos de autoinmunidad. Es
el prototipo de enfermedad maligna humana que involucra defectos de la muerte

celular programada o apoptosis.
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Tabla 4. Clasificacion de las leucemias linfoblasticas agudas teniendo en

cuenta la aneuploidia numérica existente

Grupo

Frecuencia (%)

Inmunofenotipo

Prondstico

Hiperploide bajo (47- 10a 15 Pre-Bo T Intermedio bueno
50 cromosomas)
Hiperploide alto (51- 20a 30 Pre- B temprana Adverso si se
68 cromosomas) presenta t17q o
t(9:22)
Pseudodiploide alto 40 a 50 Pre-B,By T Bueno t(12:21)
(46 cromosomas _
con alteraciones Adver_so 1(9:22) y
Diploide 10a 30 T Intermedio por
(46 cromosomas presentar re-
normales) arreglos cripticos
Hipoploides 7a8 Pre-B Adverso
cercanos a
haploides

Tabla modificada de Garcia y col., 2004.

De acuerdo a la clasificacion de leucemias agudas propuestas por la Organizacion

Mundial de la salud (OMS), se establece que la leucemia aguda linfoblastica tipo

pre-B, también llamada leucemia linfoblastica de células B precursoras y leucemia

linfocitica aguda de células B (LLA pre-B), se trata de una variante de la leucemia

linfoide aguda que es mas tipica en nifos.
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La leucemia es una enfermedad maligna que afecta al 6rgano formador de la
sangre, como es la médula ésea, y conlleva a una sobreproduccion anormal de
células sanguineas. En los diversos tipos de leucemia, existe una asociacion con
algun(os) tipo(s) de aberraciones cromosomicas, ademas ocurren defectos a
niveles de duplicacién y transcripcion que conducen a un estado de des-
diferenciacion, y a algunos cambios en los niveles de expresion de proteinas

citosolicas y membranales, que influyen en la fisiologia de las células leucémicas.

En relaciébn a las proteinas de membrana, su expresion espacio-temporal se
emplea en la distincion de los estados de maduracion o de diferenciacion de
células hematopoyéticas. Desde un punto de vista formal, a una proteina de
membrana en particular, se le ha denominado agrupado de diferenciaciéon (CD,

Cluster of Differentiation) (Abbas., 1999).

El empleo de anticuerpos conjugados con perlas magnéticas dirigidos hacia un
agrupado de diferenciacion particular, es una alternativa experimental para
purificar subpoblaciones celulares hematopoyéticas. Los linfocitos B durante su
maduracién expresan distintos agrupados de diferenciaciéon, En el caso de las
células leucémicas, que son linfocitos B que tienen una expresion de los CD19,

CD20y CD22 (Hernandez. 1999).
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Figura 3. Esquema del proceso de maduracién de linfocitos B, indicando los
marcadores de diferenciacion (CD) presentes en cada etapa de maduracion.
Como se puede observar en la figura, el marcador de superficie CD19 aparece en
el estadio pro-B y se mantiene durante todo el estado de maduracion de los
linfocitos B.

Se ha calculado la incidencia para neoplasias linfoides teniendo en cuenta, el
inmunofenotipo, esto se calculo en relacion al tipo de leucemias agudas, en

general, fue de 36.4 nifios en relacion por millén de nifios-afno.

La leucemia linfoblastica aguda fue la mas frecuente, con 387 casos (31.85 por
millon de poblacion infantil), seguida de la leucemia mieloblastica con 50 casos
(4.03 por millon de poblacion infantil). Se reportaron dos casos de leucemia aguda
sin clasificar, cuatro casos de leucemia bifenotipica y un caso de leucemia

congénita (leucemia mieloblastica).
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En el grupo de leucemia linfoblastica aguda, el inmunofenotipo fue 90.5% de
precursores de células B, 8.2% de precursores de células T y 1.3% de células B
maduras. La relacibn masculino-femenino fue de 1.2:1. El porcentaje de
presentacion por grupos de edad fue: menos de un afio 3%, 1 a 10 afios 74% (con

un pico de incidencia entre los 2 a 5 afios de 46%) y mas de 10 afios 24%.

En nifios mexicanos este leucemia (LLA pre-B) ha sido poco explorado, no
obstante en una serie de casos se encontro una frecuencia del 65%, donde 11 de
17 nifios positivos a este padecimiento fueron mayores de 2 afios y mientras que
los nifios de 15 de los 17 tuvieron el inmunotipo pre B temprano. Esto es muy
importante porque podria dar una explicacion de la mayor frecuencia de LLA de

mal prondstico en nifios de la Ciudad de México. (Mejia, 2010).

Se ha obtenido informacion relevante acerca de la naturaleza de las células
neoplasicas, entre los que se incluyen; cambios moleculares y cromosoémicos, los
mecanismos que intervienen en la supervivencia del clon leucémico. No obstante,
hacen falta esfuerzos para conocer la biologia de la enfermedad, identificar
subgrupos prondsticos y lograr una mayor sobrevida de los enfermos (Pangalis.

2001; Sanchez., 2004).

En la Tabla 5, se muestran la variacion en las alteraciones cromosémicas
asociadas a la leucemia linfoblastica aguda, que involucran translocaciones y
rearreglos en y entre los cromosomas 7, 9, 12, 14, 19 21, 22. Asi como, el riesgo

prondstico en cada caso.
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Tabla 5. Alteraciones cromosémicas asociadas a la leucemia linfoblastica aguda

Inmunofenotipo Alteracion Genes Frecuencia Prondstico
cromosémica alterados
Pre-B t(9;22) BCR-ABL 4 Adverso
Pre-B t(12;21) TEL-AML1 28 Favorable
Pre-B Rearreglos en MLL 6 Adverso
11923
Pre-B t(1;19) E2A-PBX1 5 Adverso
Pre-B t(17;19) E2A-HLF 1 Adverso
B (8;14), t(2;8), MYC 5 Adverso
t(8;22)
T Rearreglos en TCRg 4 Adverso
7935
T Rearreglos en TCRad 3 Adverso
14911

2. JUSTIFICACION.

2.1. La importancia del estudio de la actividad acetilcolinesterasa
en leucemias

Dentro de las nuevas investigaciones que se estan realizado sobre diversas
patologias como; Alzheimer, Parkinson, Diabetes Mellitus, Sindrome
Mielodisplasico, Leucemias, Distrofia Muscular, Sindrome Metabdlico, entre otras
enfermedades donde se han identificado modificaciones la expresion del gen, en
el nivel de la actividad y en el procesamiento pos-traduccional de la proteina
codificada. Estas anomalias han tomado un nuevo enfoque con respecto a la
funcién no catalitica de la AChE, abriendo nuevas lineas de investigaciones.

Debido a que estos rasgos estan alterados notablemente en lo referente, al
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cancer. Siendo un sustento en cuanto a considerar a la aceticolinesterasa como
un factor importante en el desarrollo y/o mantenimiento del estado alterado de la
proliferacion celular. Esto, teniendo en cuenta, lo sefialado en lineas anteriores, en
cuestion de que la AChE interviene la regulacion del ciclo celular, proliferacion
adhesion y procesos apoptoéticos. A partir de lo anterior, surge las preguntas;
¢, Cual es su participacion? ¢ Qué tipo de participacion tiene la acetilcolinesterasa?
y cOmo se ven alterados los procesos de expresion del gen AChE, la sintesis, la
glicosilaciéon y el ensamblado en el desarrollo y mantenimiento del cancer. (Lapidot

y col., 1989; Perry. 2000; Deutsch. 2002; Grisar y col., 2007).

El andlisis de la AChE en las leucemias, la mayoria de los estudios se han
centrado en la leucemia mieloide aguda debido a que se asocia con el uso de
plaguicidas, los cuales son potencialmente peligrosos a la salud humana por su
efecto anti-colinesterasicos leucomogénico y son potencialmente, mutagénicos
sobre la region 7922, lugar donde se localiza el gen AChE (Perry y Soreq 2000 ,

Massoulié y col. 1999;2000, 2002, 2006. Grisar y col., 2007).

Ademas, en varios estudios citogenéticos en las leucemias se han observadp
diversas mutaciones en la regién en gue se localiza el gen AChE, que incluyen
deleciones y translocaciones. En muchos de los casos, se han relacionado con un
mal prondstico para los pacientes leucémicos con roturas cromosOmicas en la

localizacion 7922 (Perry y Soreq., 2000).
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Descubrimientos posteriores han sugerido una asociacion entre la exposicion a
agentes anticolinergicos y los cambios registrados en la AChE. Aungue, en ningun
estudio se explica en términos de mecanismos moleculares, lo que sucede cuando
las células pierden el control de la proliferacion. Sin en cambio, las respuestas
hematopoyéticas al estrés implican cambios rapidos y duraderos en la
composicién de las células hematopoyeticas, promoviendo un elevacion en el
conteo de glébulos blancos y plaquetas. (Lapidot y col., 1989; 2007). A este
respecto a este mismo tema, se ha relacionado la expresion del gen de la AChE
en especifico del monomero hidrofébico de la AChE-R con el proceso de
diferenciacion de células hematopoyesis, y estar involucradas durante el
desarrollo fetal de multiples tejidos de origen colinérgico y no colinérgico (Grisar y
col., 2000; Shapira y col., 2000; Deutsch. 2002). Especificamente, se ha
demostrado que la variante AChE-R desempefia un papel activo en el sistema
inmune al participar en la regulacion de la proliferacion de diversos tipos celulares,
tales como, hematopoyéticos, hueso, retina y neuronales. Se ha postulado a la
aceticolinesterasa como un candidato en el estudio en procesos proliferativos
regulares o neoplasicos (Grisar y col., 2000, 2006, 2007; Deutsch. 2002), abriendo
una ventana en la busqueda de respuestas comunes donde se ve involucrada de

manera no patolégica, al igual que en varios procesos patolégicos.
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3.0Objetivo general.

Determinar la expresion del gen de la acetilcolinesterasa en linfocitos B y células

leucémicas tipo B.

3.1. Objetivos Particulares.

I. Determinar la expresidon del gen AChE a través de sus trascritos

particulares AChE-R, AChE-H y AChE-T.
[I.  Estimar la actividad AChE.

lll.  Conocer el nivel de incorporacion de carbohidratos de la AChE con uso de

lectinas especificas.

IV. Determinar la hidrofobicidad de la AChE presente en los tejidos de origen

linfoide analizados.

4. Hipotesis.

Si en las células leucémicas linfoides de tipo B existe una desregulacion en la
expresion del gen de la acetilcolinesterasa, entonces se notaran diferencia en los
transcritos expresados entre los linfocitos B controles y los leucémicos, mostrando
cambios en la proteina codificada en: Su sintesis, ensamblado y procesamiento

pos-traduccional.
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5. Metodologia

5.1. Obtencion de material bioldgico

5.1.1. Sangre venosa

La sangre venosa perteneciente a sujetos clinicamente sanos se colecto en

tubos conteniendo EDTA (Vacutainer, E.U.A.).

Los volumenes proporcionados fueron remanentes de 250-500 uL de
aproximadamente 100 pacientes que acudieron a las divisiones médicas de
ortopedia, consulta externa y estomatologia en el Instituto Nacional de

Pediatria.

Las muestras se conservaron en frio para su preservacion y transporte.

5.1. 2. Médula 6sea

Las muestras de médula 6sea se obtuvieron por absorcion del hueso sacro.
(Indicado por médicos especialistas en pacientes de nuevo diagnostico o de
leucemia indicando a los pacientes con alguna sospecha de neoplasia).
Las muestras biolégicas empleadas en este trabajo fueron los remanentes,
gue habian sido utilizadas en los estudios de inmunofenotipado, pruebas
bioquimicas y genéticas que los médicos especialistas juzgaron pertinentes

para la ideal atencion de los pacientes de la institucion.
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El material biologico utilizado fue proporcionado con el conocimiento y bajo
el consentimiento del Jefe del departamento de Hematologia el Dr. Rogelio
Paredes y la Jefa del Departamento de Analisis Clinicos y Especializados

E.D.C. Lina T. Romero Guzman de la misma institucion.

5.1. 3. Mantenimiento y propagacion de la linea celular pre-B REH

La linea celular REH se sembrd y se cultivo en el laboratorio de Cultivos de

Tejidos del Instituto Nacional de Pediatria. La linea celular fue inmortalizada con

ETVG, y se emplea como homologa de leucemia linfoblastica aguda pre B.

La densidad celular inicial en cultivo fue de 3.45 millones en cajas Falcon.

El medio de cultivo fue RMPI-1640 suplementado con 15% de suero fetal
bovino, 1% de antibiotico, 1% de piruvato, 1% de aminoacidos esenciales,

1% de L-glutamina;

Las cajas de cultivo de mantuvieron a una temperatura de 37 °C y en una

atmosfera de 5% de CO, y 95% de aire.

Se cosecharon 100 millones de células por caja sembrada,

Todo el procedimiento se realizo en medio esteéril.
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5.1.4. Separacion de linfocitos por gradiente de densidad

Previo a la separacion en un gradiente de densidad, las muestras de
sangre periférica se diluyeron en NaCl al 0.9% en proporcion de 2:1

(VIV).

Las muestras de sangre se colocaron cuidadosamente con una

pipeta Pasteur sobre el medio lymphopred.

La mezcla se centrifugd a 800 X g durante 20 minutos a temperatura

ambiente.

Se colectaron con una pipeta Pasteur los leucocitos mononucleares
quienes formaban un anillo blanquecino en la interface del plasma y

el lymphopred.

Los paquetes celulares se lavaron por dos ocasiones en solucion

salina balanceada de PBS/BSA a pH 7.2

Finalmente, se lavaron en solucién hemolizante (MgCl, 1M) para
eliminar por completo a los eritrocitos restantes, la mezcla se

centrifugd a 800 X g por un lapso de 5 minutos.
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5.1.5.

b)

Conteo y viabilidad en las células mononucleares aisladas

Los paquetes de células mononucleares se llevaron a un volumen de 1 ml.

De la suspension celular se colocaron 25 ul de la suspension celular en
tubos Eppendorf y se mezclaron con 25 ul de azul tripano al 0.2%, y se

dejaron incubar 3 minutos a temperatura ambiente.

La mezcla se coloc6 en una camara de Neubauer, evitando cargar en

exceso.

El hemocitometro se coloc6 en un microscopio Optico en seco débil (10X), y

se llevd a cabo el conteo celular.

Se tomaron en cuenta, varios criterios para realizar el conteo (Figura 4):

Se contaron las células de cuatro campos en los cuadrantes de las

esquinas

Se contaron las células localizadas al centro del campo y las que se

encuentren en las lineas superiores.

Se anotaron las células vivas y las muertas en conteos por separado, y al

final, se realizo la sumatoria total.
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i

Figura 4. Cuadricula grabada en la cdmara de Neubauer
empleada para el conteo de células. (A) Se denotan los
cuadrantes en las esquinas que deben tener en cuenta para el
conteo (Freshney, 2000)

Céalculos:

1) Para calcular las medias de células vivas y células muertas por cuadrante

se empled la férmula siguiente:

NCv NCm

Células (p) = + X 16

Donde:
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Células (1) = Células promedio por cuadrante (células/mmz2)

NCv= Numero de células vivas contadas en los seis campos

NCm= Numero de células muertas contadas en los seis campos

6 = Numero de campos contados

16 = NUmero de campos por cuadrante

2.- Se realiz6 el procedimiento descrito en los cuatro cuadrantes de cada
camara y al final se obtuvo el promedio total de los 16 cuadrantes y la
proporcion de células vivas y muertas del total, con esta operacion se

obtiene el porcentaje de viabilidad.

3.- El resultado de Cel (i) se multiplica por el factor de dilucién empleado y

se obtiene un estimado de células por un mililitro.

Para estimar la viabilidad las células que se lograron agrupar, que fueron
mononucleares >90% (Linfocitos T y Linfocitos B), al final las células se
mantuvieron en 40ul de solucion HAM fria por 10 min., a una densidad

conveniente de 10° células/ml.
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5.1.6. Inmunopurificacion de las células B en columnas

magnéticas MACs

El marcaje de las células mononucleares para la identificacion de los linfocitos B
linea celular REH, y células B de sangre periférica se empleé un anticuerpo
especifico anti-CD19 conjugado a esferas ferromagnéticas (MicroBeads de
Miltenyi Biotec & Macs, E.U.A.) (Figura 5). En el caso de la médula Gsea, los
marcadores de superficie identificados fueron CD19+/CD22+/CD45+/ y CD10+ en
la deteccién del leucemia Pre-B de acuerdo al protocolo utilizado para la
identificacion y clasificacién de leucemias linfoblasticas agudas estandarizado por

el Laboratorio de Hematologia del Instituto Nacional de Pediatria.

e Se empleo una densidad 10’ células, que se suspendieron en amortiguador
PBS/BSA y se afadieron 20 ul del anticuerpo especifico conjugado en
microperlas y/o anticuerpo anti-CD19 conjugado con tiocianato de

fluoresceina (FICT)
e Se incubaron las células por 10 minutos en oscuridad a 4-8 °C.

e Se realizo un lavado con PBS/BSA 1 a 2 ml por cada 10° de células y

centrifugando por 10 min a 300 x g para retirar el sobrenadante

e El boton celular se mantuvo en PBS para su inmunopurificacion.
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El paquete celular se re-suspendi6 en amortiguador PBS-BSA y 10°
millones de células se transfirieron a una columna magnética colocada en

un magneto

Se realizaron tres lavados con amortiguador PBS-BSA y las células no
retenidas se dejaron eluir a gravedad (Las células negativas que no poseen
el marcador superficial especifico). Las células retenidas que presentaban

el marcador CD19, correspondian a los linfocitos B

Se retird la columna de purificacion del magneto y las células CD19

positivas, se recolectaron y almacenaron en amortiguador PBS-BSA.

5.1.7. Lainmunodeteccidn por citometria de flujo de los marcadores
de superficie en linfocitos B

Las células leucocitarias se diluyeron en 100 uL de amortiguador fosfaro y
se afadieron 2 ul de anticuerpo contra CD19 conjugado con FiCT (Becton-
Dickinson, E.U.A y se dejaron incubar por 30 minutos.

Se afadieron a la mezcla anterior, 2 ml de solucion de lisis (Becton-
Dickinson, E.U.A.) y se incubd durante 10 minutos a temperatura ambiente.
Se adquirieron 10, 000 células de cada una de las muestras, utilizando un
citometro de flujo modelo FACScalibut (Becton Dickinson, E.U.A)) vy el

software CELL Quest.
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e Se hizo la identificacién de los linfocitos utilizando gréficas de puntos de
tamafo vs complejidad interna (FSC vs SSC). Los linfocitos fueron aquellas
células de menor tamafio y complejidad interna.

e A partir de la region considerada de los linfocitos, se grafico la intensidad de
fluorescencia CD19 FICT para identificar a los linfocitos B o células REH
pre-B.

5.1.8. Oligonucleétidos especificos para la técnica de RT-PCR

Se utilizaron los cebadores en sentido y antisentido propuestos previamente
(Mufioz y col., 2006), que se utilizaron para cada una de las variantes de ARNm
expresados del gen AChE. En la tabla 6, se muestran las secuencias de los pares
de oligonucleétidos utilizados, asi como, el tamafio de producto amplificado

esperado.

Tabla 6. Secuencias de oligonucleétidos iniciadores empleados para detectar alos
trascritos AChE-H, AChE-T y AChE-R por RT-PCR

Sentido Antisentido

AChE-H CCCCTGGACCCCTCTCGAAAC GGGAGCCTCCGAGGCCGT 273

AChE-T GGATCCCCCTGGACCCCTCT GCCTCGTCGAGCGTGTCGGT 280
AChE-R CAGGGGATCCCAATGAGC GCTCCCACTCCCCTCCTC 221

A: producto de amplificacion (pares de bases)
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5.1.9. El aislamiento de RNAm total

Para la extraccion de RNAm se siguio el procedimiento de Chomczynski y Sacchi

(Chomczynski y Sacchi 1987; Chomczynski 1993).

Se limpié el area y utensilios de trabajo con una solucién inhibidora de
RNAsas “ZAP” (500 ml de a 1 mM de EDTA y 100 mM de NaOH, a partir de
soluciones concentradas de 200 ml de 0.5 M de EDTA tetrasodico

tetrahidratado y 200 ml de 1 M de NaOH).

Se prepar6 agua con dietil pirocarbonato (DEPC) al 0.1%, EtOH al 75% con
el agua DEPC al 0.1% y agua de sistema MiliQ al 0.1% con agua con

DEPC. Estas soluciones fueron esterilizadas antes de usarse.

Se usaron aproximadamente 10’ células de médula ésea, linea celular

REH, o 5 x 10° células marcadas positivamente a CD-19

Se colocaron en tubos de polipropileno de 5 ml (Falcon, E.U.A.) y se afiadi
1 ml de TRIZOL (Invitrogen, E.U.A.) y se homogeneizaron con un pipeteo
firme y constante aproximadamente 30 seg y descanso de 30 seg hasta
disgregar el precipitado. Se dejé incubar la muestra a temperatura ambiente

por 5 min.
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Se agregaron 200 pl de cloroformo al 100% y se agitd vigorosamente
durante 15 seg. La muestra una vez agitada se transfirio a un tubo nuevo y

se dej6 incubar durante 3 min.

Se centrifugd la muestra a 12, 000 g x 15 min a -4 °C. La fase incolora se
colocé en un tubo nuevo y se incorporaron 500 pl de isopropanol al 100% y

se incub6 durante 1 h a — 20 °C.

Se centrifugd la mezcla a 12,000 x g a -4 °C. x 15 min y se decanto el

sobrenadante.

Se agregdé 1 ml de etanol-DEPC al 75%. Se re-suspendio el pellet con un

vortex y se centrifugé nuevamente a 7500 g x 5 min a -4 °C.

Se removi6 todo rastro del etanol-DEPC al 75% secando con una pipeta y
se agregaron 100 pl de H20O-DEPC + MiliQ. Las muestras de ARNm se

guardaron a -70 °C.

Para determinar la integridad del RNAm extraido, se preparé un gel para
electroforesis especial que requirio lo siguiente: 35 ml de agua con DEPC
0.1%, 10 ml de formaldehido, 5 ml de MOPS 1X, 0.6 gramos de agarosa.
Se utilizaron 250 ml de una solucion MOPS 1X como liquido para la

camara de electroforesis.
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5.1.10. Determinacion de la expresion de los transcritos de AChE
por Retrotranscripcién y reaccion en cadena de la polimerasa

Para poder realizar la técnica de retrotranscripcion a partir de 5 pl de la muestra de

ARNmM se utilizo el estuche comercial SuperScript First-Strand Sintesis System for

RT-PCR (Invitrogen, E.U.A.). De este estuche comercial se utilizaron los

siguientes reactivos:

» 2 ul de Random Hexameros, 1 pl de DNTPs a 25 mM y 2 ul de agua DEPC.

Se Incub6 a 65 °C por 5 min.

Posteriormente se incubd en hielo por 1 minuto.

Se prepar6 una mezcla "Mix" para realizar la retro-transcripcion:

2 pl de solucién amortiguadora para RT 10X

2 ul de MgCl, 50 mM

2 pl de solucion DTT 0.1 M

1 I de solucién inhibidora de RNAasas “RNAsaOUT”

Se colocaron 5 pl del "Mix" a cada uno

se incubo a 2 min a temperatura ambiente.

Posteriormente se afiadio 1 pl de la enzima retrotranscriptasa
SuperScript 1l (SSII) por muestra.

Se incubo a temperatura ambiente por 10 min, después a 42 °C por 50

min y finalmente a 70 °C por 15 min para detener la reaccion.
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El cDNA obtenido a partir de la reaccion anterior, se utilizaron las muestras
correspondientes de LLApreB, LB control y linea celular RHE, para poder realizar
la técnica de PCR. Se utilizaron los cebadores especificos para AChE. Finalmente,

se llevo a cabo una reaccion de PCR normal partiendo de lo siguiente:

» Se utilizé la solucién amortiguadora especial para PCR 10X (NH,4),SO, 166
mM, Tris 670 mM a pH 8.8, MgCl, 67 mM, 3-mercaptoetanol 100mM.
= Se prepard la mezcla maestra para cada muestra (4.5 pl de solucién
amortiguadora PCR 10x, 1 pl de la mezcla con dNTP 25 mM, 1 pl del
cebador u oligo sentido y 1 ul del cebador anti sentido para AChE y 0.3 ul de
la enzima polimerasa GoTag).
= Se utilizaron 25 ul para cada reaccién como volumen final en un tubo para
PCR de 0.5 ml, completando el volumen final con agua MiliQ ultrapura libre
de RNAasas.
= Se agregaron 5 pl del molde de DNAc en cada tubo.
» Cada tubo se introdujo en el termociclador. La PCR comenzé con una
desnaturalizacion a 95 °C. Luego se repitieron los 42 ciclos designados para
la reaccion:
= 30 seg a 95 °C (desnaturalizacion)
= 30 seg a 60 °C (alineamiento)
= 30sega72-°C (elongacion)

» 4 mina72 °C (final de la elongacion)
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Con el fin de ver los productos de la reaccion de PCR, las muestras se corrieron
en un gel de agarosa al 1.2 % en 50 ml de TBE 1X durante 2 h a 70 V.
5.1.11. Solubilizacion de las colinesterasas de médula 0sea, linea

celular REH y células mononucleares por un método secuencial con y
sin detergentes

Para la extraccion de las colinesterasas de medula 6sea, linea celular REH y

células controles, sano se emple6é aprox. < a 0.1 g de tejido en peso humedo.

e Las muestras se homogeneizaron en amortiguador HEPES salino (HEPES
15 mM, NaCl 1 M, MgCl, 50 mM, EGTA 1 mM, EDTA 3 mM, pH 7.5), con
una mezcla de antiproteasas (leupeptina 20 ug, pepstatina 10 ug,

benzamidina 1 mM y aprotinina 20 U), al 10% p/v de amortiguador.

¢ El homogenado inicial se centrifugd a 35,000 rpm durante 1 h a 4 °C en una
centrifuga XL-90 Optima (Beckman, E.U.A), y se colecté el sobrenadante

para separar la AChE soluble o débilmente unida a las membranas (S;).

e El precipitado se homogeneiz6 en amortiguador HEPES salino que
contenia Triton X-100 y/o Brij 97 al 1% p/v. Esta suspension se centrifugo
bajo las mismas condiciones, y se colecto el sobrenadante para obtener la

enzima ligada a las membranas en el sobrenadante (S,).

e Se determiné la actividad de AChE en las dos etapas de extraccion, S; y S..
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5.1.12. Cromatografia hidrofébica en matriz de octil-Sefarosa

La mezcla de los extractos S;+S; de los linfocitos B controles, linea celular REH y

de médula 6sea de leucemia aguda linfoblastica se sometieron a un procedimiento

de cromatografia hidrofébica.

Se depositaron 5 ml de matriz en una columna cromatografica (10 cm X 1

cm)

Se hidrat6 la matriz con 30 volimenes de amortiguador HEPES salino
(HEPES 15 mM pH 7.4, NaCl 1 M, MgCI2 50 mM, EGTA 1 mM, EDTA 3

mM). Dejando pasar el amortiguador por gravedad.

Se transfirieron los volimenes de 0.2-0.4 ml, y se activo a una bomba
peristatica (BioRad, E.U.A,) para pasar la muestra a una velocidad de 0.5
mL por minuto y cada fraccibn se recogid un colector de fracciones
(BioRad, E.U.A.), una vez que la muestra desparecio de la superficie de la
matriz.Se emple6 como fase movil al amortiguador HEPES salino, y se
colectaron 40 fracciones de 0.5 mL cada una, representado la actividad no
retenida, presumiblemente correspondiendo a las formas enzimaticas AChE

hidrofilicas o débilmente anfifilicas.
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Se desligo la fraccion enzimatica retenida por la matriz al pasar como fase
movil al amortiguador HEPES 10 mM pH 7.4 con Triton X-100 al 2% (P/V),

representando a las formas enziméticas de caracter anfifilico.

5.1.13. Determinacion de la actividad acetilcolinesterasa en cubeta
espectrofométrica

Para estimar en la médula 6sea, células controles y la linea celular REH pre-B, la

actividad en cada una de las fracciones, se emple6 el método de Ellman y

colaboradores (1961).

Se estimo la actividad en un volumen final de 1 ml. En una cubeta de
cuarzo de 1.5 ml de capacidad, se deposité6 amortiguador fosfato 10 mM pH
8.0, 25 ul de Iso-OMPA (50 uM) (inhibidor de la actividad

butirilcolinesterasa), 30 ul de DTNB (0.33 mM) y 25 ul de la muestra.

Se agitd la cubeta y la mezcla se dejé incubar por 20-30 minutos a
temperatura ambiente. Para que el DTNB reaccionara con los grupos tioles
de la muestra. Se leyo la absorbancia a 412 nm para determinar que la

lectura fuera constante.

Se afadieron 25 uL de acetiltiocolina (1 mM), se agité la cubeta y se
registro la absorbancia frente a una cubeta “blanco” que contenia todos los
reactivos, excepto la muestra, cuyo volumen fue substituido por

amortiguador fosfato.

69



La actividad AChE se expres6 en nmoles de sustrato hidrolizados por hora 'y
por mililitro de muestra (nanomoles x h™* x mI* o U/ml), el cual se obtuvo al
multiplicar el aumento proporcional de la absorbancia por minuto, por un
factor que resulto del cociente del volumen total por el volumen de muestra,
expresados en mililitros, multiplicado por 60 y 1000, los cuales son factores
de conversién, divididos entre el coeficiente de extincién molar, 1.36 x 10*
Mt xcm™.

5.1.14. Determinacién de la actividad acetilcolinesterasa en placas
de microtitulacién

Para estimar en la médula 0sea, células controles y la linea celular pre-B REH, la
actividad en experimentos de interaccion con lectinas, se empled el método de

Ellman adaptado a un microensayo (Campoy. y col. 1992).

El volumen final de reaccion fue de 275 ul, donde las concentraciones de
los reactivos (substrato, inhibidor de la actividad BuChE y DTNB) fueron las
mismas que para la valoracion en cubeta. Aunque, el amortiguador fosfato

se ajustd a pH 7.5.

e Se agregaron 25 ul de muestra a estimar por triplicado, en pocillos
seleccionados en una placa de microtitulacion (Greiner, Alemania) y en

otros pocillos “blanco” se puso agua (tetraplicado).
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Se afiadieron 225 ul del medio de reaccion (Amortiguador fosfato 100 mM,

pH 8.0 con DTNB 0.33 mM, Iso-OMPA 50uM).

Se incubd la microplaca por 20-30 minutos a temperatura ambiente. Para

que el DTNB interaccionara con los grupos tioles de las proteinas.

Se afadieron 25 ul de ioduro de acetiltiocolina (11 mM), la microplaca se

agito.

Se leyeron las absorbancias a 405 nm en un lector de microplacas de

titulacion (Biotek, E.U.A)).

5.1.15. Determinacion del contenido de proteinas totales

El contenido de proteinas totales en cada una de las etapas de extraccion se

estimo por el método de Bradford (1976).

Se elaboraron dos rectas patron a partir de una solucion de albumina de

suero bovino (BSA) 5 pg/10mL y otra de 28.2 ug/10mL.

En una microplaca de titulacion se afiadieron de la solucion de BSA, los
volimenes de 0, 2, 4, 8, 10 pl y se completaron a 10 ul con agua

desionizada.

Se diluyeron las muestras problema con agua desionizada (1:10 V/V) y se

agregaron 10 pl de cada muestra por tetraplicado.
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e Se agregaron 200 ul del reactivo de Bradford, incubando durante 5 minutos

a temperatura ambiente

e Se ley6 la absorbancia a 595 nm de longitud de onda.

e Se calcularon los contenidos de proteinas en cada muestra problema, con
los valores de la pendiente y ordenada al origen calculados a partir de la
curva de calibracion a partir de la curva de calibracion realizada de manera

extemporanea.

5.1.16. Analisis de la glicosilaciéon de la acetilcolinesterasa

La naturaleza de los azlcares terminales en las glicoproteinas se consiguio
empleando lectinas de distinta especificidad; Concanavalina ensiformis (Con A-
Sefarosa), Lens culinaris (LCA - Sefarosa), Triticum vulgaris (WGA-agarosa) y
Ricinus communis-I (RCA-agarosa). En el caso, de las células REH se mezclaron
los extractos de tres cultivos. En el caso de las muestras de médula 6sea, la

interaccion fue individual (n=3).

e Se mezclaron las fracciones S; y S, en volumenes iguales.

e Se incubaron dos volimenes de la mezcla con un volumen de cada una de

las lectinas inmovilizadas durante 18 h a 4 °C, en agitacion constante.

e La mezcla se centrifugdb a 10, 000 X g por 5 min, para precipitar los

complejos lectina-AChE.
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e Se determiné la actividad AChE en los sobrenadantes por triplicado

siguiendo el método de microplaca.

e Se utiliz6 como control de enzima de union inespecifica a la matriz inerte a
la Sepharose-4B. El porcentaje de interaccion se obtuvo comparando con la
actividad del control y la calculada en los sobrenadantes, tras la interaccion

con las lectinas.

6. Resultados y Discusion

6.1. Analisis por citometria de flujo de las muestras
hematopoyéticas analizadas

Sangre completa

Las muestras de sangre periférica de los nifios control se sometieron al analisis de
citometria de flujo, en primera instancia se analiz6 la granulosidad y complejidad
de la presencia de las tres poblaciones celulares. En la Figura 5, se muestra un
analisis tipo de la muestra de sangre completa donde se seleccioné una regién
gue correspondié a los leucocitos. Las muestras de sangre se incubaron con un
anticuerpo anti-CD19 y se sometieron a un analisis de citometria flujo donde se
observaron dos poblaciones, una CD19- y una CD19+ representando que, el nivel
de fluorescencia se mostrd una poblacion plenamente definida como células CD19

positivas que representaron a los linfocitos B o células pre-B en el caso de la linea
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celular REH, o muestras procedentes de la médula O0sea de pacientes con

leucemia (Figura 6).

Las muestras de sangre completa se sometieron a separacion en gradientes de
densidad de lymphoprep, donde se colectaron las interfaces enriquecidas en
leucocitos. Luego, se sometieron a separacion magnética usando dos anticuerpos
contra el marcador de superficie CD19; uno conjugado con perlas magnéticas
(purificacién de células CD19+), y otro conjugado con el fluorocromo tiocianato de
fluoresceina (identificacion de células CD19* por citometria de flujo). En la figura 5
se muestra la distribucién de linfocitos CD19+ en un analisis de citometria de flujo,
evidente la presencia de una poblacion con valores altos de fluorescencia,

localizada en el cuadrante superior izquierdo.
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Figura 6. Andlisis de la expresion del
marcador de superficie para linfocitos B
con el anticuerpo conjugado con el
fluorocromo ficoeritrina (PE) de una
muestra de sangre completa del grupo
control. En el histograma se muestran dos
poblaciones celulares plenamente distinta: La
region M1, que representan a las células
negativas al anticuerpo anti-CD19 y la region
M2, las cuales son células que fueron
positivasal marcador de superficie especifico
de linfocitos B.
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Figura 5. Analisis de citometria
flujo de una muestra de sangre
completa del grupo control sin
marcaje diferencial. Para verificar la
existencia y distribucibn de las
diferentes poblaciones de linaje
hematopoyético. En un ovalo, se
remarco la poblacion linfoide que se
localizada por su tamafio de entre 200
y 400 FSC-H
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Figura 7. Linfocitos CD19+ analizados por citometria de flujo .Los
leucocitos mononucleares separados por gradientes de densidad
(Lymphopred) se incubaron con dos anticuerpos: 1) Anti-CD19 conjugado
con perlas magnéticas y 2) Anti-CD19 conjugado con tiocinato de
fluoresceina (FITC). Se realiz6 la separacion magnética y las células
retenidas se sometieron a andlisis de citometria de flujo.

A partir de los analisis de citometria de flujo de las inmunopurificaciones con la
estrategia de anticuerpos conjugados con perlas magnéticas, se confeccioné la
Tabla 6, donde se observa que se consiguié obtener linfocitos B en elevado nivel

de pureza
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Tipo celular Obtencién de tejido % de Viabilidad % de células

recuperacion LB

Células control 10 nifios <85 85 <90

Células LLA-PreB 3 pacientes nuevo <85 90 <90
diagnostico

Linea REH 3cultivos celulares 100 100 100

Cel. LMA (ausencia 1 paciente de nuevo >5 90 <85

de LB) diagnostico

Tabla 6. Porcentaje de purifucacién por separacién magnetica, viavilidad de linfocitos B
obtenidos de medula osea, linficitos de sangre periferica y la linea celular RHE.

6.2. Extraccién de proteinas por método secuencial de
amortiguadores sin y con Triton X-100

Debido a que las membranas biolégicas basicamente estdn constituidas por
bicapas lipidicas en las cuales estan incluidas proteinas periféricas o extrinsecas
(Capaldi, 1982). Para la extraccion de la membrana de ambos tipos de proteinas,
se ha considerado que el procedimiento es la aplicacion de un método en dos
secuencial de dos etapas; en la primera, de manera preferencial se extraen las
proteinas asociadas débilmente a la membrana con un amortiguador salino y en la
segunda el amortiguador mas algun detergente biolégico como Triton X-100.
(Stieger y Brodbeck, 1985). Como resultado de ese método en los linfocitos B, el

contenido total de proteinas fue de 0.702 mg/ml con una D.E de 0.026 y un
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porcentaje de (S; con 59% y S, con 41 %). En tanto que, en la ausencia total de
linfocitos B, como es el caso de la leucemia mieloblastica aguda (LMA), la
concentracion de proteinas totales fue 0.576 mg/ml con una D.E 0.027 y un
porcentaje de (S; con 44% y S, con 56%) Sin embargo, los contenidos fueron
mayores en la leucemia linfoblastica aguda con 0.639 mg/ml con una D.E 0.030 y
un porcentaje de(S; con 64% y S, con 36%) y la linea celular REH (0.853 mg/mi
D.E. 0.028 y un porcentaje (S1 con 53% y S, con 47%) en el contenido de
proteinas totales. Lo cual evidencié que la extraccion de proteinas de membrana
fue el 6ptimo en los tejidos sanos y patoldgicos para su analisis, demostrando que
en el caso de la linea REH pre-B se observo una disminucién con respecto al
control y hubo un mayor contenido de proteinas totales en LMA que en el resto de
las muestras analizadas, ya que con respecto al control el aumento es notorio. En
relacion con estos datos analizados, se observado que en las neoplasias y en
particular las leucemias mieloblasticas se presentan una des-regulacion proteica

generalizada.

Se ha sugerido que en el proteoma total de una célula eucarionte, las proteinas de
membrana comprenden el 25% (Krogh et al, 2001). Muchas de las propiedades
alteradas en las células malignas se relacionan con alteraciones en las funciones
de la membrana plasmatica, que se asocian con una disminucién 0 un aumento en
el contenido de proteinas particulares (Hynes, 1976). Por lo que, se podria

suponer que en las células leucémicas ocurre una desregulacion en los genes que

78



codifican para proteinas, que les favorecen la proliferacion, migracién y adhesion

celular, indispensables para mantener su propiedad de inmortalidad.

1.000

0.500 -

Proteinas totales (mg/ml)

0.000 -
Control LLA Pre-B REH LMA

Figura 8. Variaciones en el contenido de proteinas totales en varios
tipos de células leucémicas en relacion a linfocitos totales. El
contenido de proteinas de determind por el método de Bradford. Los
valores mostrados representan en promedio de cuando menos tres
muestras en cada caso, estimadas por triplicado en cada caso.

Se han establecido diferencias en el patron de proteinas sintetizadas entre
linfocitos b y células leucémicas linfociticas demostrando diferencias en la sintesis
de proteinas (Battisti, y col. 2009). En algunas lineas celulares linfoides, la
identificacion de proteinas de membrana puede emplearse para la identificacion

de la susceptibilidad, la resistencia a drogas y como factor pronéstico (Gez y col.

2007).
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Se sabe que algunas proteinas presentan un pequefio niumero de aminoacidos
que constituyen el dominio transmembrana que atraviesa la bicapa y dominios
hidrofilicos de mayor tamafio a uno o ambos lados de la membrana (Sudhof y col.,
1985) vy otras proteinas contienen una sola region hidrofilica y el dominio
hidrofébico no siempre cruza la membrana y puede adoptar una orientacion
relativamente variable en la bicapa (Thompson, 1993). Tal es el caso de algunas

de las formas moleculares de la AChE-H o AChE-T.

Originalmente, se presumié que las interacciones entre proteinas y lipidos, son los
que proporcionan a la membrana su integridad estructural y que eran de
naturaleza no covalente. Posteriormente, se observé que algunas proteinas de
membrana altamente purificadas contenian lipidos unidos covalentemente. En
ocasiones, las proteinas tienen acidos grasos unidos por enlaces amida, tioéster,
o éster a residuos de aminoacidos. Estos lipidos pueden participar en el anclaje de
la proteina o desempefiar otra tipo de funcion que no sea meramente de anclaje
(Stephenson y col., 1995; Massoulie y col.,2005). Algunas proteinas contienen
residuos de glicofosfatidilinositol (GFI) unidos covalentemente al polipéptido,
donde el fosfolipido constituye el modo de anclaje a la membrana, tal es el caso
de una de las forma molecular de la AChE-H que esta unida a un tallo (GFI) de

este tipo que alcanzarian altos niveles presentes en el sobrenadante S,.

Las diferencias en los niveles de solubilizacion de proteinas débilmente unidas a
membrana presentes en fraccidén (S;) o las fuertemente unidas a membrana (S,),
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al realizar el analisis por separado de ambas fracciones, hubo un aumento ligero
en el contenido de proteinas en el homogeneizado sin detergente en las células
REH leucémicas pre-B. Este efecto podria relacionarse a una sintesis anormal en
las células leucémicas causado primordialmente por las caracteristicas de la
patolégicas de las leucemias y los canceres, pero no asi en las células de médula

Osea de leucemia aguda linfoblatica o de la leucemia mielode aguda (Figura 9).
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Figura 9. Comparacién del contenido de proteinas totales extraido
bajo un método secuencial sin o con el detergente Triton X-100. Las
proteinas se extrajeron en una relacion p/v 1:10 en amortiguador Hepes
con sales (S1) y Triton X-100 al 1% p/v (S2). El contenido de proteinas se
determiné por el método de Bradford. Los valores mostrados representan
en promedio de cuando menos tres muestras en cada tipo celular. En
cada caso, cada muestra se estimé por triplicado.
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En tanto que en el contenido de proteinas totales en la fraccion extraida con Triton
X-100 en la linea celular fue mayor en comparacion con los valores estimados en
los linfocitos B control. La conducta in vivo e in vitro de las células neoplasicas o
transformadas difiere de las células normales en su capacidad proliferativa.
Debido a que no estan restringidas por los puntos de restriccion que regulan de
crecimiento celular (Hynes, 1976). Un factor importante en el crecimiento de las
células en cultivo de tejidos depende de la densidad celular. Se ha observado que
la transformacién celular por virus, agentes quimicos o fisicos altera muchas
propiedades celulares especialmente aquellas relacionadas con la membrana

plasmatica (Mayani y cols. 2007; Pitot. 1981).

Los cultivos celulares son ampliamente recomendados como modelo in vitro para
el estudio de transformacién maligna, algunos tipos celulares incluyen: los
fibroblastos, los mioblastos y los linfocitos (Hynes, 1976). Dentro de éstos ultimos
tipos celulares se encuentra la linea celular REH, que bajo las condiciones de
cultivo en que se propagaron, mostraron algunas caracteristicas funcionales como
modelo de LLA pre-B, debido a presentan los receptores y/o traduce los efectos de
factores de crecimiento presentes en el suero o a través de la comunidad celular.
Tal es el caso de la expresion del marcador de superficie CD19 que se empleo

como caracteristica de referencia para purificar a los linfocitos B controles.
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6.3 Extraccion de la actividad acetilcolinesterasa

Se realizo el analisis de la actividad acetilcolinesterasa total extraida de los
diversos tipos celulares hematopoyéticos comprometidas tipo B. En la figura 10, se
muestra la comparacion de los valores obtenidos de los linfocitos B control con
diversos grupos de células leucemias. Donde se observé que hubo un aumento
significativo (p< 0.002) en las células B purificadas de la médula ésea de la
leucemia linfocitica aguda (LLA pre-B), y un comportamiento contrario, fue
evidenciado en la linea celular REH que se emple6 como modelo homologo de
leucemia linfoblastica aguda pre-B. En las células de la leucemia mieloide aguda

se observo una mayor actividad AChE total que las células B control.
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Figura 10. Actividad acetilcolinesterasa total extraida de linfocitos B control y
células leucémicastipo linfoblatica y mieloide. Una unidad de actividad
acetilcolinesterasa representa la hidrélisis de la acetiltiocolina por hora, en dos formatos:
Lado izquierdo, actividad expresada por unidad de volumen y lado derecho, actividad
expresada en relacién a un miligramo de proteina. Los valores mostrados representan el
promedio y la desviacion estandar de cuando menos tres muestras en ambos caso de la
linea celular REH, leucemia linfoblastica aguda pre B (LLA-preB) y leucemia
mieloblastica aguda (LMA), los linfocitos B controles. Las mediciones se realizaron por
tripilicado en cada caso. Los valores se compararon por la prueba de U de Mann-
Whitney respecto al grupo control * U= 1.404, p= 0.198 con g.I = 6. £ U= 5.441 con una
p <0.002 con g.I=6 y a =0.05.
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Las diferencias observadas en los valores de la actividad AChE entre la linea
celular REH y LLA pre-B podria relacionarse con varios factores que incluyen el
nivel de transformacion, que se han generado por la condiciéon de propagacion in
vitro, y por otro lado, el aislamiento de células clonales de linfocitos B representan

un momento de diferenciacion (Paranau y col., 2000; Kawuachima y Fuji., 2003)

Las preparaciones ricas en proteinas solubles o débilmente unidas a membrana y
las fracciones con alto contenido de proteinas hidrofobicas se logran a través del
método de extraccion secuencial de un tejido con amortiguadores salinos sin 'y con
detergentes (extractos S; y S,, respectivamente). Ademas, es conveniente incluir
en el medio de extraccién un conjunto de inhibidores de proteasas, ya que al
disgregar el tejido se liberan las proteasas intracelulares, lo que puede afectar
seriamente al numero y distribucibn de las formas enziméaticas de la

acetilcolinesterasa, por ser éstas sensibles al ataque proteolitico.

La actividad acetilcolinesterasa de los diferentes tipos celulares hematopoyéticos
solubilizada con los distintos amortiguadores de extraccion, mostraron que hubo
una mayor solubilizacion de la AChE con el amortiguador conteniendo al
detergente Triton X-100, observandose los siguientes resultados, LLA-pre B (Si:
4% y S,: 96% de extraccion), células control (S;: 11% y S,: 89% de extraccion) y

leucemia tipo B REH (S1: 9% y S,: 91% de extraccion), con excepcion de LMA (Si:
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47% y S,: 53% de extraccion) que al parecer la solubilizacion es similar con

ambos amortiguadores.

Este aumento de la actividad estimada en S, podria estar sustentada en la
expresion del transcrito AChE-H que puede codificar AChE con capacidad de
formar, mondémeros y/o dimeros hidrofébicos anclados a membrana con un tallo

glicofosfatidilinositol.

La mejor solubilizacién de las enzimas con el detergente (S,), se puede relacionar
con el siguiente hecho: en las células hematopoyéticas, principalmente en
eritrocitos, se ha establecido que expresan de manera predominante las formas
hidrofébicas de la acetilcolinesterasa (Lev-Lehman y col., 1997; Grisaru y col.,
2001); y el haber solubilizado a las enzimas con fuerza i6nica se debe al hecho: de
gque en estados alterados de proliferacion se expresa la forma molecular

monomeérica hidrofilica AChE-R (Pick y col., 2004).

Las proteinas intrinsecas son poco estables en medios acuosos, aumentando su
estabilidad conformacional cuando el medio contiene detergentes. Para las
proteinas fuertemente ligadas a la membrana donde las fuerzas iGnicas no son
suficientes para la extraccion de la actividad acetilcolinesterasa, estas son
solubilizadas usando amortiguador con Triton X-100. EI Triton X-100 es el
detergente mas empleado para solubilizar a las colinesterasas de numerosos tejidos
(Gisiger y Stephens, 1983; Rotundo, 1984; Mufioz Delgado y Vidal, 1987; Toutant y

Massoulié, 1988; Bon y col., 1991; Verdiére-Sahuqué y col., 1991; Hodges-Savola y
86



Fernandez, 1991; Sanchez-Chavez y col., 1995). También se han empleado otros
detergentes como C12E9, octilglucésido y sales biliares (Mufioz-Delgado y Vidal,
1987) o Brij-96 (Moral-Naranjo y col., 1997). Como las proteinas de membrana
presentan interacciones ionicas, ademas de las hidrofébicas, es conveniente afiadir

altas concentraciones de NaCl a las soluciones amortiguadoras de solubilizacion.

En cuanto al comportamiento en los valores de actividad AChE en el extracto S;
que preferencialmente corresponderia a las proteinas débilmente unidas a la
membrana, se podria sospechar la presencia de la variante monoméricas soluble

AChE-R.

En las células controles la actividad AChE en la fraccion S, fue de 111mU/ml, al
evaluar la actividad enzimética de AChE en la linea celular REH logra notarse que
fue de 3mU/ml, que no se correlacionaron con los valores estimados en las
fracciones extraidas de la médula 6sea de pacientes con LLA Pre-B, debido a que
la linea celular mostré una menor actividad en cuanto a la AChE extraida y

calculada en mU/ml.

En el analisis relacionado a ambas leucemias en la actividad AChE se observo
gue no mostraron el mismo comportamiento, a pesar de que ambas representan
neoplasias de células hematopoyéticas. Es notorio que los linajes que se expresan
en estas patologia la actividad acetilcolinesterasa fue diferente, demostrando que
existia una expresién distinta entre las células hematopoyéticas dependiendo de

su estirpe. La LLA-Pre-B representa en un 100% a células linfoides de tipo B y
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LMA que representan un 90% de células mieloblasticas y ausencia total de
células B, esta diferencia en linaje podria ser parte de la respuesta a la distinta

actividad AChE entre ambas patologias leucémicas.

Este acercamiento en ambas neoplasias nos permiti6 determinar que la
acetilcolinesterasa sufre diferentes alteraciones en los niveles de actividad en
ambos procesos patologicos, siendo una evidencia de que la actividad de la
acetilcolinesterasa, es tejido dependiente y no esta obligada a actuar de manera
generalizada en los tejidos. Incluso si ambos tejidos son tejidos hematopoyéticos,
por lo cual cabe sefalar que si se desea hacer un estudio detallado de su

comportamiento es necesario delimitar claramente el tejido a analizar.

Con el proposito de determinar los niveles de enzima acetilcolinesterasa
hidrofilica, que confirmara su solubilizacién, se decidié analizar la interaccién de
los extractos S1+S;, con matrices de afinidad hidrofobica. En el siguiente apartado

se describen los resultados obtenidos al respecto.

6.4. Determinacion del caracter hidrofilico o hidrofébico de las

especies enziméaticas acetilcolinesterasa

La confirmacion del caracter hidrodinamico de la enzima se logré cuando la
mezcla S; y S; de los extractos de cada una de las muestras de células
hematopoyéticas de linfocitos B controles, linfocitos LLA pre-B y la linea REH,

fueron sometidas a una cromatografia hidrofébica para la determinacion del
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caracter hidrofilico y/o hidrofébico de la acetilcolinesterasa presente en los
extractos. Los soportes de cromatografia por afinidad sirven para identificar
regiones especificas de la acetilcolinesterasa de acuerdo al caracter hidrofébico
especifico. La caracteristica sobresaliente de la cromatografia por afinidad es la
capacidad selectivamente para separar de una mezcla proteinica compleja, a una
proteina por su caracter hidrofébico en particular o un pequefio nimero de ellas

(Gomez, 1999, 2000).

En la cromatografia hidrofobica, la fase estacionaria esta compuesta por el soporte
inerte (agarosa, sefarosa, entre otros) y grupos adicionados como el alcohol
octilico, grupos bencénicos u otros grupos hidré6fobos como hidrocarburos (C4, C8
o C18), los cuales sirven para interaccionar con los centros hidrofobos de las
proteinas que son expuestos por exceso de salinidad, a lo que se ha denominado
hidrofobicidad superficial. Las regiones hidrofébicas interaccionan con los grupos
hidrofébicos de la matriz cromatografica, proceso que resulta termodinamicamente

favorable (Lesser y col., 1987).

La primera etapa estaria determinada por el tipo de sal utilizada (especialmente
caotropicas) y la segunda etapa resulta ser una etapa de cinética de separacion
mas lenta que depende de la hidrofobicidad de la proteina y de acuerdo a la matriz

(Sofer y Hagel., 1998; Tomaz y cols, 2002).
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En la Figura 11, se muestran los perfiles de separacion en la matriz hidrofobica de
octil-sefarosa de los extractos en células B control y células leucémicas pre-B,
observandose que comparten un patrén similar. En los linfocitos B y células REH,
se present6 un primer pico que se despego de la columna con amortiguador salino
con elevada fuerza ionica (Hepes y NaCl, 1M), representando especies de
acetilcolinesterasa con caracter hidrofiilico, que podria estar relacionado con la
expresion de los transcritos AChE-R, que se esperarian en celulas
hematopoyeticas. Se observdG un segundo pico con mayor actividad
acetilcolinesterasa recuperada cuando empled amortiguador Hepes con Triton X-
100 al 2%, que correspondieron a especies enzimaticas de la acetilcolinesterasa
hidrofébica, que podrian estar relacionadas con la expresion de los transcritos
AChE-H, que se conoce codifican para dimeros anclados a la membrana por

enlaces glicofosfatidilinositol.
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Figura 11. Perfiles de separacion de actividad acetilcolinesterasa a partir
de la mezcla S1+S2 de extractos en linfocitos B y células leucémicas pre-
B en matriz hidrofébica de octil-sefarosa. En la figura (A) se observan dos
picos, el primero represent6 a las enzimas hidrofilicas se eluyeron libremente
con amortiguador Tris-HCI salino pH 7.4 (No retenidas, NR), y hubo actividad
gue requirié el empleo Hepes con Triton al 2% (V/V), que representaron a las
enzimas hidrofébicas. La actividad AChE en cada fraccion colectada se
determiné por un método de Ellman por el micrométodo. En el perfil de la linea
LLA-preB eliminar o ajustar el pico de mayor actividad, a la forma de la curva
inferior. Las Flechas claras marcan las fraciones hidrofilicas (solo con
amortiguador salino) y las obscuras marcan las hidrofobicas (despegadas con
amorortiguador salino + Triton X-100).

La tendencia de separacion de las enzimas AChE con caracter hidrofilico fue
similar con el nivel de actividad extraida solo con fuerza idnica (S1) que coincide
en los linfocitos B control, y células REH, pero no con las células de médula 6sea
de la leucemia linfocitica aguda, donde a pesar de haberse estimado la actividad

mU/mg y mU/ml de AChE en la extraccion, se observé que la actividad en S;

91



correspondieron a las formas debilmente unidas a la membrana que podrian
representar las formas moleculares AChE-R, el cual se ha determinado en altos
niveles en proliferacion activa y en las células hematopoyeticas, pero el primer
pico no es evidente. No obstante, hubo una mayor actividad acetilcolinesterasa
recuperada, la cual concuerda con las estimaciones en mU/ml y mU/mg de la
fraccion S, donde se encontré una mayor actividad de AChE. Al realizar el analisis
de hidrofobicidad del segundo pico que corresponde a las formas hidrobicas, como
lo es la forma molecular AChE-H, concuerda con el comportamiento de la
actividad y la presencia de éste transcrito, debido a que posee un anclaje GFl a la
membrana, se podria esperar presentarse en el extracto S,, demostrando que en
linfocitos B controles y patoldgicos presentaron un mayor proporcion de formas
moleculares de acetilcolinesterasa de caracter hidrofobico en sus membranas
plasméticas.

6.5. Importancia de la actividad acetilcolinesterasa en la
funcionalidad de los linfocitos

La proliferacion, diferenciacion y muerte de las células hematopoyéticas depende
de tres sistemas de control; a) el sistema inmunologico, a traves de las citocinas,
b) el sistema colinérgico linfoide independiente (Kawashima y Fuji, 2000) y c) el
sistema nervioso parasimpatico, el cual juega un papel en la comunicacion

inmunoneurohumoral (Kawashima y Fuji, 2003, 2004).
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En linfocitos aislados del timo, asi como los nédulos linfaticos, el bazo y sangre
periférica se han identificado componentes de los tejidos nerviosos como son los
receptores muscarinicos (M) y nicotinicos a la acetilcolina, y su capacidad de ser
estimulados por agonistas especificos que evidencia una amplia variedad de

efectos bioquimicos y funcionales (Kawashima y Fuji, 2004).

En linfocitos B y T de sangre periférica, timo, nodulos linfaticos y bazo, se ha
determinado la expresibn de la acetilcolinesterasa. Por andlisis de
inmunodeteccion en papel e inmunohistoquimica, se ha establecido que todos los
linfocitos de sangre periférica expresan inmunoreactividad positiva a la
acetilcolina, acetilcolina-transferasa (enzima que sintetiza a la acetilcolina),
transportador vesicular de aceticolina y receptores muscarinicos tipos M2 y M5

(Tayebati y col., 2002; Skok y col., 2003; Kawashima y Fuji, 2003; 2004).

El patron de inmunoreactividad en las membranas de los linfocitos es similar al

tejido cerebral. La inmunofluorescencia laser confocal, mostré a la AChE difusa en

el citosol y membrana plasmatica. La inmunoreactividad del receptor muscarinico
fue localizada en la membrana plasmatica del linfocito (Tayebati., 2000). Ademas
de que la acetilcolina se ha detectado en los linfocitos circulantes en la sangre de
varias especies. Por otro lado, en los leucocitos mononucleares de sangre
humana, las lineas celulares leucémicas tipo-T, se ha identificado la expresion de

la acetilcolina-transferasa usando PCR e hibridacién DNA-RNA.
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En los linfocitos T estimulados con antigeno o mitdgeno (fitohemaglutinina) a
través del complejo receptor antigénico-CD3 se ha observado la activacion del
sistema colinérgico, evidenciado como un aumento en la sintesis y la liberacién de
la acetilcolina, aumento en la expresion del receptor muscarinicos M5, la actividad
acetilcolinesterasa, la expresion de los transcritos de la acetilcolina-transferasa y

sus receptores (Kawashima y Fuji, 2000).

Se ha propuesto que la acetilcolina participa en la regulacién de la funcién inmune,
A este respecto, la observacion de que la estimulacién del receptor muscarinico
por acetilcolina o agonistas promueve un aumento en los niveles de calcio
intracelular y favorecen la expresion de c-fos y la sintesis de oxido nitrico a través
de los receptores M5 y M7. Mientras, que la estimulacién con acetilcolina de los
receptores nicotinicos en linfocitos B y T causan una sefalizacion rapida y
transitoria de la subunidad alfa-7 del receptor nicotinico Estas evidencia sugieren
que la acetilcolina sintetizada y secretada por los linfocitos B y T actia como un
factor paracrino y/o autocrino que regulan la funciéon inmunolégica (Kaufer y
col.,1998; Kawashima y Fujii, 2004). Una posible confirmacion a lo anterior, se
sustenta en la deteccion de los marcadores colinérgicos en linfocitos B 'y T de
sangre periférica (Skok y col., 2003). Lo anterior, también se apoya en modelos
animales donde la actividad colinérgica linfocitica esta alterada, muestrando

anormalidades inmunolégicas (Kawashima y Fuijii, 2004).
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El analisis en la actividad AChE realizado en diferentes tipos de leucemia: LLA
Pre-B y LMA no mostraron un comportamiento similar. A pesar de que ambas son
neoplasias de células hematopoyéticas es notorio que los linajes que se expresan
en estas patologias, la actividad AChE fue diferente demostrando que existe una
representacion distinta a la actividad AChE en células hematopoyéticas

dependiendo de su estirpe.

La LLA Pre-B que representa en un 100% las células linfoides de tipo B y LMA que
representan una ausencia casi completa en los linfocitos B pero si la presencia de
células mieloblastica, se observé un incremento evidente de S, con respecto a S;

y un ligero aumento de S, en LMA comparado con respecto a S; (Figura 10).

6.6. Andlisis del procesamiento co- y postraduccional de la

acetilcolinesterasa

Las diversas formas moleculares de la AChE provienen de diferentes estadios del
procesamiento de una misma estructura original compleja, y sélo se pueden
distinguir por su estructura cuaternaria, solubilidad, interacciones ionicas o

hidrofébicas, parametros hidrodinAmicos y contenido de carbohidratos

En el procesamiento co- y/o postraduccional de la acetilcolinesterasa, se le
incorporan en determinadas secuencias de la proteina, algunos oligosacaridos
ricos en manosa preformados en el residuo del aminoacido asparagina (Asn). Esto

ocurre en el lumen del reticulo endoplasmico rugoso, y ocurre en los sitios
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potenciales de glicosilacion que siempre se encuentran en una secuencia
consenso caracteristica: Asn-X-Ser/Thr. Durante su transcurso de maduracion en
el Complejo de Golgi, se modifica el oligosacarido rico en manosa, y se le

incorporan otros tipos de monosacaridos (Freire y col., 2002; Saldrup, 2009).

Las diversas formas moleculares de la AChE provienen de diferentes estadios del
procesamiento de una misma estructura original compleja, y s6lo se pueden
distinguir por su estructura cuaternaria, solubilidad, interacciones ionicas o

hidrofébicas, parametros hidrodindmicos y contenido de carbohidratos

Los cambios en la estructura de carbohidratos de la glicoproteinas puede no ser
determinado facilmente por un simple analisis quimico. En una glicoproteina, la
composicién en los monosacaridos incorporados es heterdgenea, haciendo dificil
reconocer las grandes diferencias entre ellas (Hakomori, 1975). Esta caracteristica

hace considerar a las proteinas como marcadores de superficie.

El andlisis que realizamos del proceso de glicosilacion de la AChE mediante la
interaccion de lectinas de alta especificidad hacia mono- y disacéaridos, evidencio
un notorio proceso andmalo en la incorporacion de los oligosacaridos. Con
respecto a la enzima AChE de las células B controles, se observo un 15% de
unién a la aglutinina de Concanavalia ensiformis (Con-A), 29% a la lectina de Lens
culinaris, 37% a la lectina de Triticum vulgaris (WGA) y no se observé union a la
lectina de Ricinus communis (RCA) (Figura 12). Lo anterior sugiere que al menos

algunas isoformas de AChE en células B control presentan N-glicanos sialilados
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con una importante presencia de N-glicanos con presencia de fucosa al,6 en el
primer residuo de GIcNAc. En el caso de la LLA el analisis sugiere que sigue
habiendo la presencia de isoformas N-glicosiladas (Con-A) posiblemente con
mayor presencia de fucosilacion core (LCA) y sialilacion (WGA). En el caso de la
LMA, la baja presencia de unién a las lectinas ConA, LCA y RCA sugieren la
ausencia de N-glicanos sialiados o hiposialilados, sin embargo, la importante
presencia de unibn a WGA, indica la presencia de glicanos sialilados,
posiblemente de tipo O-glicanos frente a la falta de deteccion de estructuras de

tipo N-glicano.

En cuanto, a la linea celular REH pre-B utilizada como parametro para comparar
el proceso de glicosilacion de la acetilcolinesterasa con la misma enzima, pero en
las células tipo B leucémicas, se observo un proceso co-y postraducional alterado,
y no siendo comparable con el patron de interaccidén con el estimado en la enzima
de la LLA-PreB. La acetilcolinesterasa de la la linea REH mostr6 mayores valores
de interaccion, que los determinados en linfocitos B control. Para la aglutinina Con
A fue mayor un 20%, con la lectina aglutinina LCA fue en un 9% y por ultimo, con
la lectina WGA fue en un 7% (Figura 12). Lo anterior indica la presencia de un

componente predominante de N-glicanos sialilados con fucosilacion core.

En la Figura 12, se muestra la comparacion en el perfil de interaccion con lectinas
entre el patron control de union. En el caso de la acetilcolinesterasa extraida de la

LLA-preB éste se modificd. Observandose un aumento en la interaccion con varias
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lectinas: Con-A (2.5%), LCA (16%) y WGA (31%), no se determiné interaccion con

la lectina RCA en ninguno de los dos casos de leucemia.

Siguiendo la comparacion del patron control, ahora con la acetilcolinesterasa
solubilizadas de las células de leucemia mieloide aguda que fue utilizada como
control negativo por la ausencia de linfocitos B, se observé una incorporacion
anomala en los diferentes azlcares; siendo evidente una minima interaccion con
las lectinas Con-A, LCA y RCA, menor al 5%, sélo hubo unién importante con la

lectina WGA con un 48%.

En cuanto, a la linea celular REH pre-B utilizada como parametro para comparar el
proceso de glicosilacién de la acetilcolinesterasa con la misma enzima, pero en las
células tipo B leucémicas, se observd un proceso co-y postraducional alterado, y
no siendo comparable con el patron de interaccion con el estimado en la enzima
de la LLA-PreB. La acetilcolinesterasa de la linea REH mostré6 mayores valores de
interaccidn, que los determinados en linfocitos B control. Para la aglutinina Con A
fue mayor un 20%, con la lectina aglutinina LCA fue en un 9% y por ultimo, con la

lectina WGA fue en un 7% (Figura 12).
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Figura 12. Porcentaje de actividad acetilcolinesterasa en lectinas. Se muestra el
contenido en porcentaje de interacion con lectinas de alta especificidad para la
identificacion de azucares especificos en celulas hematopoyeticas de diversosorigenes.
LB, LLA pre-B, REH y LMA.
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En la acetilcolinesterasa de las células de leucémia linfocitica aguda pre-B, existio
una tendencia a una incorporacién similar de manosa (Con-A), a una mayor
incorporacion de glucosa o manosa asociada centros de fucosa (LCA), y N-
acetilglucosamina o acido sialico (WGA). Un patron completamente distinto fue

evidente en la leucemia mielode aguda.

La observacion anterior, se podria relacionar con el hecho de que la especificidad
de las glicosiltransferasas puede estar sobrelapada para glicoproteinas vy
glicolipidos (Hakomori, 1975). Algunas evidencias en células transformadas
sefialan una baja y/o supresion en actividad en las glicosiltransferasas. En células
de hamster BHK transformadas por virus, se suprime la actividad de la CMP-4cido

sidlico: lactosilceramida sialiltransferasa (Den y col., 1971; Fishman y col., 1974).

Ademas, en la membrana plasmatica de células tumorales se han determinado
cambios en la composicion de residuos de monosacaridos, esto presentan
residuos de sialil-galactosyl o sialil-N-acetil-galactosamil (Gahmberg y Hakomori,
1973). Estos cambios podrian depender del rearreglo genémico que requieren las
células plasmaticas normales y leucémicas en la sintesis de RNA para sustentar
su crecimiento y diferenciacion (Mullinax y col., 1967). En linfocitos de sangre
periferica en que se empleo uridina marcada incorporada en ARN se observé que
aproximadamente un 80% fueron inestables y con una vida corta menor a una

hora (Mullinax y col., 1967).
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Aunque, también se han observado modificaciones en los patrones de los
gangliésidos cuando los leucocitos son transformados por virus tumorales y

carcindégenos quimicos (Hildebrand y col., 1972; Hakomori, 1975).

Como se menciond antes, el proceso de glicosilacion es especifico y depende de
la presencia de los sitios potenciales de N-glicosilacion, cuyo namero varia entre
los organismos. La subunidad catalitica de la AChE de Torpedo -californica
contiene cuatro sitios potenciales de N-glicosilacion (Schumacher y col., 1986,
Lockridge y col., 1987), dos de los cuales son homdlogos a los tres de la
secuencia de la acetilcolinesterasa humana (Soreq y col., 1990). No se sabe, si
todos los sitios se encuentran realmente glicosilados. La eliminacion de estos
sitios por mutagénesis dirigida reduce la secrecion respecto al tipo nativo, y afecta
la actividad de la enzima secretada (Velan y col., 1993). En la Tabla 3 se muestra
la posicidn de los sitios potenciales de N-glicosilacién de la acetilcolinesterasa en
algunos mamiferos. Donde se observa, que los sitios en el humano son

homologos a los de raton y rata.

Un rasgo relevante respecto a la glicosilacién de las subunidades de ambas
enzimas, es gue se trata de un proceso especifico del tejido, por lo que el tamafio
o0 peso de una molécula particular dependera del tejido donde se produzca
(Treskatis y col., 1992). A este respecto, la masa molecular de la subunidad

catalitica de la AChE oscila entre 70- 80 kDa, aunque en algunas especies
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animales alcanza un valor superior (100-110 kDa), como es el caso de la AChE de

cerebro de pollo (Rotundo, 1984).

Ademas, se ha sugerido que la N-glicosilacion ejerce algun control sobre otras
funciones, incluidas la proteccion frente al ataque proteolitico (Lucas y Kreutzberg
1985), o bien, el mantenimiento de las colinesterasas en la circulacién plasmética

(Kronman y col., 1995).

A partir de los resultados obtenidos, se evidencia que las lectinas son una
herramienta de experimentacion que permitieron conocer el proceso de
glicosilacién de la acetilcolinesterasa en linfocitos B y células pre B. Ademas se
han empleado en estudio de los procesos moleculares de ensamblado y secrecion
de las ChEs (Vidal 1996, Cabezas-Herrera y cols., 1997, Moral-Naranjo y cols.,
1997; Gémez y col., 2003).

6.7. Analisis de expresion del gen acetilcolinesterasa a través de
la determinacién de las variantes de transcritos

Como se sefiald en el apartado de las caracteristicas del gen AChE, éste se
encuentra localizado en el cromosoma 7 en la region 922, que presenta amplias
regiones ricas en dimeros guanina-citosina (G-C), que se ha sugerido representa
una zona de alta mutagenicidad a través de traslocaciones, tranposones, y
secuencias especificas de ARS (genes orientados inversamente), ARP (pequefio
péptido en el C-terminal del transcrito AChE-R), secuencias Alu (respuestas a

trasposones). Todas estas modificaciones estructurales gendmicas se ha
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considerado que favorecen la aparicion de algunos tipos de leucemias (Perry y

Soreq, 2001: Massoulié y col., 2005 ).

Se ha propuesto que la acetilcolinesterasa participa en el proceso de la
hematopoyesis a través de la regulacion de la proliferacion de células madres
multipotenciales especificamente en la megacariopoyesis y la trombopoyesis,
debido a que el gen AChE se ha observado que se co-amplifica en la leucemia
mieloide aguda. Ademas, se ha involucrado la apoptosis en las células eritroides y
la diferenciacion mieloide (Stephenson y col., 1995). Sondas de localizacion por
hibridacién in situ sefialan la region 7922 que estan relacionadas con la leucemia
mieloblastica aguda (LMA: M4 y M6) (Saphira y col., 2000: Perry y Soreq, 2001;

Massoulié y col., 2005; Kratz y col., 2008).

En los nifios se asocia el desarrollo de las leucemias con una predisposicion en
transtornos como la anemia de Fanconi, y posiblemente el sindrome de Down, que

produce un cuadro clinico distinto conocido como el sindrome de la monosomia 7.

En el caso de la LLA pre-B, si bien se ha planteado la participacion activa de la
AChE en la descripcion de las leucemias de origen mieloide, sugiriendo la
participacion de la region de g22 del cromosoma 7. Realmente, existe escasa

informacion al respecto.

En la expresion del gen acetilcolinesterasa se ha establecido que ocurre un

proceso de corte-empalme alternativo, generando tres tipos de transcritos que
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codifican a la amplia variedad estructural de formas moleculares. En una primera
instancia, se ajustaron las condiciones de amplificacion. En el Figura 13 se
muestran los productos de amplificacion en linfocitos controles y médula ésea de
LLA pre-B obtenidos en un gradiente en la concemtracion de magnesio. Siendo
una primera evidencia de la expresion de transcritos AChE-H y AChE-R en ambos

tipos celulares.

Células control B transcrito R

Figura 13. Expresion de las variantes en RNAm del gen acetilcolinesterasa
en células de médula 6sea de leucemia linfoblastica aguda (LLA pre-B) y en
linfocitos B control. Los productos de amplificacion en las células de la
leucemia linfoblastica aguda pre-B mostraron una longitud de 273 pb
(representando al transcrito AChE-H. Mientras, que en los linfocitos B control el
amplicon mostro una longitud de 221 pb representando al transcrito AChE-R y
273 pb (AChE-H). Los amplicones se separaron en un gel de agarosa al 1. 2 %
Con diferentes concentraciones de Mg+?
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Con las condiciones Optimas de amplificacion, se realizo el analisis de transcritos
AChE, en el caso de linfocitos B controles y en estado patologico leucemia
linfocitica aguda pre-B, se encontraron los amplicones de los supuestos transcritos
AChE-R y AChE-H, sin haber detectado amplicones que corroboren la presencia
de transcritos tipo AChE-T (Figura 14). Este mismo comportamiento se observé
cuando se comparo la expresion de los transcritos entre linfocitos B controles y la

linea celular REH pre B (Figura 15).

La expresiéon del gen AChE y el posterior proceso de corte y empalme alternativo
en las células B y pre-B, sefiala que el mRNA tipo AChE-H, que contiene los
exones E2-E3-E4-E5, codifica a los dimeros anfifilicos Tipo | que poseen el enlace
glicofosfatidilinositol (GFI) (Soreq y col.1990; Deutsch y col 2002). Este tipo de
dimeros se expresan en las células de la sangre de los mamiferos. La expresion
proteinica AChE-H se corrobor6 en las células B control, las células de médula
Osea de leucemia linfocitica aguda y células REH con la presencia de la proteina
codificada de caracter hidrofobico; a) extraida preferencialmente con el uso de
amortiguador salino conteniendo detergente (Figura 10), b) fraccion enziméatica
retenida por la matriz de octil-sefarosa, que requirié Triton X-100 para ser liberada

del soporte hidrofébico (Figura 11).

El mRNA tipo AChE-R, no sufre corte y unién después del ultimo exdén codificador
del dominio catalitico, y por tanto posee el arreglo E2-E3-E4-14-E5. El extremo C-

terminal de la subunidad R consta de 30 aminoacidos y carece de Cys, por lo que
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las subunidades permanecen como mondmeros (Sternfeld y col 2000). En los
roedores, se expresa de manera significativa en los tejidos embrionarios, y puede
sobre-expresarse en diversas condiciones de estrés (Grisaru y col., 2000, 2001,
2006). La expresion proteinica del mMRNA AChE-R, se corrobor6 en las células B
control y células REH y pre-B con la presencia de la proteina codificada de
caracter hidrofilico; a) extraida preferencialmente con el uso de amortiguador
salino con alta fuerza ionica (Figura 10), b) fracciébn enzimética no retenida por la
matriz de octil-sefarosa, que se colecto liboremente, solo con amortiguador salino y

alta fuerza iénica (Figura 11).

H H &
o7 | 273phi7 30pk ok 273ph7 | 280pk

Figura 13. Expresion del gen acetilcolinesterasa en linfocitos B control y en
las células de la médula 6sea de la leucemia linfocitica aguda (LLA pre-B) (n
= 3) y de linfocitos controles (n = 100). Las células LLA-preB y los linfocitos B
control mostraron la sintesis de los transcritos AChE-H (221 pb) y AChE-R (273
pb). Los productos de amplificacion se separaronen un gel de agarosa al 1.2 %

A partir de los resultados obtenidos, se abre la posibilidad de estudiar los

mecanismos moleculares asociados a la expresion del gen AChE en estados de
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salud y enfermedad, en este caso de las leucemias. Para establecer, las
condiciones en que se altera la expresion del gen —amplificacion y/o supresion,
condiciones de las que depende el proceso de corte-empalme alternativo, los
niveles de control de expresion proteica, modificacion en la actividad y/o expresion
de las glicosiltransferasas y/o glicosidasas que intervienen en el proceso de N-
glicosilacién. La localizacion cromosomica 7922 del gen acetilcolinesterasa se ha
asociado al desarrollo de diversas enfermedades como la enfermedad de
Alzheimer, la enfermedad de Parkinson y las leucemias. Sin embargo, la causa (s)

de estas alteraciones son todavia desconocidas.

A este respecto, se puede considerar que los reordenamientos cromosomicos
podrian resultar en la pérdida rio arriba de factores de transcripcion, sitios de
union, y por lo tanto afectan a la expresion del gene ACHE y su capacidad de
acumulacion de estrés o la exposicion a la lucha contra la AChE. Esto explica las
aberraciones cromosdmicas que involucran 7922 reportados en pacientes con
leucemia, el mayor riesgo de linfoma no-Hodgkin en los agricultores expuestos a
compuestos con actividad anti-colinesterasica. Por lo tanto, puede ser relevante
tanto para la acumulacion inducida por los inhibidores de la proteina
acetilcolinesterasa y la replicacion anormal de este lugar en los linfocitos. Un
posible analisis gendmico y transcripcional apunta, a que el locus AChE
representa una interseccion implicada en muchas vias, que pueden conducir a la

leucemia.
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AChE-R AChE-H AChE-T
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221 pb

Figura 14. La expresion del gen acetilcolinesterasa en linfocitos B control y
la linea celular REH homodloga a LLA pre-B (n=3) y de linfocitos control
(n=100). Los productos de amplificaciébn en ambos tipos celulares fueron AChE-R
(221 pb) y AChE-H (273 pb), que fueron separados en en un gel de agarosa al 1.2
%.

273p
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7. Conclusiones

El elevado nivel de pureza conseguido de los linfocitos B controles, células REH
pre-B y células de médula 6sea de las leucemias aguda linfoblastica aguda
sustentan plenamente los analisis sobre la expresion génica y proteica de la

acetilcolinesterasa.

La condicion neoplésica parece modificar la sintesis de proteinas en las células de
médula 6sea, siendo evidente en la fraccién de formas enzimaticas extraidas con

fuerza id6nica.

La actividad acetilcolinesterasa se mostrd alterada entre los distintos de leucemia
y células REH pre-B respecto a la estimada en las células B controles. La
actividad AChE en la LLA y la LMA fue significativamente mayor, pero menor en la

linea REH.

El andlisis del procesamiento co- y post-traduccional de la acetilcolinesterasa
mediante la interaccién con lectinas mostrd patrones distintos de glicosilacion
entre las células B controles y las células leucémicas, evidencidndose un proceso

de glicosilacion anémalo.

En el estudio de la expresion del gen acetilcolinesterasa en los diferentes tipos de

leucemias, se observo que LLA pre-B expresaron los transcritos AChE-R y AChE-
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H, mismos que se detectaron en los linfocitos B controles. En ningun caso, se

observaron transcritos tipo AChE-T.

La interaccion de los extractos de la LLA pre-B, la linea REH vy los linfocitos B
controles con la matriz hidrofobica, podria considerarse una evidencia clara de que
la proteina codificada por los transcritos AChE-H podrian corresponder a dimeros
anfifilicos anclados a la membrana por un enlace glicofosfatidilinositol, y los

transcritos AChE-R, podrian corresponder a monémeros hidrofilicos.

Finalmente, se considera que la condicién neoplasica modificé la sintesis de

proteinas, la actividad acetilcolinesterasa y el proceso de la glicosilacion.
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8. Perspectivas

A la luz de los resultados anteriores se considera necesario:

e Analizar la expresién de los demas componentes colinérgicos en linfocitos

B,
e Estudiar los factores que modulan la actividad colinérgica en linfocitos B.

e Evaluar la actividad colinérgica en modelos murinos con de trastornos

inmunitarios

e Revisar la modulacion de la funcion linfocitica de Lb través de mAChRs y

nAChRS.
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