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El sabio no dice nunca todo lo que piensa, pero siempre piensa todo lo que dice.
(Aristoteles 384-322 A.C.)

La ciencia humana consiste mas en destruir errores que en descubrir verdades.
(Socrates 470-399 A.C.)

El genio se compone del dos por ciento de talento y del 98 por ciento de perseverante
aplicacion.
(Ludwig Van Beethoven 1770-1827)

Solo la propia y personal experiencia hace al hombre sabio.
(Sigmund Freud 1856-1939)
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RESUMEN

INTRODUCCION

La acetilcolinesterasa (AChE) hidroliza al neurotransmisor acetilcolina tras su liberacién en las
sinapsis colinérgicas. El papel bioldgico de la AChE no estd limitado a la transmision
colinérgica, en tejidos no neuronales se ha detectado actividad acetilcolinesterésica. La AChE se
presenta en formas globulares como mondmeras, dimeras y tetrdmeras unidas 0 no a otros
elementos estructurales y en formas asimétricas como tetrdmeras, octameras y dodecameras
unidos a un tallo colagenico. Las formas moleculares se generan a partir de un gen de 7 Kb,
localizado en el cromosoma 7 de humano en la region g22, el cual da origen a tres transcritos.
ElI RNAm con los exones E2-E3-E4-E6 genera subunidades T. EIl RNAm con E2-E3-E4-E5
genera las subunidades H. En mamiferos se han identificado transcritos R conformados por E2-
E3-E4-14-E5. Es importante conocer cdmo se regula la expresion del gen AChE vy las formas
moleculares que codifica en estados patolégicos de proliferacion celular (leucemias). Para ello
se realizo el analisis de la expresion génica de la acetilcolinesterasa en linfocitos T humanos
normales y en células T leucémicas.

METODOLOGIA

Se obtuvo sangre periférica de personas sanas, de la cual los leucocitos se aislaron por gradiente
de densidad. Los linfocitos T se purificaron con un anticuerpo dirigido contra CD3 adsorbido a
perlas magnéticas. El nivel de pureza de linfocitos T se determind por citometria de flujo
usando anti-CD3-PerCP. Para el analisis de AChE en células leucémicas T se utilizo la linea
celular T Jurkat E6-1. Para analizar la expresion de la AChE humana se disefiaron primers
especificos para los transcritos AChE-H, AChE-T y AChE-R y se determind su nivel de
expresion en ambos tipos celulares por RT-PCR. La AChE de linfocitos T y células Jurkat se
extrajo sin y con Triton X-100. La actividad de AChE se midi6 por el método de Ellman vy el
contenido de proteinas por el procedimiento propuesto por Bradford. La glicosilacion de AChE
se establecio usando lectinas de diferente especificidad. Las formas moleculares de la AChE se
determinaron por el andlisis de sedimentacion en gradientes de sacarosa.

RESULTADOS Y CONCLUSIONES

El andlisis de citometria de flujo de los linfocitos T mostr6 un nivel de pureza del 97%. La
expresion del gen AChE mostré que los transcritos en linfocitos T normales correspondieron al
tipo AChE-H. En tanto que, en las células leucémicas se detectaron transcritos AChE-H vy
AChE-T. En linfocitos T normales la actividad especifica AChE fue semejante en fracciones S;
y S,. Mientras que, en células leucémicas la fraccidn S, presenta menor actividad que S;, lo que
indica que existe mayor AChE no ligada o débilmente ligada a la membrana en células
leucémicas. La AChE presente en los linfocitos T mostr6é incorporacién de glucosa (33%),
manosa (66%), acido sidlico o galactosa (75%) y N-acetil-glucosamina (63%), este hecho
resalta su maduraciéon post-traduccional. En el caso de la enzima en células leucémicas,
alrededor de un 66% present6 glucosa, un 72% incorpor6 manosa, un 67% presenté galactosa o
acido sialico y un 67% con N-acetil-glucosamina, sefialando una alteracion en la maduracion
post-traduccional en las células leucémicas. El andlisis de formas moleculares confirmé que los
transcritos AChE-H se encargaron de la sintesis de dimeros (5.2S) y mondmeros (3.5S)
anclados a la membrana plasméatica por un enlace glicofosfatidilinositol). En las células
leucémicas los transcritos AChE-T producen tetrdmeros hidrofilicos (10.6S), lo cual demostro
una alteracion de la expresion del gen AChE en tales células.
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ABSTRACT

INTRODUCTION

Acetylcholinesterase (AChE) hydrolyzes acetylcholine (ACh) after its release in the cholinergic
synapses. Their biological role is not limited to cholinergic transmission, since it has been also
detected in non-neuronal tissues. AChE shows globular forms like monomers, dimmers and
tetramers with or without structural elements, and asymmetrical forms like tetramers, octamers
and dodecamers bound with a collagenic tail. All these molecular forms are generated from a 7
Kb gene located in the 22 region of chromosome 7 in humans that are processed into one of
three different transcripts. RNAmM’s containing exons E2-E3-E4-E6 generates T subunits
where’s those made of E2-E3-E4-E5, generate H subunits. In mammals has been identified R
transcripts formed by E2-E3-E4-14-E5. It is important to know how it regulates gene expression
AChE and molecular forms which are codified in pathological states of cell proliferation
(leukemia). We made an analysis of the expression of the acetylcholinesterase gene in normal
human T lymphocytes and leukemic T-cells.

METHODOLOGY

Peripheral blood was collected from healthy people; leukocytes were isolated by density
gradients. The T lymphocytes were purified with anti-CD3 adsorbed to magnetic beads. The
purified cells were determined by flow cytometry using anti-CD3-PerCP. The cell line T Jurkat
E6-1 was used for the analysis of AChE in leukemic T cells. Specific primers were designed for
each transcript of AChE human (AChE-H, AChE-T and AChE-R) and the transcripts expression
was determined in both cell types by RT-PCR. The AChE of lymphocytes T and Jurkat cells
were solubilised without and with Triton X-100. The activity of AChE was measured by the
Ellman method and the protein content was measured by the Bradford procedure. The AChE
glycosylation was established using lectins with different specificity. The molecular forms of
AChE were determined by the sedimentation analysis in sucrose gradients.

RESULTS AND CONCLUSIONS

The analysis of flow cytometry has founded a purity of 97% in T lymphocytes. In normal T
lymphocytes the specific activity of the fractions S; and S, was very similar. While in leukemic
cells the fraction S, presents less activity that Sy, this indicated that exist more AChE unbound
or weakly bound to the membrane in leukemic cells.

The transcripts identified in normal T lymphocytes were AChE-H, while in leukemic cells the
transcripts detected were AChE-H and AChE-T. The AChE present in T lymphocytes showed
incorporation of glucose (33%), manose (66%), scialic acid or galactose (75%) and N-
acetylglucosamine (63%), this fact underlines its post-traduccional maturation. In the case of
AChE in leukemic cells, around a 66% present glucose, a 72% present manose, a 67% present
galactose or scialic acid and 67% present N- acetylglucosamine, indicating an alteration in the
post-traductional maturation of the enzyme in leukemic cells. Molecular forms identified in
normal T lymphocytes were amphiphilic dimers (5.2S) and monomers (3.5S) anchored to the
plasma membrane by a glycosilphosphatidilinositol structure, while in leukemic giving rise to
hydrophilic tetramers (10.6S) of AChE, this shows an alteration of AChE gene expression in
this cells.
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1 INTRODUCCION

1.1  Laacetilcolinesterasa y su funcion biologica

La acetilcolinesterasa (AChE) es una enzima que hidroliza rapidamente al
neurotransmisor acetilcolina (ACh) tras su liberacion en las sinapsis colinérgicas,
finalizando la transmisién del impulso nervioso, permitiendo un control temporal

preciso de la contraccion muscular (Soreq y Seidman, 2001).

El papel enzimético clasico de la AChE es la hidrélisis de ACh. Sin embargo, el papel
biolégico de AChE no esta limitado a la transmision colinérgica. Lo anterior se basa en
los altos niveles de esta enzima presentes en tejidos no neuronales, como es el caso de
las células sanguineas; eritrocitos, linfocitos y megacariocitos. Se ha sugerido que la
elevada presencia de la enzima puede funcionar como filtro regulador de los altos
niveles de ACh circulante. El andlisis de la actividad colinesterasica (ChE) en diversos
tejidos de mamiferos han llevado a establecer que la enzima esta presente en todos los
tejidos y fluidos, excepto las lagrimas, la orina y el sudor, pero se desconoce el
significado de su gran distribucion (Soreq y Seidman, 2001).

A nivel mundial la estructura y funciones de AChE han sido objeto de diversas
investigaciones. No obstante, alin quedan muchas preguntas sin resolver. Tanto en su
mecanismo de accion, los procesos de sintesis y su transporte a través de los
compartimentos celulares. Por otro lado, también se desconoce el significado fisiologico
del variado polimorfismo molecular de la AChE, asi como su papel en la proliferacion y
diferenciacion celular y su posible participacién en otras actividades bioldgicas (Soreq y
Seidman, 2001; Onganer y col., 2006).

1.2 Funciones enzimaticas no colinérgicas alternativas de la acetilcolinesterasa
Dado que la AChE se encuentra en tejidos cuya funcién no depende de ésteres de

colina, se ha sugerido que esta enzima realiza funciones no relacionadas con la

transmision sinaptica. La presencia de AChE en la membrana de eritrocitos, linfocitos y
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otras células sanguineas no ha podido ser correlacionada con funciones especificas.
Algo similar ocurre en el sistema nervioso, en donde neuronas no colinérgicas poseen
actividad AChE vy su liberacion en ciertas circunstancias al espacio extracelular plantea
una incégnita respecto a la funcién que desempefia. La expresion del gen de la AChE en
las etapas tempranas de la embriogénesis indica una posible accion morfogenética
(Appleyard, 1992). Se ha propuesto que AChE puede asociarse con proteinas como [3-
neurexina y neurotactina de tal forma que muestra propiedades de adhesion celular
(Soreq y Seidman, 2001).

La AChE puede hidrolizar otros sustratos no asociados a la transmision neuronal
sinaptica u otros procesos fisiologicos especificos, como ocurre con el &cido
acetilsalicilico y sus derivados neutros (Masson y col., 1998). También puede hidrolizar
sustancia P y actuar sobre encefalinas y sus precursores. Basandose en este ultimo
proceso, se ha propuesto que la AChE participa en la maduracion y degradacion de
neuropéptidos (Goebel y Pourcho, 1992). Ademés de la actividad sobre la substancia P,
existen evidencias experimentales que indican que la AChE tiene actividad peptidasica.
Se ha encontrado actividad triptica y exopeptidasica en preparaciones purificadas de

AChE de electroplaca de anguila y en suero fetal bovino (Checler y col., 1994).

1.3 Formas moleculares de la acetilcolinesterasa

La AChE tiene diversas formas moleculares que proceden de diferentes estadios del
procesamiento de una misma estructura original compleja. Se distinguen entre ellas en
la estructura cuaternaria, solubilidad, interacciones ionicas o hidrofébicas, parametros

hidrodinamicos, composicién y secuencia de carbohidratos (Soreq y Seidman, 2001).

De acuerdo a la forma en que se asocian los diferentes componentes de los complejos,
se han denominado como formas homomeéricas cuando sélo presentan subunidades
cataliticas, para distinguirlas de las heteroméricas, que contienen subunidades
estructurales que incluyen estructuras tipo colagénico (Q) o subunidades hidrofébicas
(P) (Bony col., 1976; Massoulié y col., 1993).
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1.4  Formas moleculares asimétricas y globulares

La AChE se presenta en seis tipos estructurales de asociacion cuaternaria. Las formas
globulares (G) que pueden ser mondémeros (G;), dimeros (G,) y tetrdmeros (G4) con una
subunidad catalitica de unos 75 kDa. Las formas asimétricas (A) contienen uno (A),
dos (As) o0 tres tetrameros (Ajp), asociados a un tallo de naturaleza semejante al
colageno. En esta nomenclatura, el subindice sefiala el nimero de subunidades
cataliticas que conforma cada molécula (Vigny y col., 1979). En la Figura 1 se muestra

la diversidad estructural de la AChE.

HOMOMERICAS HETEROMERICAS
exoén S I exon 6
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GT (exén 4; O)"“ G|H

"read-through") mm m

: i
> < t:n(\‘;s . ~00~ i Ll [ﬁ Vm a
* . B

‘ uw NH3 F&L\IHZ* §
: F 1.
NH; , %& /%
’ 00
S "2
WO O, TR S Con polipéptido hidrofébico
> 8 “0- de anclaje (G})
it (t Lt ~ &“
SLK SRS Ll ¥,
. N3 s
G DOy A Asimétricas (A,,)

N

Unidas a glicolipido (G, ,)

Hidrofilicas (G, )

Figura 1. Formas moleculares de AChE. En primera instancia, se clasifican en formas asimétricas
(A) y globulares (G). Las formas asimétricas en general son heteroméricas, que poseen una subunidad de
anclaje no catalitica semejante al coladgeno (Q). Las moléculas globulares pueden ser heteroméricas u
homomeéricas. Las primeras contienen una proteina no enzimatica, como las G4 asociadas con el
polipéptido hidrofobico (P); las homoméricas solo poseen subunidades enzimaticas que se asocian para
formar dimeros o tetrameros. Las formas globulares pueden ser hidrofilicas (G") o anfifilicas (G"). Hay
dos clases de dimeros y monoémeros anfifilicos (Tipo | y Il). Las moléculas anfifilicas Tipo | tienen un
glicolipido unido, mientras que la naturaleza del dominio hidrofébico de las formas anfifilicas Tipo 1l se
desconoce. En la figura se sefialan los exones que generan el polimorfismo molecular de la AChE
(Tomado de Taylor y Radic, 1994).

15 Glicosilacion de la acetilcolinesterasa

Los restos de carbohidratos presentes en las glicoproteinas pueden estar unidos
covalentemente a las cadenas peptidicas a traves de dos tipos de enlaces glicosidicos.
Los enlaces O glicosidicos que se establecen entre la N acetil D galactosamina

(NAcGal) de la cadena lateral del oligosacarido y el atomo de oxigeno de un resto de
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Ser o Thr. El otro tipo de enlace corresponde a los denominados N glicosidicos que
ocurre entre la N acetil D glucosamina (NAcGIlu) aportada por el oligosacarido y el
nitrégeno amido de un resto de Asn del polipéptido (Rudd y Dwek, 1997).

En los oligosacaridos con uniones N glicosidicas se presenta un "nucleo pentasacarido™
comun, constituido por tres manosas y dos restos NAcGlu. Los restantes azlcares se
unen a este nucleo, lo que da lugar a la gran variedad de estructuras oligosacaridicas que

se encuentran en las glicoproteinas (Froede y Wilson, 1970).

Los oligosacéaridos preformados se incorporan a restos de asparagina de determinadas
secuencias polipeptidicas, esta transferencia ocurre en el reticulo endoplasmatico rugoso
(RER), y se produce en los sitios potenciales o actuales de glicosilacion que siempre se
encuentran en la secuencia consenso caracteristica: Asn-X-Ser/Thr. Esta secuencia es
comun en todas las proteinas N-glicosiladas, donde X indica cualquier aminoécido
distinto de prolina o aspartato (Schumacher y col., 1986).

La incorporacion de residuos de carbohidratos en la estructura de la AChE es especifica
del tejido, por lo que la masa molecular aparente de una enzima dependera del tejido
donde se produzca. Se ha sugerido que la N-glicosilacion podria ejercer algun control
sobre otras funciones, incluidas la proteccion frente al ataque proteolitico, o bien, el

mantenimiento de la AChE en la circulacion plasmatica (Rudd y col., 1997).

Se han venido empleando diversas lectinas por su capacidad de unirse a los
carbohidratos de las colinesterasas para purificar la enzima a partir de diferentes tejidos
(Zanetta y col., 1981). Ademas, las lectinas permiten conocer los procesos moleculares
implicados en la sintesis, ensamblado y procesamiento de las formas mdaltiples de
AChE.

En la Tabla 1 se muestra una lista con diversas lectinas, asi como la especificidad de
cada una hacia determinados oligosacaridos. Estas glicoproteinas estan implicadas en
numerosos procesos bioldgicos, incluyendo el reconocimiento celular y la adhesion. Por

tanto, son utiles para investigar el significado bioldgico de los carbohidratos.
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Tabla 1. Diversas lectinas y su especificidad por monosacaridos

Especificidad
Fuente Monosacarido Oligosacarido
Arachis hypogea Galactosa penultima o Gal-(B1,3)-NAcGal
(PNA) terminal
Canavalia ensiformis a-D-manosa
(Con A) (interna o externa)

0 a-D-Glucosa

Lens culinaris o-D-Manosa Fuc(al,6)NACGIu-
(LCA) (B1,4)-NAcGIlu-Mans
Ricinus communis | Galactosa penultima o D-gal-(p1,4)-NAcGlu
(RCA-I) terminal
Triticum vulgaris NAcGIlu interna o NACcGIlu-p4NAcGIu-
(WGA) terminal, acido sialico B4GIlu

terminal
Ulex europeaus | o-L-Fucosa terminal
(UEA)

1.6 Genética de la acetilcolinesterasa

La complejidad estructural de la AChE humana no se debe a una gran diversidad de
genes que la codifique. Por el contrario, el Unico gen tiene un tamafio de 7 kb y se
localiza en la region g22 del cromosoma 7. Se ha considerado que por s6lo haber una
copia del gen AChE, es de esperar que los elementos que regulan su expresion
respondan a factores activadores especificos en ciertos tejidos y tipos celulares (Getman
y col., 1992).
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El promotor de AChE incluye una region proximal de 600 pb que es esencial para la
expresion del gen de AChE. El promotor incluye motivos consenso para el factor
asociado a leucemia AML1/Runxl, y c-fos, un factor de transcripcién conocido por
regular la expresion del gen de AChE bajo estrés. También, se presenta una region
intensificadora (enhancer) distal del promotor de AChE localizada 17 kb corriente
arriba del inicio de transcripcion de AChE, incluye sitios de union a HNF3 (factor
nuclear de hepatocito 3), un elemento de respuesta a glucocorticoide (GRE) y sitios de
unién para NF-xB, c-fos y C/EBP. El control transcripcional de AChE depende también
de un intensificador interno ubicado dentro del primer intrén, que contiene sitios de
unién para AP1, NF-kB, GATA-3 y STAT (Grisaru y col., 2006; Perry y col., 2002;
Soreq y Seidman, 2001).

En la figura 2 se muestra un diagrama estructural del gen y los distintos transcritos de
RNAmM que codifican a la AChE en humanos. La estructura primaria de la subunidad
catalitica madura de AChE contiene un importante dominio comun de 543 aminoacidos
(mas del 95% del total), seguido de una regién C-terminal variable. Todos los RNAmM
citoplasmaticos de AChE poseen los exones E2 al E4, que generan la secuencia
codificadora invariable con toda la informacién necesaria para ser traducida en una
proteina activa catalitica. EI ensamblado alternativo de los exones E5 y E6 hacia el
extremo 3, proporciona subunidades de AChE que difieren en el caracter anfifilico o
hidrofilico y, por tanto, en su capacidad de asociarse con las membranas celulares
(Soreq y col., 1990). Se puede considerar que las subunidades de AChE proceden de la
transcripcion de varios RNAm, generados por la union de exones comunes (E2-E4) y
variables (14, E5 o E6).

El RNAm tipo AChE-T, a veces denominado AChE-S (de sinaptico) debido a que es el
transcrito principal en cerebro y musculo, es ensamblado con los exones E2-E3-E4 y
E6. La variante de transcrito AChE-T produce mondmeros, dimeros y tetrameros
anfifilicos (G.*, G,* y G4™), tetrdmeros no anfifilicos (G4\*), asi como asociaciones
hetero-oligoméricas con colageno (ColQ), conformando estructuralmente a las formas
asimetricas con tallo colagenico (A4, As y Az, que contienen, uno, dos y tres

tetrameros, respectivamente), o con la proteina transmembranal (PRiMA; Proline Rich
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Membrane Anchor), constituyendo tetrdmeros unidos a membrana (PRiMA-G,") (Dori
y Soreq, 2006; Perrier y col., 2005; Deutsch y col., 2002).

Las formas de AChE A4, Agy Aj, juegan un papel esencial de filtro de exceso de acetil-
colina en las uniones neuromusculares. En tanto, que las formas G,*, G,”, G4~ G4\ y
PRiIMA-G,” representan las formas funcionalmente principales de esta enzima en el
sistema nervioso central donde hidrolizan a la acetilcolina durante la transmision

nerviosa (Dori y Soreq, 2006; Perrier y col., 2005; Deutsch y col., 2002).

El RNAm tipo AChE-H (de hidrofébica), conteniendo los exones E2-E3-E4-E5, que
genera las subunidades H (con restos hidrofobicos del enlace glicofosfatidilinositol,
GPI) que forman los dimeros anfifilicos Tipo | (Soreq y col., 1990). Esta forma esta
presente en la membrana de las células sanguineas (principalmente en los eritrocitos y
las plaquetas). Se ha propuesto que puede jugar un papel de salvaguarda ayudando a
hidrolizar a la ACh que podria difundirse en la corriente sanguinea (Pick y col., 2004;
Deutsch y col., 2002).

En la raya eléctrica Torpedo californica y en mamiferos como la rata y el humano, se
han identificado transcritos AChE-R (del inglés “read-through’) que no sufren corte y
unién después del ultimo exon codificador del dominio catalitico, y por tanto poseen 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., 1999). Esta variante es expresada en células embrionarias, y es inducida
ademas en células maduras de un individuo expuesto a estrés psicolégico y a una

inhibicidn prolongada de la AChE (Meshorer y col., 2002; Perrier y col., 2005).

Se ha reportado que la enzima ACHE-R juega un papel importante en el sistema
inmunoldgico, particularmente controlando respuestas autoinmunes, como la miastenia
gravis, una enfermedad neuromuscular autoinmune y cronica caracterizada por grados
variables de debilidad de los muasculos esqueléticos (voluntarios) del cuerpo. También
se ha mostrado que esta variante juega un papel activo en la proliferacion y

diferenciacion en el sistema hematopoyético y puede estar asociado a su respuesta al
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estrés (Sternfeld y col., 2000; Deutsch y col., 2002). Por otra parte, se ha reportado
recientemente que la sobreexpresion de AChE-R esta asociada a un incremento en la

apoptosis de células germinales en ratones (Mor y col., 2008).

A\ A\ \ cfos
\J \J YY  Runxi/AML1
v v GATA-3
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v  NFxB
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22455
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DNA ] @ | | B N
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Figura 2. Esquema de la estructura del gen de la acetilcolinesterasa humana. El gen de AChE presenta
un promotor proximal (linea roja adyacente a E1), una region enhancer distal (linea roja mas distal) que es
rica en secuencias reguladoras, y el intrén 1 (11) contiene una secuencia enhancer indicada por un punto rojo,
las secuencias reguladoras son mostradas como cufias. Hay tres tipos de RNAm para AChE, que se producen
por el ensamblado de los exones comunes (E2, E3 y E4), con toda la informacidn necesaria para producir una
subunidad activa, el pseudointrén 14 y los exones alternativos E5 y E6 generan las diferentes subunidades de
AChE que difieren en sus propiedades hidrodindmicas y modos de anclaje a las membranas. (Soreq y
Seidman, 2001)

1.7  Efecto de los plaguicidas sobre el proceso catalitico de la acetilcolinesterasa

y sus efectos fisioldgicos

La AChE hidroliza acetilcolina (ACh) generando acetato y colina, alrededor de 25000
moléculas de ACh se transforman en cada centro activo por segundo y esta capacidad,
junto con el bajo valor de la Km (50-100 uM), hace que su eficiencia hidrolitica s6lo
sea superada por la catalasa, consiguiendo un estado de maxima perfeccion catalitica
(Main, 1979).
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La comprension de los detalles del mecanismo de acciéon de la AChE se considera
importante, desde el punto de vista tedrico y préctico, por ser uno de los objetivos de
numerosos plaguicidas y gases nerviosos (Padilla, 1995). A nivel practico se podrian
disefiar agentes plaguicidas que afecten selectivamente al sistema nervioso de insectos

indeseables y que no tengan un impacto negativo en la cadena trofica.

Por otro lado, con el mecanismo de accion de los agentes anticolinesterasicos
plenamente establecido se podran obtener antidotos eficaces en casos de
envenenamiento, accidental o inducido por organofosforados. La AChE esté incluida en
el grupo de las serin-hidrolasas, debido a que presenta en el sitio activo una triada
catalitica conformada por los residuos de histidina-serina-acido glutamico (Padilla,
1995). La reaccidn catalitica se ajusta al siguiente esquema (Schwarz y col., 1995)
1)
ChO-COR + EnzOH ----». EnzO-COR + ChOH

EnzO-COR + OH™ --------- » ‘OCOR + EnzOH

La hidrdlisis de un éster de colina (ChOCOR) por las colinesterasas (EnzOH) transcurre
en dos etapas; en la primera, la enzima se une al sustrato produciendo un intermedio
acil-enzima (EnzO-COR) ya que el grupo acilo queda unido de modo covalente a la
serina del centro activo. En la segunda etapa se libera el grupo acilo.
)
XPO(OR");, + EnzOH ------ » EnzOPO(OR"), + HX

EnzOPO(OR), + B: --------- » B-PO(OR'), + EnzOH

Los esquemas 1 y 2 son utiles para expresar la base molecular de la toxicidad por
organofosforados (Schwarz y col., 1995), la cual se debe a la fosforilacion de la serina
(*®Ser) catalitica, pues se forma un enlace covalente que se hidroliza lentamente o no lo
hace en absoluto. De ahi el caracter irreversible de la unién y la fuerte toxicidad de los
organofosforados (OP). La inactivacion de la AChE por parte de los OP provoca un
aumento en los niveles de ACh por lo que se puede unir repetidamente a diferentes
receptores con la consecuente apertura de diferentes canales que lleva a una excitacion

nerviosa continua que puede provocar la paralisis nerviosa (Schwarz y col., 1995).
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El OP se puede disociar del centro activo con un compuesto nucledfilo potente, como
una oxima B. Los organosulfonatos y carbamatos son también inhibidores irreversibles
de la AChE, aunque de menor eficiencia que los OP, ya que la vida media de la enzima

sulfonilada o carbamilada es menor a la de la enzima fosforilada (Lu y col, 2001).

Los OP son altamente toxicos para los mamiferos; estas sustancias se emplean para
controlar plagas que atacan a los cultivos, al ganado o durante el transporte y
almacenamiento de productos agropecuarios. Los OP mas usados son: paration,

diclorvos, diazinon, dimetoato y malation (Stopford, 1990; Lu y col., 2001).

La absorcion de los OP es rapida a través de la piel y el tracto gastrointestinal. En
algunos pesticidas OP los efectos iniciales de una intoxicacion son evidentes pocos
segundos después del contacto. Los principales sintomas son sudoracion excesiva y
gesticulaciones, si el contacto ha sido dérmico; rigidez respiratoria y secreciones
bronquiales si el contacto se ha producido por inhalacion; nausea y vomitos si éste fue

por ingestion (Lu y col, 2001)

Se ha visto que los OP afectan las respuestas inmunes incluyendo efectos sobre la
produccion de anticuerpos, de IL-2, proliferacion de las células T disminucion de las
células CD5, e incremento de las células CD26 y autoanticuerpos. Sin embargo aun

faltan muchos efectos de los OP sobre las células T por explicar (Li y Kawada, 2006).

Al igual que los plaguicidas OP, los carbamatos son altamente toxicos para los
mamiferos, e inactivan de manera similar a la AChE. Entre los carbamatos conocidos
estan: propoxur (Baygon), carbaryl (Kevin) y aldicarb (Tremik). EI mecanismo de
accion de los carbamatos es similar al de los OP. Los sintomas a una exposicion aguda a
carbamatos consisten en nausea, vomitos, incremento en la sudoracion y salivacion,
vision borrosa, debilidad muscular, espasmos y en casos graves convulsiones (Stopford,
1990).
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1.8  Laexposicién a los plaguicidas y la incidencia de cancer

La exposicion ocupacional o no ocupacional a los compuestos OP se ha asociado a
varios tipos de cancer incluida la leucemia (Brown y col., 1990). El uso de malation se
ha asociado con cancer de mama. Las ratas tratadas con malation desarrollan con mas
frecuencia tumores mamarios incluso 28 meses después del tratamiento.
Aparentemente, esto se debe a cambios en el epitelio de las glandulas mamarias, que
finalmente degeneran en procesos de cancer; dichas alteraciones ocurren a nivel del
sistema nervioso por incremento de la estimulacion colinérgica (Cabello y col., 2001).
También, el malation se ha asociado con el aumento del riesgo de linfoma no Hodgkin y
leucemia, y se tienen evidencias de mutagenicidad en estudios de laboratorio (Cantor y
col., 1992; Kruk y Aboul, 2003)

Los carbamatos también estan relacionados con la formacion de distintos tipos de
cancer. Por ejemplo el carbofurdn es un insecticida de tipo carbamato utilizado en
distintos cultivos destinados a la alimentacion. En personas encargadas de aplicar
pesticida en lowa y Carolina del Norte el riesgo de cancer de pulmén fue 3 veces
superior en operarios con exposiciones superiores a 109 dias respecto de aquellos con
exposiciones menores a 9 dias. Ademas, este comportamiento present6 un patrén dosis-
respuesta importante, destacando tanto el nimero de dias de uso por afio, asi como la

cantidad de afios totales de exposicion (Zheng y col., 2001).

La exposicion a otro carbamato carcinogénico, Carbaryl (Sevin), estd asociado al
desarrollo de tumores en cerebro en nifios y linfomas de tipo no Hodgkin. Algunos
compuestos derivados del carbaryl, como el 1-naftol y el Nitrosocarbaryl son
considerados como mutagénicos. Tambien es capaz de formar compuestos nitrosos

cancerigenos que inducen tumores en el estdmago (Zheng y col., 2001).
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1.9  Niveles de la actividad acetilcolinesterasa en diversos tipos de cancer

La anormalidad del gen de AChE se ha observado en algunos tumores. Existe la perdida
de heterocigosidad en la region 7922 (regioén donde se localiza el gen de AChE) en
canceres de ovario, de mama, de prostata, de higado, y en algunos tipos de leucemias
mieloides (Fisher y col., 1998; Zeng y col., 1999; Neville y col., 2001). En general se ha
observado que los tumores cerebrales y no cerebrales presentan una alteracion de la
actividad colinesterasica. En meningiomas y gliomas la relacion de los niveles AChE
varia en dichos tumores, siendo independiente del grado de malignidad. Los
glioblastomas muestran niveles bajos de AChE en comparacién a los meningiomas y
neuroblastomas que contienen niveles superiores (Saéz-Valero y col., 1996; Vidal,
2005).

En el proceso de megacariocitopoyesis anormal y cancer de ovario, el crecimiento de
las células neoplésicas se ha visto asociado con la elevacién de la actividad de la 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 precancerigenos, como la policitemia vera. Por otro lado se ha observado que la
quimioterapia aplicada a tumores de diverso origen conduce a un aumento de la
actividad de la AChE en plasma (Zakut y col., 1990).

Los cambios tanto en actividad, expresion y amplificacion génica de la AChE en los
carcinomas abren la posibilidad de emplearla como un marcador del proceso
cancerigeno. Es posible, incluso, que su expresion esté relacionada con la causa
primaria de algunos tipos de cancer que implica a las células del sistema
hematopoyético y juegue un papel directo o indirecto en el progreso clinico del mismo.
En este tenor, se ha demostrado que el uso de polinucle6tidos antisentido contra AChE
produce cambios importantes en la hematopoyesis, disminuyendo la apoptosis y
aumentando la supervivencia de las células sanguineas. Utilizando este principio, cabe
la posibilidad de que se altere la proliferacion y diferenciacion de las células, ya sea
normales o neoplésicas, a traves de la manipulacion de la expresion del gen de la AChE
(Lev-Lehmany col., 1994).
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En el cAncer de mama y de pulmén se ha constatado que la actividad enzimatica AChE
y su glicosilacion se encuentran alterados. Entre células de mama normales (MCF10A)
y tumorales (MCF7A) se han encontrado diferencias significativas en la relacion formas
activas/ inactivas. Los datos indican que en tejidos neoplasicos existe una mayor
expresion de la AChE. Las formas activas e inactivas no difieren en su tamafio segun se
desprende de los experimentos en que se empled inmunodeteccién, lo que sugiere que
ambas formas han completado su procesamiento postraduccional (Grisaru y col., 1999;
Ruiz-Espejo y col.,, 2002; Martinez-Moreno y col., 2006). Dada la informacion
disponible sobre la AChE en tejidos cancerosos sabemos que aln faltan por hacer
investigaciones para clarificar los mecanismos moleculares por los cuales la AChE
puede participar en el cancer (Vidal, 2005).

1.10 Leucemia

1.10.1 Leucemiay sus tipos principales

La leucemia es una neoplasia de células hematopoyéticas que afecta una estirpe celular
en particular y conlleva a su proliferacion y expansion. La acumulacion de las células
leucémicas se acompafia de una disminucion del tejido hematopoyético normal en
médula 6sea y posteriormente de la invasion a la sangre periférica y a otros tejidos. Los
analisis de sangre comunes, como el recuento completo de células sanguineas, pueden
proporcionar la primera prueba de leucemia. EI numero total de glébulos blancos puede
ser bajo, normal o elevado, pero la cantidad de glébulos rojos y plaquetas casi siempre
es baja. Lo mas importante es que al examinar al microscopio las muestras de sangre se
observan glébulos blancos muy inmaduros (blastos). Puesto que normalmente no se
observan blastos en la sangre, su presencia es suficiente para diagnosticar leucemia. Sin
embargo, casi siempre se realiza una aspiracion de meédula désea para confirmar el
diagnostico y determinar el tipo de leucemia (Kersey, 1997). En cuanto a su
etiopatogenia, se han descrito factores que predisponen a su desarrollo como la
exposicion a radiaciones ionizantes, farmacos mielotoxicos como la fenilbutazona,
cloranfenicol y compuestos citostaticos, virus y ademas se ha asociado con factores
hereditarios y cromosémicos como los sindromes de Down, Turner y la anemia de

Fanconi (Woessner y Florensa, 2001).
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Existen cuatro tipos principales de leucemia: aguda versus cronica, y linfocitica versus
mieldégena o mieloide. El término aguda significa "de répido desarrollo”. Aunque las
células crecen rapidamente, no pueden madurar de forma adecuada. El término crénica
se refiere a una condicion en la que las células parecen ser maduras, pero no son
completamente normales. Estas se mantienen viables por mayor tiempo y causan una
acumulacién de globulos blancos. Los términos linfocitica y mieloide se refieren a dos
tipos de células diferentes, a partir de las cuales se originan las leucemias. Las
leucemias linfociticas se desarrollan a partir de los linfocitos de la médula dsea. La
leucemia mieldgena (a veces llamada mielocitica) se desarrolla a partir de granulocitos

0 monocitos (Kersey, 1997).

Aunque tanto en nifios como en adultos se pueden desarrollar leucemias, algunos tipos
son mas frecuentes en un grupo de edades que en otro. La mayoria de los casos de
leucemia infantil son del tipo agudo. El Unico tipo de leucemia cronica detectado en
nifios es la leucemia mieldgena cronica, y es muy poco frecuente. La Tabla 2 muestra
los cuatro tipos principales de leucemia, asi como la distribucién de los mismos entre

nifios y adultos (Kersey, 1997).

Tabla 2. Tipos principales de leucemias.

Leucemia linfocitica aguda Leucemia mielégena aguda
= Afecta a nifios y adultos = Afecta a nifios y adultos
= Mas frecuente en nifios = Representa el 80% de los casos de
= Representa cerca del 80% de todos leucemias agudas en adultos y
los casos de leucemia infantil cerca del 20% de los casos de

leucemia infantil

Leucemia linfocitica cronica Leucemia mielégena cronica
= Afecta a adultos = Afecta principalmente a adultos;
= Representa cerca del 30% de todas muy poco frecuente en nifios
las leucemias = Representa el 15% de todas las
leucemias
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1.10.2 Leucemia linfoide aguda

La leucemia linfoide (linfocitica) aguda, tambiéen conocida como leucemia linfoblastica
aguda (LLA) es un tipo de cancer, en el cual la médula 6sea produce linfocitos de
manera no regulada. La leucemia linfatica aguda es el cancer mas frecuente en los
nifios, abarca el 25 por ciento de todos los canceres en nifios menores de 15 afios.
Generalmente afecta a los nifios entre los 3 y los 5 afios de edad pero también se
presenta en los adolescentes y, con menos frecuencia, en los adultos. Su incidencia
anual es de 3 por cada 100 000 nifios y es predominante en varones. En la LLA los
linfocitos también se denominan linfoblastos o células leucémicas (Woessner y
Florensa, 2001).

En México el cancer infantil es la segunda causa de muerte en menores de cuatro a 15
afios de edad. De acuerdo a la Direccion General de Epidemiologia de la Secretaria de
Salud, fue la causa de muerte de dos mil 651 nifios en el afio 2005. Con respecto a la
incidencia, la leucemia linfoide aguda es la neoplasia méas frecuente entre los nifios
mexicanos enfermos de cancer ya que representa el 34.5% de todos los tipos de cancer
en esta edad (Rizo-Rios y col., 2005).

En los casos de LLA, los linfocitos en desarrollo no maduran y por consiguiente su
namero se incrementa significativamente. Los linfocitos pueden desplazar otras células
circulantes en la sangre y la médula 6sea. Si la médula 6sea no produce suficientes
glébulos rojos para transportar oxigeno, se puede padecer anemia. Si la cantidad de
plaquetas es insuficiente para que la sangre se coagule normalmente, se pueden padecer
hemorragias o contusiones facilmente. Los blastos leucémicos proliferan rapidamente y
se diseminan en el flujo sanguineo y se transportan al higado, al bazo, a los ganglios
linfaticos, al cerebro, a los rifiones y a los drganos reproductores, donde continian
creciendo y dividiéndose. Pueden irritar la membrana que recubre el cerebro, causando
meningitis y pueden causar insuficiencia hepatica y renal y dafiar otros érganos (Finch y
col., 1977; Woessner y Florensa, 2001).
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1.10.3 Leucemia linfoide aguda de linaje T

Los dos principales tipos de leucemia linfoide aguda son la leucemia linfoide aguda de
precursores de células B (LLA-B) y la leucemia linfoide aguda de precursores de
células T (LLA T). De estos dos tipos, la LLA T ocupa cerca del 20% de los casos de
leucemia linfoide aguda (Uckuny col., 1996).

Las células relacionadas a LLA T expresan antigenos de diferenciacion que son
encontrados normalmente en precursores de linfocitos a diferentes estados de
maduracion. Los antigenos de diferenciacion celular CD7 y CD3 caracterizan el
inmunofenotipo de la LLA de linaje T. Todos los linfoblastos de la LLA T, expresan el
antigeno de superficie CD7 y los citoplasmaticos CD3, CD2, CD5, CD6, CD45 y TDT.
Entre el 40 y 45% de los linfoblastos T pueden expresar CD10 y CD21 (Uckun vy col.,
1998).

La etiologia de la LLA T no es del todo conocida pero se ha sugerido que es de
naturaleza multifactorial encontrandose influencia de factores ambientales como la
radiacion ionizante, la exposicion a sustancias quimicas, plaguicidas, drogas y agentes
alquilantes. Finalmente, la LLA T se ha asociado con el contacto previo con los virus
linfotrépicos de células T humanas tipos |y Il (HTLV-1'y HTLV-II) (Franchini, 1995;
Rolo y col., 1997).

La LLA T es de pronostico adverso, es decir que la mayoria de los pacientes que la
presentan tienen una respuesta limitada o nula a los diferentes tratamientos, y en
consecuencia sufren recaidas. Las cuentas de leucocitos por encima de los 50,000/mm?®
y la invasion del sistema nervioso central, estan relacionados con la LLA T (Cui y col.,
2004).
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2 JUSTIFICACION

Hasta el momento, no se conoce plenamente la relacion entre el cancer y la expresion de
la AChE. Por lo que es importante explorar modelos de estudio que revelen nueva
informacion acerca de la relacion de esta enzima con los procesos de alteracion de la
proliferacion celular. En primera instancia nuestro interés es determinar el nivel al que
la expresion de la AChE se encuentra alterada, esto con el fin de tener un punto de
referencia que permitira realizar futuros estudios encaminados al control de la expresion
e inhibicion de esta enzima en células normales y compararlas con las células
cancerosas. Los estudios que se realizaron en este proyecto tuvieron como finalidad
obtener una comparacion de la expresion de la AChE entre linfocitos T normales y una
linea celular linfoide de la serie T (linea celular Jurkat E6-1). Estas células presentan los
marcadores de superficie CD2, CD3, CD4, CD5, CD6, CD7, y el receptor TCR
alpha/beta y producen IL-2 cuando son estimuladas. Esta linea celular se ha usado para
determinar el mecanismo de susceptibilidad para drogas y radiacién anti-cancer, y

frecuentemente se ha utilizado en estudios inmunolégicos (Azad y col., 1997).
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3

3.1

4

OBJETIVO GENERAL

Determinar las diferencias en la expresion de la acetilcolinesterasa en linfocitos

T normales y en células leucémicas.

OBJETIVOS PARTICULARES

Determinar la expresion de los transcritos de la AChE en linfocitos T humanos

normales y en células leucémicas

Estimar la actividad de la AChE en extractos obtenidos con o sin detergentes en

linfocitos T normales y en células leucémicas

Establecer el procesamiento post-traduccional (glicosilacién) de la AChE en
linfocitos T normales y en células leucémicas mediante la interaccion con

lectinas.

Conocer el proceso de ensamblado de la AChE estableciendo las formas
moleculares presentes en linfocitos T normales y en células leucémicas usando

gradientes de densidad de sacarosa

HIPOTESIS

Si la expresion del gen AChE se ve afectada en células leucémicas, entonces se
esperaria encontrar diferencias tanto a nivel de expresion de transcritos como en
la traduccion de la AChE, ensamblado y maduracién en relacién a los linfocitos

T normales.

32



5 DISENO EXPERIMENTAL

5.1 Obtencion de muestras de sangre periférica y aislamiento de leucocitos

Las muestras de sangre periférica se obtuvieron de humanos clinicamente sanos (n=10)
usando tubos de ensayo al vacio conteniendo &cido-etilendiamino-tetraacético (EDTA)
como anticoagulante (Vacutainer, Beckton Dickinson). Los leucocitos se aislaron
usando gradientes de densidad con Linfograd (Microlab, México) centrifugando a

300xg por 20 minutos.

Se recuperd la fraccién correspondiente a los leucocitos localizada inmediatamente por
debajo del plasma. Se lavd 2 veces utilizando una solucion de PBS pH 7.2 con albumina
de bovino (Sigma E.U.A.) al 0.5%. Posteriormente se concentrd la muestra de
leucocitos por centrifugacion y se resuspendio en 1 mL de PBS. A partir de esta muestra
se determind la viabilidad y cantidad celular utilizando el método de exclusién del azul

de tripano (Microlab-México).

5.2  Conteo y viabilidad celular usando azul de tripano

La viabilidad celular se evalué con el método de exclusion del azul de tripano. El azul
de tripano es una amina organica, con una carga negativa neta que no penetra al interior
de las células que presentan sus membranas intactas, mientras que las células dafiadas
rapidamente lo incorporan al citoplasma; es probable que la exclusién de la amina sea

un proceso de membrana dependiente de energia (Freshney, 1987).

Procedimiento

1. Se afadieron 100 pL de la suspension celular recogida previamente en tubos
eppendorf y 100 pL de azul de tripano; se mezclaron bien y se incubaron 3 minutos.

(Nota: A tiempos muy largos de exposicion al colorante pueden hacer que las células

vivas pueden captar este colorante).
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2. Recuento celular en la cdmara de Neubauer. Para ello se colocé el cubreobjetos sobre
la camara de Neubauer y se afiadi6 una pequefia cantidad de la mezcla de células y azul
de tripano (relacion 1:1) sobre los surcos de llenado verificando que por capilaridad las
células se distribuyeran aleatoriamente. Una vez enfocadas las cuadriculas se contaron
las células que hay en los recuadros divididos en 16 cuadriculas (ver esquema:
recuadros A, B, Cy D.

Amplificacion de una camara del hemocitometro

g ™
¢ 1 mm

Conjunto de 16 cuadriculas (1)

WVolumen de recuento = 1 mm = 1 mm x 0.1 mm

D V=01 mm’ = 10* em®

| Factor de la camara = 10°

Diagrama que indica las células que deben
ser contadas

O Célula que debe ser contada

- - @ Célula que no debe ser contada

3. La media aritmética de los 4 recuentos efectuados (A, B, C y D), multiplicada por el
factor de la camara (10000) y por el factor de dilucion (2) representa la concentracion

de células en la muestra (N° células / mL).

5.3  Separacion magnética de linfocitos T

Para la separacion magnética de los linfocitos T se utiliz6 anticuerpo anti-CD3 asociado

a perlas magnéticas (CD3 MicroBeads). El antigeno de diferenciacion CD3 es

expresado en todas las células T y es asociado al receptor de células T (Schlossman y
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col., 1995). Del 70-80% de los linfocitos de sangre periférica en humanos y del 65-85%

de los timocitos son CD3". El protocolo para separacién magnética es el siguiente:

Para el marcaje magnético fue necesario trabajar rapido manteniendo las células en frio

y usando soluciones en las mismas condiciones. Para conseguir un rendimiento 6ptimo

se removieron los agregados celulares que pudieran bloquear la columna.

Se centrifug6 la suspension de leucocitos totales a 300xg por 10 minutos y se
retir6 completamente el sobrenadante.

El paquete celular fue resuspendido en 80 pL de amortiguador PBS pH 7.2 por
cada 10 células totales.

Se adicionaron 20 pL de CD3 MicroBeads por cada 10" células totales y se
incubéd por 15 minutos de 4-8 °C.

Se adicionaron 10 pL de CD3-PerCP (anticuerpo asociado a fluorocromo para
su posterior analisis por citometria de flujo) y se incub6 15 minutos de 4-8 °C.
Las células fueron lavadas adicionando 1-2 mL de amortiguador PBS pH 7.2 por
10" células y se centrifugaron a 300xg por 10 minutos y se les retir6
completamente el sobrenadante.

Por ultimo las células se resuspendieron en 500 pL de amortiguador y se

protegieron de la luz hasta ser analizadas en el citdbmetro de flujo.

La separacion magnética se realizo utilizando columnas MS para un maximo namero de

células totales de 2x10® (MACs®), estas columnas estan especificamente disefiadas para

generar un fuerte campo magnetico y mantiene una optima viabilidad y funcion celular.

La columna MS se acopla a un magneto que presenta la suficiente fuerza magnética

para retener las células y permite realizar los lavados que eliminen a las células no

marcadas (Figura 3).

Procedimiento para la separacion magnética:

Se coloco la columna en el campo magnético del separador MACs.
Se preparo la columna con 500 pL de amortiguador PBS pH 7.2.

Se aplicé la suspension celular dentro de la columna.
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e Se colectaron las células no marcadas y se lavo la columna tres veces con 500
puL de amortiguador PBS por lavado (dejando que se vaciara totalmente la
columna por cada lavado).

e La columna fue removida del separador y se coloco en un lugar indicado para
colectar y se agregé 1 mL de amortiguador PBS en la columna para recoger las

células marcadas.

CD3-PerCP ‘ |

CD3-MicroBeads

sl e

Figura 3. Separacion magnética de linfocitos T. La suspension celular con los linfocitos T marcados
magnéticamente se pasé a través de una columna acoplada a un campo magnético, donde después de una
serie de lavados se retird la columna del campo magnético y se obtuvo una fraccion purificada de
linfocitos T.

Para determinar la pureza de la fraccion de linfocitos T obtenida se realizo el analisis
por citometria de flujo usando un anticuerpo anti-CD3 conjugado con el fluorocromo

PerCP. Asimismo, se realiz6 un conteo y viabilidad de los linfocitos T aislados.

5.4  Andlisis de células T marcadas con CD3-PerCP por citometria de flujo

La Citometria de Flujo (CMF) es una técnica de analisis celular multiparamétrico cuyo
fundamento se basa en hacer pasar una suspension de particulas (generalmente células)
alineadas y de una en una por delante de un haz de laser focalizado. EIl impacto de cada
célula con el rayo de luz produce sefiales que corresponden a diferentes parametros de la
célula y que son recogidos por distintos detectores. Estos impulsos son convertidos en
sefiales electronicas que posteriormente seran digitalizadas para permitir la medida
simultanea de varios parametros en una misma célula como su tamafio, complejidad y

caracteristicas antigénicas (Givan., 2001).
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Las sefiales producidas por la interaccion de las células con el haz de luz son de dos
tipos: sefiales de dispersion y sefiales de fluorescencia. En las sefiales de dispersion, este
efecto resulta de la interaccion de la luz con una particula que produce un cambio de
direccion (no de la longitud de onda) en todas las direcciones del espacio. Las
caracteristicas morfologicas que determinan la dispersion de la luz son
fundamentalmente el tamafio celular, la membrana, el nucleo y el material granular del
interior de la célula. En los citometros de flujo se miden dos fracciones de dispersion:
A) la luz dispersada en angulo cénico pequefio (0-10°) que casi coincide con la
direccion de la luz incidente, llamada FSC (Forward Scatter) que es una medida
proporcional al tamafio de la célula que produce la dispersién y B) la luz dispersada en
angulo recto llamada SSC (Side Scatter) que es proporcional a la complejidad de la

estructura interna de la célula (Owens y Loken., 1995).

En las sefiales de fluorescencia se utilizan fluorocromos, moléculas quimicas que
absorben la energia de una determinada longitud de onda y emiten a otra mayor, pero de
menor energia. Cuando un fluorocromo interacciona con la luz de excitacion procedente
del laser emite energia radiante. Debido a que parte de la energia se utiliza para la
absorcioén, la luz emitida es de menor energia que la luz de excitacion, es decir la

longitud de onda emitida es mayor (Owens y Loken., 1995).

La unién de un colorante fluorescente a una célula es denominada marcaje o tincion.
Este marcaje puede ser no especifico, como cuando se utiliza isotiocianato de
fluoresceina (FITC) para determinar el contenido total de proteinas de unas células.
Existen tinciones menos generales, pero sin ser altamente especificas, podriamos decir
de especificidad intermedia, como el ioduro de propidio (PI) que se une principalmente
a cadenas dobles de &cidos nucleicos. EI marcaje mas especifico que se utiliza es el que
se realiza con un anticuerpo monoclonal conjugado con un fluorocromo, en este caso se
marcan Unicamente determinantes antigénicos especificos, siendo la cantidad de sefial
de fluorescencia emitida igual a la proporcion de la cantidad de componentes

fluorescentes de la particula (Recktenwald., 1993).
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Los fluorocromos més usados en citometria deben ser excitables dentro de los rangos de
seguridad. La longitud de onda habitual en la mayoria de los citdmetros de flujo es de
480nm. En nuestro caso utilizamos el fluorocromo PerCP (complejo proteina
peridinina-clorofila) asociado al anticuerpo monoclonal anti-CD3 (CD3-PerCP), el
marcaje celular con CD3-PerCP se describié en el inciso 5.3. El PerCP posee un
méaximo de absorbancia de 490 nm cercano a la longitud de onda del l&ser de argon y

proporciona una fluorescencia adecuada para ser detectada a 675 nm (Givan., 2001).

55 Cultivo de linea celular Jurkat E6-1

Para el analisis de expresion génica de la acetilcolinesterasa en células leucémicas se
empled la linea celular Jurkat E6-1 proveniente de una leucemia aguda de linfocitos T
que fue donada por el departamento de Inmunologia del Instituto de Investigaciones
Biomeédicas, UNAM. Las células Jurkat T se mantuvieron en medio RPMI 1640
(GibcoBRL) suplementado con 10% de suero fetal bovino inactivado (GibcoBRL), 2
mM glutamina (GibcoBRL) y antibioticos (100 U/ml penicilina; 100 pg/ml
estreptomicina) (GibcoBRL) mas 2 mM piruvato sodico (GibcoBRL). Las células se
incubaron a 37 °C en una atmosfera hiumeda, conteniendo un 5% de CO; en frasco de
cultivo Roux de 25 6 75 cm?, segln las necesidades.

Cuando las células llegaban a condiciones de saturacién se procedia a subcultivar para
asegurar su crecimiento exponencial. El subcultivo celular permite controlar la densidad
del inoculo inicial que nos asegure que trabajamos en condiciones de crecimiento

Optimas para la linea celular.

Procedimiento para subcultivo celular:

1) Contar el nimero total de células del cultivo.

2) Pipetear el volumen de cultivo que asegure un subcultivo en fase exponencial de

crecimiento.

3) Centrifugar durante 5 minutos a 200xg.
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4) Eliminar el sobrenadante y resuspender el precipitado en 15 mL de medio de cultivo
suplementado y atemperado previamente a 37 °C.

5) Depositar las células en cajas de cultivo.

6) Guardar el frasco dentro de una incubadora y controlar el crecimiento celular para

mantener un crecimiento exponencial.
56  Aislamiento de RNA por el método de Trizol

Se han desarrollado diferentes estrategias para aislar el RNAm o al menos el RNA total
que contiene un tejido. Algunos de ellos hacen uso de las propiedades de compuestos
organicos para desnaturalizar a las proteinas que degradan el RNA mediante la
deshidratacion como ocurre con la mezcla de fenol y cloroformo, otras utilizan
inhibidores especificos de las RNAsas como seria el macaloide, inhibidor de RNAsas
extraido de placenta, o dietilpirocarbonato (DEPC) o bien, agentes desnaturalizantes de

proteinas como sucede con las sales de guanidina a concentraciones superiores a 2M.

El trabajo con RNA debe realizarse con cuidado y en un ambiente libre de enzimas que
lo puedan degradar debido a que las RNAsas son capaces de readquirir totalmente su

actividad aun después de varios ciclos de esterilizacion por autoclave.

El desarrollo de un reactivo que integra tanto agentes organicos, sales y solventes
capaces de desnaturalizar a las RNAsas y que ademas sea estable, permite que con un
minimo de equipamiento pueda aislarse este acido nucleico. Es conveniente que tanto el
material como las soluciones que se utilicen en el aislamiento de RNA estén tratados
con DEPC. CUIDADO: El DEPC es un agente carcinogénico que se descompone

facilmente en medio humedo.
Procedimiento
A una muestra de 107 células depositada en tubo eppendorf de 1.5 mL se le agreg6 1

mL de Trizol (Invitrogen, Carlsbad, Ca). La muestra se incub6 a temperatura ambiente

por 5 minutos para permitir la disociacion completa de las nucleoproteinas. Luego se
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agregaron 0.2 mL de cloroformo. Se tapd el tubo firmemente y se agit6 vigorosamente
por 15 segundos, después se incubO a temperatura ambiente por 3 minutos y se
centrifugd a 12000xg por 15 minutos a 8 °C. Al término de la centrifugacion, se separ6
la muestra en una fase inferior roja de fenol-cloroformo, una interfase y una fase acuosa
transparente. La fase inferior contiene membranas extracelulares, polisacaridos,
proteinas y DNA de alto peso molecular mientras que el RNA permanece

exclusivamente en el sobrenadante.

Para obtener el RNA se transfirio la fase acuosa a un tubo nuevo. Se precipitdé el RNA
agregando 0.5 mL de alcohol isopropilico. Se incubd a temperatura ambiente por 10
minutos y se centrifugé a 12000xg durante 10 minutos a 8 °C. EI RNA no siempre es

visible pero forma un paquete gelatinoso y delgado en las paredes y el fondo del tubo.

Se retird el sobrenadante y se lavé el precipitado una vez con 1 mL de Etanol al 75%.
Se mezclé en vortex y se centrifugd a 7500xg por 5 minutos a 8 °C. (Nota: Si es
necesario el RNA se puede almacenar en Etanol 75% por una semana en congelador

comercial a 8 °C o por un afio en congelador a -20°C).

Se retir6 el sobrenadante y se secO el precipitado por evaporacién por 10 minutos
evitando que se secara completamente dado que esto disminuye su solubilizacién. Se
disolvid parcialmente el RNA en 100 puL de agua libre de RNAsas pasando varias veces
la suspension por la punta de la pipeta e incubandola a 55 °C por 10 minutos. Se
determind la absorbancia a Az Yy Azg. Normalmente, estas suspensiones tienen
cocientes inferiores a 1.6 aproximadamente, que determinan que el RNA no esta
degradado y que presenta un alto grado de pureza. Se determiné la concentracion de

RNA utilizando la formula:

[RNA pg/ul] = (Azeo)*(factor de dilucion)*(40)
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5.7  Determinacién de la expresion de los transcritos de AChE (H, Ry T) por
transcripcion inversa y reaccion en cadena de la polimerasa (RT-PCR)

La técnica de RT-PCR consiste en la transcripcion inversa del RNAm para la posterior
amplificacion de forma exponencial de secuencias especificas de DNA complementario
(cDNA) a través de sintesis enzimatica. Este cDNA se desnaturaliza mediante calor en
dos cadenas sencillas para que puedan asociarse por complementariedad de bases los
iniciadores o “primers” a los lugares especificos de cada una de las cadenas separadas.
Finalmente, la accion de una DNA polimerasa termoestable permite que estos
iniciadores se extiendan hasta completar la secuencia que le sirve de molde (Figura 4).
Este proceso se realiza multiples veces para obtenerse un nimero de copias exponencial
de la cadena original de cDNA (MacPherson y Moller, 2000)

El andlisis de la expresion de uno o varios genes brinda una posibilidad de evaluar el
estado de un tejido, principalmente a través de la amplificacion por accion ciclica de
una DNA polimerasa termoestable. De la misma manera, a partir del RNAm que se
someta a retrotranscripcion se puede clonar un gen o un fragmento particular para poder
ser utilizado posteriormente como sonda o indicador de un estado particular del tejido.
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Figura 4. Esquema de la RT-PCR. La Transcripcion Reversa - Reaccion en Cadena de la Polimerasa
permite la amplificacion de una cantidad pequefia de moléculas diana de RNA (tanto RNAmM como RNA
total) con gran especificidad, mediante la transcripcion reversa del RNA a cDNA, que es posteriormente
amplificado.
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Conceptualmente, el proceso implica dos reacciones que pueden ser secuenciales. En la
primera, el RNAm es reconocido por una DNA polimerasa dependiente de RNA,
coloquialmente conocida como transcriptasa reversa. El producto de esta reaccion
posteriormente es sometido a PCR. Actualmente es posible hacer ambas reacciones
utilizando enzimas cuya temperatura éptima permite secuencialmente inactivar a las
transcriptasas reversas y activar a la DNA polimerasa a temperaturas subdptimas
aprovechando su capacidad termoestable. Esta estrategia se encuentra con la mezcla de
retro transcriptasas Omniscript y Sensiscript aunada a la variante Hotstart Taq

polimerasa. Las enzimas Omniscript Yy Sensiscript son enzimas heterodimericas

expresadas en Escherichia coli mientras que la Taq polimerasa es una variante de 94

kDa de la enzima nativa expresada también en E. coli.

5.7.1 Disefio de primersy RT-PCR de un paso

Para el disefio de los primers se utilizd el programa OligoPerfect™ Designer de
Invitrogen, E.U.A. (http://www.invitrogen.com/content.cfm?pageid=9716) y con la
secuencia del RNAm de AChE para cada variante. Las secuencias de los pares de
primers utilizados se muestran en la Tabla 3 con sus caracteristicas de Tm y de tamafio

del producto amplificado (amplicén).

Tabla 3. Primers disefiados para las variantes de splicing de
AChE de humano.

Para AChE H (E4-E5) m Tamano del amplicén
Forward TCTCGAAACTACACGGCAGA 63.5 487 pb para AChE H
Reverse TGAGGAGGAAGGGAGCACTA 63.8 574 pb para AChE R

Para AChE T (E4-E6)
Forward TCTCGAAACTACACGGCAGA 63.5
Reverse GCCCAGCCCTGAAATAAATAG | 63.3 444 pb

Para AChE R (E4-14)
Forward TCTCGAAACTACACGGCAGA | 635
Reverse GGGGAGAAGAGAGGGGTTAC | 59.1 | 333 pb
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Para la RT-PCR de un solo paso se utilizd el kit One-Step RT-PCR de Qiagen que
presenta las siguientes componentes:

— Amortiguador 5x Qiagen

— Mezcla de dNTP 40 mM

— Solucion 5x Q

— Enzyme mix (mezcla de polimerasas)

La solucién 5x Q contiene 25 mM de MgCl, y DMSO como componentes primordiales.
En la mayoria de los casos, la adicion de esta solucion aumenta la eficiencia de la
reaccion. Sin embargo, ocasionalmente brinda resultados contrarios ya sea aumentando
la amplificacion inespecifica o incluso disminuyendo la cantidad del amplicon deseado.
Es aconsejable que para la amplificacion inicial, se corran muestras con y sin solucion
5x Q. Se descongelaron los componentes del kit One Step RT-PCR de Qiagen y fueron
colocados en hielo. Para la RT-PCR se utiliz6 una mezcla de todos los componentes en

un tubo de PCR a un volumen final de 25 puL como indica la Tabla 4:

Tabla 4. Preparacion de la reaccion para RT-
PCR de un paso

Componente Volumen (uL)
Amortiguador 5x Qiagen 5

Primer forward (0.6 uM) 3

Primer reverse (0.6 uM) 3
Mezcla de dNTP 40 mM 1
Solucién 5x Q 5
Mezcla de enzimas 1
Muestra de RNA (1.5 pg) hasta 7
Llevar a un volumen final de 25 uL con agua libre de RNasas

Se preparé una mezcla maestra para una cantidad grande de reacciones utilizando las

cantidades expresadas en la tabla de arriba. En esta etapa no se agregd ni RNA ni

primers, esto se hace posteriormente individualmente. Se homogeneizaron las

soluciones por resuspension con la micropipeta. Se calcul6 un 10% adicional del
volumen requerido para compensar los errores introducidos por la eficiencia de los

diferentes instrumentos.
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Primeramente, se hizo una titulacion utilizando diferentes cantidades de RNA (0.5-2.0
pHg de RNA) para determinar la cantidad necesaria de RNA para tener una buena
amplificacion. Las posteriores reacciones de RT-PCR se realizaron utilizando la
cantidad optima de RNA obtenida por la titulacién. Las muestras se colocaron en el

termociclador con el siguiente programa:

Paso 1, reaccion de retrotranscripcion (RT) 50°C 30 min.
Paso 2, desnaturalizacidn inicial, inactivacion de la reaccion de RT 95°C 15 min.
Paso 3, desnaturalizacion del ciclo 94 °C 1 min.
Paso 4, alineamiento 50°C 1 min.
Paso 5, elongacion 72°C 1 min.

Regresar al paso 3 por 39 ciclos
Paso 6, elongacion final 72°C 10 min.

Al terminar la amplificacion, los fragmentos de DNA amplificados se resolvieron en un
gel de agarosa al 2% conteniendo bromuro de etidio. Alternativamente, la reaccion de
amplificacion puede almacenarse a 4 °C por 16 horas o0 a -20 °C hasta que se resuelva.
5.7.2 RT/PCR en dos pasos

En este método se realiz6 por separado la reaccion de sintesis de la cadena de cDNA
utilizando como molde el RNA (RT), donde posteriormente la primera cadena de cDNA

sintetizada se utilizé6 como molde en una PCR.

Procedimiento para la sintesis de la primera hebra de cDNA utilizando el kit First
Strand cDNA Synthesis kit de Fermentas:

1. Se preparo la siguiente mezcla de reaccion en un tubo de PCR en hielo:

RNA total (5uQ) Variable
Oligo(dT)18 primer (0.5ug/pL) 1puL
Agua tratada con DEPC Llevara 11 pL

Se mezcld y centrifugo por 5 segundos en una microcentrifuga.
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2. Se incubd la mezcla a 70 °C por 5 minutos, y se coloco en hielo y se centrifugé 5

segundos.

3. Se coloco el tubo en hielo y se agregaron los siguientes componentes en el orden

indicado:

Amortiguador de reaccion 5x

4 uL

Inhibidor de RNAsas RiboLock™ (20 U/uL)

1puL

Mezcla 10 mM de dNTP

2 UL

Se mezcld y centrifugo por 5 segundos en una microcentrifuga.

4. Lamezcla se incubd a 37 °C por 5 minutos

5. Se adicionaron 2 pL de la transcriptasa reversa M-MuLV (20 u/pL) quedando

un volumen final de 20 pL.

6. La mezcla se incubd a 37 °C por 60 minutos.

7. Lareaccion se detuvo calentando a 70 °C por 10 minutos y se colocé en hielo.

La primera hebra de cDNA sintetizada puede ser usada directamente para

amplificacion por PCR.

Protocolo para PCR con Tag DNA Polymerase de Fermentas:

La Tabla 5 muestra la forma de preparar la mezcla de reaccion de amplificacion. Al

igual que en la reaccion de retrotranscripcion, para evitar los errores de pipeteo se

realiz6 una mezcla maestra conteniendo agua, amortiguador, dNTPs, primers y Taq

DNA polimerasa en un solo tubo, a partir del cual se distribuyeron las alicuotas en tubos

individuales. EI MgCl,y el cDNA fueron posteriormente afiadidos.

Tabla 5. Preparacion de la mezcla de reaccion para PCR

Reactivo Concentracion final Para 50 pL de reaccion
Agua libre de nucleasas ; Llevar a 50 pL
Amortiguador 10X Taq 1X 5uL

Mezcla de dNTP 2 mM 0.2 mM de cada uno 5puL

Primer | 0.6uM 6 UL

Primer Il 0.6uM 6 uL

Taq DNA Polymerase 1.25 u/50 pL 0.5 uL

*25 mM MqCl, 1-4mM variable*

cDNA 1ug variable

45




* Tabla para la seleccion del volumen de solucion de 25 mM MgCl,:

Concentracion final (mM) 1.0 |125 |15 |[175 |20 |25 |30 |40

Volumen de 25 mM MgCl, (L) | 2 2.5 3 3.5 4 5 6 8

5.8  Solubilizacion de la acetilcolinesterasa usando amortiguadores con diferente

fuerza iénica

5.8.1 Solubilizacion de la acetilcolinesterasa

Las formas asimétricas y globulares de AChE difieren en sus interacciones moleculares
y, por tanto, en las condiciones de solubilizacion. Podemos decir que las formas de
AChE pueden clasificarse en hidrofilicas e hidrofébicas dependiendo de la facilidad de
solubilizacion. En general, la mayoria de las formas asimetricas son hidrofilicas y
solubles en medios de alta fuerza idnica, aunque con tendencia a la agregacion en

amortiguadores de baja concentracidn de sales (Rosenberry y Richardson, 1977).

En cuanto a las formas globulares, algunas son totalmente hidrosolubles, como la G4
hidrofilica de liquido cefalorraquideo humano o del plasma de raton (Garcia-Ayllon y
col., 1999). Entre las formas globulares de membrana, unas requieren detergentes para
su extraccion y otras son solubles en amortiguadores de baja fuerza idnica, aunque
necesitan detergente para mantenerse estables en disolucién (Massoulié y Bon, 1982). A
estas ultimas moléculas se las denomina anfifilicas, ya que requieren detergente para su

solubilizacion, o para permanecer activas y/o solubles en disolucién.

5.8.2 Solubilizacion de proteinas de membrana con Triton X-100

Algunas proteinas de membrana pueden solubilizarse con compuestos quelantes,
cambios en la fuerza ionica o pH, agentes caotropicos o por digestion enzimatica. Por lo
general, estos agentes no son capaces de solubilizar las proteinas que estan fuertemente

unidas a la matriz fosfolipidica, por lo que hay que recurrir a detergentes.

Uno de los detergentes mas usados para solubilizar proteinas de membrana es el Triton

X-100. Es un detergente no ionico que no desnaturaliza las proteinas; es incapaz de
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deshacer las interacciones proteina-proteina, de modo que la estructura cuaternaria
queda intacta, aln a concentraciones altas de Triton X-100. Este hecho es fundamental
cuando se pretende estudiar la organizacion estructural de proteinas oligoméricas como
son las formas moleculares de AChE. EI Triton X-100 es el detergente mas empleado

para solubilizar la AChE de numerosos tejidos (Sdnchez-Chavez y col., 1995).

Dadas las diferencias en la solubilizacion de las distintas formas moleculares de AChE,
el procedimiento 6ptimo para solubilizar todos los componentes moleculares consiste en
la aplicacion de un método en dos etapas; en la primera se extraen las formas
asimétricas, con medios de alta fuerza ionica, y después las formas unidas a la
membrana, con Triton X-100 (Stieger y Brodbeck, 1985).

Procedimiento

Para realizar la extraccién de AChE de linfocitos T aislados y de células Jurkat se
pesaron los paquetes celulares de cada tipo celular y se homogeneizé cada uno con
amortiguador Hepes salino (Hepes 15 mM, NaCl 1 M, MgCl, 50 mM, EGTA 1 mM,
EDTA 3 mM, pH 7.5), conteniendo un coctel de antiproteasas compuesto por leupeptina
(20 pg), pepstatina (10 pg), benzamidina (1 mM) y aprotinina (20 U), al 10% de peso
de tejido/volumen de amortiguador (p/v), en un Polytron con rotor PTA 10TS. El
tiempo de homogeneizado fue de 1.5 minutos, repartidos en 3 intervalos de 30 segundos

y descanso de 1 minuto, la homogeneizacién se llevé a cabo a velocidad media.

El homogenado (H) se centrifugdé a 100000xg (35 000 rpm) en un rotor Beckman Ti 60
por 1 h a 4 °C, para separar la AChE soluble en las células o débilmente unida a las
membranas. Las centrifugaciones se realizaron empleando un rotor Beckman y una
centrifuga Beckman XL-90 Optima. Tras recoger los primeros sobrenadantes (S;), los
precipitados se homogeneizaron con amortiguador Hepes salino, en el mismo volumen
y bajo condiciones idénticas, pero conteniendo ahora, ademas de las antiproteasas,
Triton X-100 al 1% p/v. Estas suspensiones se centrifugaron para obtener la enzima

ligada a las membranas en los segundos sobrenadantes (Sy).
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59 Estimacion de la actividad de la acetilcolinesterasa

La actividad de la acetilcolinesterasa (AChE) se valor6 mediante el método
espectrofotométrico de Ellman (Ellman y col., 1961), utilizando el tioanalogo del
sustrato natural, la acetiltiocolina (ATCh). En este método se aprovecha la capacidad
del cromodgeno é&cido ditiobenzéico (DTNB) para oxidar los grupos tioles libres.
Aunque la especificidad de la AChE hacia su sustrato especifico es elevada, es
conveniente usar inhibidores selectivos. Por ello, la estimacion de la actividad AChE se
realiz en presencia de 1so-OMPA, inhibidor relativamente selectivo para la BuChk
(Ruiz-Espejo y col., 2002).

La AChE hidroliza los ésteres de la acetiltiocolina liberando acetato y la propia
tiocolina, que reacciona rapidamente con el DTNB produciendo el anion 5-tio-2-
nitrobenzoato. Este anion presenta un color amarillo intenso y un méaximo de
absorbancia a 412 nm, lo que facilita su medida en espectrofotometro (Ruiz-Espejo y
col., 2002).

5.9.1 Medida de la actividad acetilcolinesterasica en espectrofotometro

La medida de AChE en espectrofotometro se realizé por espectrofotometria, a 37 °C. El
medio de reaccién contenia amortiguador fosfato 100 mM, pH 8.0 con DTNB 0.33 mM,
1 mM, ioduro de acetiltiocolina y el inhibidor Iso-OMPA 50 uM (Saez-Valero y col.,
1993).

Para las valoraciones se usaron cubetas de cuarzo de 1.5 mL en las que se depositaron,
secuencialmente y siempre en el mismo orden, la disolucion de DTNB, el inhibidor de
BuChE y la muestra (generalmente 25 pL), hasta completar un volumen de 1 mL. Tras
agitar la cubeta, se incubd para que el DTNB reaccione con los grupos tioles de la
muestra. El tiempo de incubacién fue de 15 minutos. Transcurrido este tiempo, se
comprobd que la absorbancia a 412 nm se mantuviera constante, y entonces se

afladieron 25 pL del sustrato para iniciar la reaccion; se agitd y se registro la
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absorbancia a 412 nm (A412) frente a una cubeta "blanco” que contenia todos los

reactivos excepto la muestra sustituyendo su volumen por amortiguador fosfato.

5.9.2 Medida de la actividad acetilcolinesterasica en placas de microvaloracion

El método de Ellman fue adaptado a un microensayo y para ello se utilizaron placas de
material plastico transparente (Nunc), con 96 pocillos de 400 pL y con fondo plano

(Campoy y col., 1992).

Las concentraciones de los reactivos (sustrato, inhibidor de BuChE y DTNB) fueron las
mismas de la valoracion en cubeta, pero ahora el amortiguador fosfato se ajust6 a pH de
7.5. De este modo, para un volumen final de 275 L, se depositaron en los pocillos 25
pL de muestra, 200 pL de medio de reaccién (amortiguador fosfato 100 mM
conteniendo DTNB 0.39 mM vy el inhibidor de BUChE), y finalmente 25 pL de sustrato
(a la concentracion de 11 mM). Cuando la actividad enzimatica fue muy baja, se midid
con 100 pL de muestra, modificando adecuadamente los volimenes y concentraciones

de los reactivos para mantener las condiciones de la reaccion.

Antes de afiadir el sustrato, se incubd la muestra con los reactivos durante 15 min para
eliminar las interferencias del DTNB con los grupos tioles de las proteinas. EI cambio
de absorbancia, debido a la hidrdlisis espontanea del sustrato, se valord en varios
pocillos "blancos"” (la primera columna) a los que se les afiadié amortiguador fosfato, en
lugar de muestra. La reaccion se inicio con la adicion del sustrato, e inmediatamente
después se realizd una lectura de la placa, a tiempo cero, seguida de varias lecturas a
diferentes tiempos, mientras se desarrollé la reaccién. La duracion del ensayo dependid
segun la actividad de la muestra, buscando siempre que los incrementos de absorbancia
fueran constantes al comparar los intervalos temporales, es decir asegurandose de que el

cambio de absorbancia fuera lineal con el tiempo.
Los cambios de absorbancia se registraron en un lector de placas, leyendo a 405 nm.

Finalmente, se determind el aumento de absorbancia por minuto y se resto el de la

hidrolisis espontanea del sustrato (pocillos "blancos™). La actividad enzimatica se
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expreso en unidades arbitrarias (U.A.), de modo que una unidad arbitraria representa un
aumento en Agos de 0.001 por min y por cada UL de muestra, a temperatura ambiente y

en las condiciones de ensayo.

El método del microensayo presenta varias ventajas respecto a la medida en cubeta. La
enzima se valora con una mejor relacion muestra/reactivos y a tiempos mayores.
Ademas, se reduce el tiempo invertido en los experimentos, pudiéndose procesar hasta
600 muestras diarias. Por otra parte, se ahorran muestra y reactivos, por el menor

volumen de reaccioén.

5.10 Determinacién del contenido de proteinas en extractos de linfocitos T

normales y de la linea celular leucémica Jurkat E6-1

La determinacion del contenido de proteinas se realizo por el método de Bradford. Este
es un ensayo de union proteina-colorante basado en el cambio de color de un colorante
en respuesta a varias concentraciones de proteina. Este es un método de determinacion
de proteinas que implica la union de Azul Brillante de Coomasie G-250 con los residuos
de Arg y en menor grado con residuos de His, Lys, Tyr, Trp y Phe de la proteina
(Bradford, 1976).

La unidn del colorante con las proteinas provoca un cambio en el maximo de absorcion
del colorante desde 465 a 595 nm. Por lo tanto, se basa en la observacion de que el Azul
Brillante de Coomasie G-250 existe en dos formas con colores diferentes, rojo y azul.

La forma roja se convierte en azul cuando se une el colorante a la proteina.

Para valorar proteinas con este método, se elaboraron dos rectas patron. A partir de una
solucion de albdmina de suero bovino (BSA) 5 pg/10 mL y otra de 28.2 pug/10 mL se
repartieron los volimenes de 0, 2, 4, 6, 8 y 10 uL y se completaron a 10 uL con agua
bidestilada. Los volumenes de muestra (de dilucion 1:10) fueron de 10 pL. Cada
muestra se prepar6 como minimo, por triplicado. Se agregd a las muestras 200 uL del

reactivo de Bradford esperando 5 minutos para leer a 595 nm.
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5.11 Determinacion de las formas moleculares de AChE en células normales y
en la linea celular leucémica Jurkat E6-1

La aplicacion del analisis de sedimentacion permitié separar e identificar las distintas
formas moleculares de AChE en las muestras. Para ello se sometieron los extractos a
centrifugacion en gradientes continuos de densidad de sacarosa (5-20%). Cada
componente se identificd por su coeficiente de sedimentacion (S). Los coeficientes se
determinaron segun el método de Martin y Ames (1961), comparando la distancia
recorrida por la proteina problema con la de proteinas estandares de coeficiente de

sedimentacion conocido.

5.11.1 Preparacion de los gradientes de sacarosa

Los gradientes continuos se elaboraron a partir de dos disoluciones de sacarosa de
diferente concentracion (5% y 20% p/v), preparadas en amortiguador Tris-HCI 10 mM,
pH 7.0, con NaCl 1 M, MgCl, 50 mM y Triton X-100 (0.5%). Para formar el gradiente
se empled un sistema de vasos comunicantes. En cada vaso se depositaron 5 mL de cada
una de las disoluciones de partida. El vaso que contiene sacarosa concentrada tiene en
su base una salida que se conecta a un tubo de goma, que se ajusta a una bomba
peristaltica (BioRad, EUA), y cuyo extremo final desemboca en el tubo de centrifuga
(polialomero de Beckman) de 12 ml de capacidad. Al abrir la llave que comunica ambos
vasos, se acciona el funcionamiento de la bomba peristaltica. El gradiente se forma a
medida que pasa la disolucion diluida hacia el vaso de la concentrada. El flujo de salida

se controlé con la bomba peristaltica.

La centrifugacion de las muestras en gradientes con sacarosa y Triton X-100, sirvio para
obtener una primera informacion acerca del caracter hidrofilico o anfifilico de cada uno
de los componentes moleculares de AChE. En el caso de moléculas con carécter
anfifilico, el detergente se une a los dominios hidrofébicos de las proteinas, lo que
afecta a su migracion en el gradiente, y por tanto a su coeficiente de sedimentacion. Por
el contrario, la migracion de las moléculas hidrofilicas serd la misma,

independientemente de la adicidn de detergentes (Saez-Valero y col., 1993).
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Las proteinas utilizadas como estandares de sedimentacion fueron: catalasa de higado
bovino (11.4S) y fosfatasa de intestino bovino (6.1S). Una vez depositado un volumen
de muestra (0.3-1.0 mL) sobre la superficie de los gradientes, se centrifugaron los tubos
a 100000xg, 18 h a 4 °C, en un rotor basculante SW41Ti (Beckman E.U.A.). Después
de la centrifugacion, los tubos se perforaron cuidadosamente por su base y se recogieron
fracciones con la ayuda de una bomba peristaltica (Wilson E.U.A.) y un colector de
fracciones (Pharmacia E.U.A.). Por cada tubo de 12 ml, se obtuvieron de 37-40
fracciones de unos 260 ul aproximadamente que se almacenaron a —20 °C hasta el
momento de valorar la actividad AChE en cada fraccién, conservandose después a la

misma temperatura.
5.11.2 Medida de actividad de las enzimas marcadoras

Las enzimas estandares se disolvieron, por separado, en NaCl 1 M, Tris-HCI 10 mM,
pH 7.5 a las siguientes concentraciones: 15 mg/mL para la catalasa de higado bovino
(Sigma, EUA) y 20 mg/mL para la fosfatasa alcalina de higado bovino (Sigma, EUA).
Después de la centrifugacion, se identificaron las fracciones con la méxima actividad de

las enzimas marcadoras:

La catalasa descompone el perdxido de hidrogeno, dando agua y oxigeno molecular. El
H,O, absorbe en la regién del ultravioleta a 240 nm (¢ = 41 M™*cm™). Poco antes de
valorar la actividad de esta enzima, se preparé un medio de reaccién que contenia
peréxido de hidrégeno 18 mM en amortiguador fosfato 50 mM, pH 7.0. En una cubeta
de cuarzo se afadio 1 mL de medio de reaccion y 5-10 uL de muestra, se agito y se
midié la disminucion de absorbancia a 240 nm en un espectrofotémetro a temperatura
ambiente (Chance y Herbert, 1950).

La fosfatasa alcalina hidroliza el p-nitrofenilfosfato (pNPP), a pH alcalino,
produciendo fosfato y p-nitrofenol, que absorbe a 405 nm (¢=18,2 M cm™). La mezcla
de reaccion con pNPP 0.75 mM, se preparo mezclando 200 uLL de pNPP 38 mM con 10
mL de amortiguador dietanolamina 100 mM, pH 9.8. La medida de la actividad se

realizd en placas de microvaloracion (Nunc), empleando el modo dual de longitud de
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onda, 405 nm y 650 nm, para medir el incremento de absorbancia (Asos- Asso) en cada
uno de los pocillos, que contenia la mezcla de reaccion (250 pL) y la muestra (10 pL)
(Garen y Levinthal, 1960). Aunque la enzima requiere Mg®* para su actividad (Mossner
y col., 1980), no fue necesario afiadir el cation al ensayo porque el amortiguador del
gradiente de sacarosa contiene MgCl, 50 mM, de modo que la concentracion final de
Mg®* en la medida sera de 1 mM.

5.11.3 Calculo del coeficiente de sedimentacion

Una vez determinadas las actividades AChE y las de las enzimas de referencia, se
calculo el coeficiente de sedimentacién de las formas moleculares de la AChE (Martin y
Ames, 1961), expresado en unidades Svedberg (S). El célculo se realizd6 mediante la

siguiente formula:

S (Nt - N p) XS
roteina problema = 20, w proteina estandar
P P (Nt - Ne)

donde N; corresponde al numero total de fracciones recogidas del gradiente, N, es la
fraccion en la que la actividad de la forma molecular de AChE es maxima y N, es la
fraccion con la mayor actividad de la proteina de referencia. En cada caso, se eligio la
proteina estandar mas préxima en el gradiente a la forma molecular cuyo coeficiente de

sedimentacion se deseaba conocer.

5.12 Determinacion del procesamiento post-traduccional de AChE en linfocitos

T normales y en la linea celular leucémica Jurkat E6-1

La naturaleza de los azucares terminales en las glicoproteinas puede conocerse
empleando lectinas con distinta especificidad. En estos ensayos se utilizd el método
propuesto por Cabezas-Herrera y colaboradores (1994). La AChE se incubd con lectina
ligada a una matriz de carbohidratos insoluble. Los complejos enzima-lectinas
producidos por su interaccion se precipitaron mediante centrifugacion, y

posteriormente, se determinaron las actividades AChE en el sobrenadante. Las lectinas
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empleadas fueron: Lectina de Concanavalia ensiformis (ConA-Sepharose) que reconoce
D-glucosa 0 D-manosa, lectina de Lens culinaris (LCA-sepharose) que reconoce D-
manosa unida a centros de fucosilacion, lectina de Triticum vulgaris (WGA-Sepharose)
que reconoce N-acetil-glucosamina y lectina de Ricinus communis (RCA-Sepharose)
que reconoce galactosa o acido siélico, todas inmovilizadas a una matriz. EI control de

enzima de union inespecifica a la matriz inerte fue Sepharose-4B.

Se mezclaron 0.5 mL de las muestras de AChE obtenidas de células T normales y de la
linea celular Jurkat con 0.5 mL de Sepharosa-4B en suspension (usada como control),
Con A-Sepharosa, LCA-Sepharosa, WGA-Agarosa 0 RCA-Agarosa y se incubaron
durante 16 horas en agitacion constante a 4 °C. Durante la incubacion, la lectina se une a

las glicoproteinas formandose complejos pesados de gel-lectina-proteina.

La precipitacion de la enzima que interaccioné con la aglutinina correspondiente se
realizd centrifugando las mezclas 10000xg durante 10 min a 4 °C en una
microcentrifuga (Beckman-11). Se recogieron 450 pl del sobrenadante, tratando de no
recoger precipitado. Se midi6 la actividad AChE de los sobrenadantes después de la
interaccidn, esto nos indica la actividad recuperada de los perfiles llevados a cabo con la

muestra conteniendo la enzima que no se ligo6 con la lectina.

Los resultados de interaccion se expresaron como porcentaje de actividad AChE
retenida por las lectinas, respecto a la actividad total del sobrenadante del experimento
control, en el que las muestras se incubaron con la Sepharosa-4B desprovista de

lectinas. La actividad medida en las muestras control se considerd el 0% de interaccion.
5.13 Andlisis Estadistico

Los valores promedio y varianzas (n=3 por grupo) para la actividad solubilizada,
contenido de proteinas, interaccion con lectinas, proporcion de cada forma molecular,

obtenidos en los linfocitos normales y células leucémicas se compar6 por la prueba de

U Mann-Whitney para establecer posible diferencia estadistica.
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6 RESULTADOS

6.1  Separacion de leucocitos por gradientes de densidad con linfograd y
determinacion de la cantidad celular aislada y viabilidad.

Se parti6 de muestras de sangre (12 mL) obtenidas con anticoagulante EDTA, de
diferentes individuos (n=10) de entre 25 y 42 afios, clinicamente sanos y que no
consumian medicamentos. Los leucocitos se aislaron a partir de un gradiente de
densidad con linfograd. En la Tabla 6 se puede observar el promedio de leucocitos
aislados a partir de una muestra de sangre de 12 mL fue de 71.3x10° + 0.89, asi mismo

se muestra el porcentaje de viabilidad fue del 100%.

6.2  Separacion de linfocitos T por separacion magnética y determinacion de la
cantidad celular aislada y su viabilidad.

Los linfocitos T fueron magnéticamente marcados con CD3 MicroBeads (MACSs) y se
realizd la separacion magnetica en una columna MACs. Finalmente se determiné el
porcentaje de viabilidad y se cuantificé el numero de células purificadas utilizando azul
de tripano, en la Tabla 6 se muestra el promedio (n=10) de la cantidad y el porcentaje
de viabilidad después de la separacion magnética de linfocitos T. Como se observa en la
Tabla 6 el promedio de linfocitos T aislados es de 10.2x10° + 1.12 y cuya viabilidad

estuvo siempre cerca del 100%.

Tabla 6. Aislamiento de leucocitos y purificacion de linfocitos T

[Fuente NUmero de células / mL (n=10)  [Viabilidad (n=10)
Leucocitos 71.3x10° + 0.89 100%
Linfocitos T 10.2x10° + 1.12 100%

A partir de un volumen de sangre de 12 mL de 10 muestras diferentes se realizo la separacion de
leucocitos totales a partir de los cuales se purificaron los linfocitos T por separacion magnética. En esta
tabla se aprecian los valores del promedio y desviacion estandar del contenido celular obtenido en cada
fase de la separacion asi como del porcentaje de viabilidad correspondiente.
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6.3  Analisis de pureza de linfocitos T por citometria de flujo.

El nivel de pureza de la poblacion de linfocitos T aislados se establecid por citometria
de flujo. En la Figura 5 se muestra un analisis tipo de citometria de flujo antes y
después de la separacion magnética de los linfocitos T donde se observa que se obtuvo
un rendimiento del 95-100%.
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Figura 5: Analisis por citometria de flujo de linfocitos T aislados marcados con CD3-
PerCP. Los resultados por citometria de flujo que se muestran aqui corresponden al andlisis de
la separacion de linfocitos T. A) Representa una muestra de los leucocitos totales antes de la
separacion magnética ya marcados con el fluorocromo CD3-PerCP. B) Representa los linfocitos
T aislados en este caso el porcentaje de pureza correspondio al 98.36%.

Aproximadamente el 25% de los leucocitos totales comprende a los linfocitos positivos
al marcador de superficie CD3+. El porcentaje promedio de las 10 muestras analizadas
por citometria de flujo fue de 97.21% + 1.99. Esto sefiala que el proceso de purificacion

celular proporcion6 un buen rendimiento.
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6.4 Cultivo de linea celular Jurkat E6-1

La linea celular Jurkat E6-1 fue crecida en medio RPMI 1640 suplementado. Estas
células presentaron un tiempo de duplicacion menor a 24 horas y tendian a formar
agregados en forma de racimos de uvas, la concentracién a la que se mantuvieron en el
cultivo fue de 10° células/mL, supervisando los parémetros del cultivo de viabilidad y
namero celular cada tercer dia. Para el analisis molecular fue suficiente con varias
muestras de 10’ células crecidas en frascos de cultivo Roux de 25 cm?. En el caso del
analisis bioquimico fue necesario el crecimiento de células en frascos de cultivo Roux

de 75 cm?, para asf poder obtener el paquete celular suficiente para dicho ensayo.

6.5  Analisis de marcaje CD3+ en células Jurkat por citometria de flujo.

Las células Jurkat fueron marcadas con CD3-PerCP para poder determinar mediante
citometria de flujo el porcentaje de células CD3+. Los datos obtenidos muestran que un
84.89% las células Jurkat fueron CD3+, la Figura 6 corresponde a un analisis realizado

por citometria de flujo a una muestra de células Jurkat marcadas con CD3-PerCP.

1023

SSC-H

10° 107 10° 10° 10*
CD3 PerCP

Figura 6: Citometria de flujo con PerCP en células Jurkat. Se muestra el andlisis por

citometria de flujo con células Jurkat marcadas con CD3-PerCP, en este caso el porcentaje

obtenido de células Jurkat CD3+ fue cercano al 85%.
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6.6  Extraccion de RNA y RT-PCR de un solo paso

Se realiz6 la extraccion del RNA total a partir de linfocitos T y células Jurkat a una
densidad de 10" células con la técnica de Trizol (Invitrogen, Carlsbad, Ca). La pureza
del RNA extraido se evalud con el cociente de absorbancia 260nm/280nm que tuvo un
valor promedio de 1.6 en las muestras de linfocitos T, indicando un adecuado grado de
pureza del RNA extraido.

Para la determinacion de los transcritos de AChE expresados en linfocitos T se utilizé el
kit One-step RT-PCR (Qiagen). Se utilizaron diferentes cantidades de RNA (0.5, 1, 1.5
y 2 ug de RNA de la primera muestra de linfocitos T obtenidos) para hacer una
titulacion en la RT-PCR y poder determinar la concentracion optima RNA necesaria

para obtener una buena amplificacion.

Los geles obtenidos de las titulaciones de RNA con los tres diferentes juegos de primers
se muestran en la Figura 7. Los fragmentos de amplificacion mostraron que solo hubo
un producto amplificado utilizando los primers correspondientes al transcrito AChE-H.
Estos resultados sefialan la expresion del transcrito AChE-H encargado de la sintesis de
la forma molecular de AChE del tipo de dimero anfifilico anclado a la membrana

plasmatica de los linfocitos T (Bartha y col., 1987; Pick y col., 2004).

Teniendo en cuenta que la concentracion optima para la amplificacion fue 1.5 pg de
RNA. Las cinco muestras restantes se amplificaron bajo estas condiciones. Los
productos de las amplificaciones se resolvieron en un gel de agarosa al 2% conteniendo

bromuro de etidio 0.5 pg/mL, estos se muestran en la Figura 8.
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Figura 7: Revelado de los productos de amplificacion usando los transcritos para la
AChE humana. Se utilizaron distintos volimenes de la muestra de RNA (0.5-2 ug)
obtenido a partir de linfocitos T por el método de Trizol. Se observa que sélo hubo
producto de amplificacién para el transcrito AChE-H, el producto amplificado en AChE-
H es de aproximadamente 487 pb. También se puede observar que una baja cantidad de
RNA (menor a 1.5 pg) resulta en un amplificado pobre que seria dificil de analizar.

Y VER

Figura 8: Revelado de los productos de amplificacion correspondientes a AChE-H
de cinco muestras diferentes. En esta figura se pueden apreciar los amplificados
resultantes de la RT-PCR de cinco muestras de RNA (1.5 ug de RNA por muestra)
obtenidas de linfocitos T aislados, igual que en la titulacién de RNA no hay presencia de
los otros dos transcritos solo de AChE-H (Unicamente mostrado aqui), los amplificados
tienen un tamafio aproximado de 487 pb.
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En el caso de la expresion de los transcritos de AChE en las células leucémicas Jurkat
en la RT-PCR de un solo paso se utilizaron 1.5 pg de RNA por reaccion al igual que
con las muestras de los linfocitos T. La Figura 9 muestra los transcritos detectados en
células leucémicas Jurkat que son correspondientes a AChE-H y AChE-T, este ultimo

no es detectado en los linfocitos T normales.

H T

487pb 444pb

500phk

400ph

Figura 9: Transcritos de acetilcolinesterasa expresados por las células Jurkat. Se
puede observar que los amplificados resultantes de la RT-PCR de una muestra de RNA
(1.5 pg) obtenidas de células Jurkat se detectan dos transcritos, el de AChE-H (487 pb) y
AChE-T (444 pb), este tltimo no esta presente en linfocitos T. El transcrito AChE-R no
es detectado en estas células por RT-PCR.

6.7 RT/PCR en dos pasos y PCR semicuantitativa

Para confirmar que los transcritos detectados por la amplificacion por RT-PCR en un
paso eran reales, se decidid amplificar los transcritos expresados por una RT/PCR en
dos pasos. Para lo cual, nuevamente se procedié a extraer el RNA de células Jurkat y
linfocitos T normales en las condiciones descritas anteriormente. Las muestras de RNA
extraido presentaron un valor promedio de 1.6 en el cociente 260nm/280nm

demostrando un buen grado de integridad del RNA extraido.

A partir de las muestras obtenidas se determind la expresion de los transcritos de AChE
mediante la técnica de RT/PCR en dos pasos, sintetizando en primera instancia la
cadena de cDNA vy siendo esta el molde para la deteccion de los transcritos de AChE
presentes por amplificacion mediante PCR. Para esto primero se realizo un gradiente de
temperatura de alineamiento y de concentracion de MgCl, para conseguir la temperatura
y concentracion de MgCl, adecuadas para una amplificacion 6ptima.

60



El siguiente programa resulto el adecuado para la amplificacion utilizando una
concentracion de MgCl, de 2 mM

Paso 1 95°C 3 min.

Paso 2 94°C 1 min.

Paso 3 55°C 1 min.

Paso 4 72°C 1 min.
Regresar al paso 2 por 39 ciclos

Paso 6 72°C 10 min.

A partir de los resultados anteriores se procedio a la deteccion de transcritos de AChE
en las células leucémicas Jurkat tomadas a diferentes tiempos de cultivo (48, 72 y 96
horas). Los fragmentos amplificados obtenidos correspondieron a AChE-H y AChE-T,

este Ultimo no esta presente en los linfocitos T normales (Figura 10).

Muestra

Figura 10. Transcritos de AChE amplificados en células leucémicas Jurkat
E6-1. Los transcritos detectados corresponden a AChE-H (487 pb) y AChE-T
(444 pb), AChE-R no es detectado aqui. Para normalizar las muestras se utilizé
el control interno de B-actina (500 pb), para que de esta forma el experimento de
PCR fuera semicuantitativo.

Para realizar un andlisis por PCR semicuantitativa se aplico el mismo método en
muestras de linfocitos T normales. En la Figura 11 se muestra la deteccion de las
variantes de transcritos de AChE presentes en linfocitos T con su correspondiente
control interno de B-actina. Con estos datos posteriormente se pudo realizar un analisis

comparativo de la expresion de AChE en linfocitos T y células leucémicas.
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Figura 11. Amplificados de los transcritos de AChE en linfocitos T normales
de 4 muestras. Se obtuvieron muestras de 4 personas para realizar los analisis de
expresién de AChE en linfocitos T normales mediante PCR semicuantitativa,
utilizando el control interno de B-actina, en esta imagen se presenta el Unico
amplificado detectado en linfocitos T correspondiente a la variante AChE-H
(487 pb) y su correspondiente control de B-actina (500 pb) por individuo.

En el analisis comparativo de la expresion de AChE en ambos tipos celulares se empleo
la expresion del control B-actina como control de expresion constitutiva. La Figura 12
muestra los productos de amplificacién de los transcritos alternativos de AChE
detectados en linfocitos T normales y células Jurkat, y usando un control positivo para
AChE-R que da un producto de 574 pb usando el mismo juego de primers para AChE-H

obtenido de una muestra de células HepG2.

Linfocitos T C. HepG2 Células Jurkat

/—’%/—’%
HyR H T B

487ph 574ph 50pr

600pk
500ph D iy,
400ph  A— —

Figura 12. Amplificados de los transcritos de AChE en linfocitos T normales y
células leucémicas. En esta imagen se puede observar una comparacion de la
expresion de AChE en linfocitos T normales y células leucémicas, en el caso de los
linfocitos T normales solo se detectan transcritos AChE-H (487 pb), pero en el caso
de las células leucémicas existe la presencia de transcritos AChE-H (487 pb) y
AChE-T (444 pb) lo cual indica una alteracion de la expresion de AChE en las
células transformadas. En esta imagen se afiade un control positivo que presenta
expresion de AChE-H (487 pb) y AChE-R (574 pb) en una misma reaccion
obtenido a partir de una muestra de células HepG2 y también se incluyen los
controles internos de B-actina para cada tipo celular.
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Con los datos descritos sobre la expresion de transcritos se realizaron los analisis de
densitometria para poder obtener el valor de intensidad de cada banda, obteniendo un
promedio de las cantidades de intensidad de los controles de B-actina y asi establecer el
indice de intensidad relativa de cada banda de los amplificados correspondientes de

AChE en cada muestra (Tabla 7)

Tabla 7. Intensidad relativa de isoformas de splicing del
RNAmM para AChE humana
Célula H R T
Linfocito T normal 0.2326+0.0102 ND ND
Jurkat E6-1 0.1909+0.0050 ND 0.4638+0.0058
[HepG2 0.2615+0.0308 | 0.0657+0.0128 -

Los valores representan los promedios y desviaciones estandar respectivas de cuatro datos obtenidos de
analisis por densitometria en las muestras de linfocitos T normales (n=4), células Jurkat (n=3) y células
HepG2 (n=2), estas Ultimas empleadas como control positivo de expresion de AChE-R. Las reacciones de
RT/PCR se normalizaron utilizando un control de B-actina expresado en cada tipo de célula con un valor
promedio de 206.39+3.5756. La expresion del transcrito AChE-H es significativamente mayor en
linfocitos T normales que en las células Jurkat (U de Mann-Whitney, p<0.05).

6.8  Determinacién de la actividad AChE en linfocitos T normales y células
Jurkat

Teniendo en cuenta que para el analisis bioguimico, se requeria una cantidad mayor de
células fue necesario usar una unidad de sangre (aproximadamente 500 mL de sangre
total) donada por una persona sana de 23 afios de edad que no presentaba algun tipo de
enfermedad en los Gltimos tres meses y que no consumia medicamentos. Los linfocitos
T se aislaron usando el mismo procedimiento empleado para el andlisis molecular

obteniendo un paquete celular con un peso aproximado de 300 mg (439 x 10° células).
Para la extraccion de AChE de células Jurkat previamente se realizo el cultivo de la

linea celular en frascos de Roux de 75 cm? con el fin de obtener la cantidad suficiente

de células.
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Las células fueron concentradas por centrifugacion y se les retird el sobrenadante
determinando por Ultimo el peso del botén celular obtenido, un paquete de células
Jurkat con un peso aproximado de 300 mg (440 x 10° células) fue utilizado para la
extraccion de AChE.

A partir de los linfocitos T y las células Jurkat concentradas (300 mg por cada tipo
celular) se extrajo la AChE no ligada o débilmente ligada a la membrana (fraccion S;) y
la AChE fuertemente ligada a la membrana (fraccion S,). La actividad de AChE se
midié en espectrofotometro por el método de Ellman y colaboradores (1961), y el
contenido de proteina por el método de Bradford (1976). En todos los casos las
determinaciones se realizaron por triplicado. Posteriormente se obtuvo la actividad
especifica de AChE en unidades por miligramo de proteina (U/mg) a partir del cociente

de actividad/proteina.

Los datos obtenidos de la determinacién de la actividad de AChE en extractos S; y S»
correspondientes a los linfocitos T muestran que los extractos presentan la misma
actividad AChE. Estos resultados sefialan que a nivel de proteina existe casi la misma
proporcién de AChE débilmente y fuertemente unida a la membrana en el caso de los
linfocitos T humanos.

Los resultados obtenidos a partir de la extraccion de AChE en células Jurkat muestran
que la actividad AChE es mayor en la fraccion S; que en Sy, lo cual indica que la
fraccion de AChE soluble o débilmente unida a la membrana celular es mayor que la

que esta fuertemente unida a la membrana celular.
En la Tabla 8 se muestran los resultados de contenido de proteina, actividad AChE y

actividad especifica AChE obtenidos de los extractos S; y S, de linfocitos T normales y

las células Jurkat.
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Tabla 8. Actividad acetilcolinesterasica en linfocitos T y células Jurkat

Proteina (mg/mL) AChE (U/mL) A.E. AChE (U/mg)

Linfocitos T
S1 1.96 + 0.0035 0.216 + 0.0849 0.1101 +0.0433
S, 2.22 +0.0049 0.294 + 0.0255 0.1323 +£0.0115

Células Jurkat

S1 4.86 + 0.0045 0.287 +0.0312 0.0590 + 0.0064

S2 2.50 +0.0164 0.088 + 0.0000 0.0353 + 0.0000

Se representan los promedios y desviaciones estandar del contenido de proteina, actividad de AChE por
volumen y actividad especifica de la enzima obtenida a partir de la solubilizacién de AChE en muestras
de linfocitos T (n=3) y de células Jurkat (n=3) con amortiguador Hepes salino (fraccion S;) y con
amortiguador Hepes salino con Triton X-100 (fraccién S,). Se puede apreciar que la actividad de AChE
en S; y S, es muy parecida en linfocitos T (U de Mann-Whitney, p<0.05), pero en el caso de las células
Jurkat la fraccidn S; presenta mayor actividad AChE que la fracciéon S,. La AE AChE de S; ¥y S, en
células Jurkat es menor que en los linfocitos T normales.

6.9  Glicosilacion de la AChE en linfocitos T y células Jurkat

Se mezclaron 0.5 mL de la muestra S;+S, de cada tipo celular con 0.25 mL de
Sepharosa-4B, Con A, LCA, WGA o RCA y se incubaron durante 16 horas en agitacion
constante a 4 °C. Durante la incubacion, las glicoproteinas se unieron a la lectina
formandose complejos pesados de gel-lectina-proteina. Después de la precipitacion de
la lectina con la proteina unida se recogieron 450 ul del sobrenadante. Se midio la
actividad AChE y el contenido de proteina de los sobrenadantes. A partir de los datos
obtenidos de actividad AChE de los sobrenadantes de cada lectina se calculo el
porcentaje de interaccién tomando como control de 100% de no interaccion a la

Sepharose-4B.
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El anélisis de la interaccion con lectinas revela el proceso de maduracion por el que
pasan las glicoproteinas. En el porcentaje de interaccion con lectinas se muestra que
alrededor de un 33% de la AChE de linfocitos T presenta glucosa (ConA), un 66%
presenta manosa (LCA), un 75% presenta galactosa o acido sialico (RCA) y un 63%

presenta N-acetil-glucosamina (WGA) (Figura 13).

Con respecto al patrén de glicosilacion que presenta la AChE en las células leucémicas
Jurkat se puede ver que la interaccion de la muestra con cada lectina es superior al 50%,
donde alrededor de un 66% de la AChE presente en las células Jurkat presenta glucosa
(Con A), un 72% presenta manosa (LCA), un 67% presenta galactosa o acido sialico
(RCA) y un 67% presenta N-acetil-glucosamina (WGA).

La diferencia en el nivel de glicosilacion de AChE entre los linfocitos T y las células T
leucémicas sefiala que en el estado neoplasico se modifica el proceso de maduracion de
la AChE. En la Figura 13 se muestra el patron de glicosilacién en columnas de ambos

tipos celulares.
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Figura 13. Interaccion de la mezcla S1+S2 de linfocitos T normales y células Jurkat con lectinas de
diferente especificidad. Podemos observar las diferencias que presenta el grado de glicosilacién de la
AChE entre los linfocitos T normales y las células leucémicas Jurkat. En células Jurkat la AChE presenta
mayor cantidad de residuos de glucosa (ConA) y manosa (LCA) en su estructura, y menor cantidad de
residuos de galactosa o acido sidlico (RCA). No hay diferencia significativa en la N-acetil-glucosamina
(WGA) presente en ambos tipos celulares (p<0.05).
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Los porcentajes de glicosilacion obtenidos se resumen en la Tabla 9, existen
variaciones de glicosilacion entre ambos tipos celulares, lo que probaria que también
hay una alteracion de la expresion de AChE en una célula transformada en relacion a

una célula normal.

Tabla 9. Interaccion de AChE con lectinas en linfocitos T y células
Jurkat
Muestra Con A LCA RCA WGA
Linfocito T 33.78+1.91 60.81+1.91 75.67+0.00 63.5145.73
Célula Jurkat 66.35+4.85 72.34+4.22 67.12+2.77 67.74+3.47

Se presentan los porcentajes obtenidos de interaccion de AChE en linfocitos T normales (n=3) y células
Jurkat (n=3) con diferentes lectinas. Se puede apreciar diferencia en la interaccion con Con-A, LCA y
RCA entre la AChE de ambos tipos celulares, indicando que en células Jurkat la AChE presenta mayor
cantidad (el doble) de residuos de glucosa en su estructura, también presenta mayor cantidad de residuos
de manosa y presenta menor cantidad de residuos de galactosa o acido sialico, no hay diferencia
significativa en la cantidad de residuos de N-acetil-glucosamina presente en ambos tipos celulares
(p<0.05).

Para comprobar los porcentajes de interaccion de AChE obtenidos se uso la actividad
especifica. Como se muestra en la Figura 14, existié una concordancia de los datos
obtenidos del porcentaje de interaccidn con lectinas y los de actividad especifica AChE

que representan la porcion de AChE que no interacciond con las lectinas.
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Figura 14. Actividad especifica AChE de S;+S, con lectinas. Para corroborar el
porcentaje de interaccion obtenido a partir del control de Sephrose-4B, se determind la
actividad especifica en las porciones no retenidas por las lectinas de las fracciones de
linfocitos T y células Jurkat. Se observa un patrén muy parecido de actividad especifica
AChE de lo no retenido con el porcentaje de AChE retenida correspondiente a cada
célula.

6.10 Formas moleculares de AChE en linfocitos T y células Jurkat

Para determinar las formas moleculares de la AChE presentes en linfocitos T y células
Jurkat (a partir de las muestras S;+S;) se utilizaron gradientes continuos de sacarosa
(del 5 al 20% p/v) y se emplearon como marcadores de sedimentacion la catalasa

(11.4S) y la fosfatasa alcalina (6.1S).

Los datos obtenidos correspondientes a los linfocitos T muestran que hay presencia de
formas moleculares de AChE que poseen coeficientes de sedimentacion de 5.2S y 3.5S
que coinciden con valores informados previamente para los dimeros anfifilicos (G,",
5.2S) y mondmeros anfifilicos (G1*, 3.5S) de AChE (Toutant y col., 1990; Sine y Caye-
Vaugien, 1984). En la Figura 15 se muestra el gradiente de densidad y las formas

moleculares de AChE presentes en linfocitos T normales.
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En el caso del andlisis por sedimentacion correspondiente a las células Jurkat se
encontré la presencia de formas moleculares de AChE correspondientes a dimeros
anfifilicos (G,", 5.2S), monémeros anfifilicos (G.*, 3.5S) y tetrameros hidrofilicos
(G4, 10.6S). Estos Ultimos son sintetizados a partir del transcrito AChE-T con lo cual
se comprueba la presencia de esta variante de splicing en los estudios hechos por
RT/PCR (Massoulié y col., 2005). En la Figura 16 se pueden apreciar las formas

moleculares de AChE presentes en células Jurkat.
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Figura 15. Andlisis de formas moleculares de la AChE en linfocitos T normales obtenido por
gradiente de densidad de sacarosa. Las formas moleculares correspondieron a G,” (5.2S) y G;* (3.5S),
dimeros y monémeros anfifilicos. Los coeficientes de sedimentacion de las formas moleculares de AChE
se calcularon usando a la fosfatasa alcalina (6.1S, F) y catalasa (11.4S, C) como marcadores de
sedimentacion.
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Figura 16. Analisis de formas moleculares de AChE en células leucémicas Jurkat. En el perfil se
observan formas moleculares correspondientes a tetrameros hidrofilicos (G,™, 10.6S), dimeros anfifilicos
(G,", 5.2S) y monémeros anfifilicos (G,*, 3.5S). Las enzimas marcadoras para calcular el coeficiente de
sedimentacién fueron catalasa (11.4S, C) y fosfatasa alcalina (6.1S, F).
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7 DISCUSION

El aislamiento de linfocitos T por inmuno-separacion magnética proporciond un alto
rendimiento de pureza (97.21% £ 1.99). El estudio por citometria de flujo fue una
herramienta que permitié determinar el grado de pureza de los linfocitos T aislados, y
asegurd que los andlisis de expresion de AChE se realizaron especificamente sobre
linfocitos T.

El empleo de anticuerpos dirigidos hacia el marcador de superficie CD3+ como
pardmetro para identificar a los linfocitos T se basa en que el antigeno de diferenciacion
CD3 es expresado por timocitos y células T maduras. Debido a esto el antigeno CD3 ha
sido utilizado como un marcador temprano de la diferenciacién de la célula T. CD3 esta
compuesto de 5 cadenas de polipéptidos; gamma, delta, epsilon, zeta y eta. La cadena
zeta existe como un homodimero o un heterodimero con la cadena eta. El epitopo
reconocido por CD3 MicroBeads est4 localizado en la cadena CD3e. CD3 MicroBeads
ha sido utilizado para la seleccidn positiva de las células T de sangre periférica, de
cultivos celulares o de tejidos tumorales y linfoides. Las células aisladas han sido
utilizadas para estudios como la infeccion por VIH, la citotoxicidad y la activacién de
las células T, las sefiales de transduccion y la expresion de marcadores de superficie
(Lorenzen y col., 1999; Pitti y col., 1998).

A partir de los linfocitos T purificados y de la linea celular leucémica Jurkat E6-1, se
procedio a realizar el analisis de la expresion del gen AChE mediante RT-PCR. En el
caso de los linfocitos T se pudieron detectar solo transcritos AChE-H, y no se detecto la
presencia de transcritos AChE-T o AChE-R. Informes previos en células de sangre
periférica, incluyendo linfocitos y eritrocitos, han demostrado la presencia del transcrito
AChE-H. Este transcrito es el responsable de la sintesis de las formas moleculares de
AChE de dimeros y monémeros anfifilicos (G,", G:*) anclados a la membrana

plasmatica por un enlace glicosilfosfatidilinositol (Pick y col., 2004).
En contraste, el analisis de los transcritos de AChE en células leucémicas Jurkat por

RT/PCR permitié detectar transcritos AChE-H vy la variante AChE-T, lo cual demuestra
una alteracion de la expresion del gen AChE en esta linea celular.
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En estudios recientes realizados con microarreglos se ha observado, en células
neuronales semi-diferenciadas P19, que una sobreexpresion de transcritos AChE-T esta
asociada con un alto nivel de expresion de genes relacionados con la remocién
alternativa de intrones como SC35, SRp20 y el factor de splicing CLK1, y de genes
anti-apoptdticos como Bcl-2. Por otro lado se observa un bajo nivel en la expresion de
genes pro-apoptoticos como Apaf-1 y Fas (Ben y col., 2006). En células Jurkat el
transcrito  AChE-T probablemente este participando en la proliferacion celular
regulando la expresion de agentes anti-apoptoticos y permitiendo que la célula

sobreviva.

Los datos obtenidos en este trabajo revelan que las células Jurkat presentan una
alteracion en la actividad AChE, con respecto a los linfocitos T normales. Esto conduce
a una notable disminucién de la actividad especifica de AChE en las células Jurkat con
respecto a las células de referencia, relacionado en parte a un incremento en el

contenido de proteinas.

En otros trabajos también se ha informado una menor actividad acetilcolinesterasica en
células cancerosas con respecto a las células normales, es el caso del carcinoma de
colon y cancer de mama en nodulos linfaticos (Ruiz-Espejo y col., 2003; Montenegro y
col., 2005). En el caso de los tumores en pulmdn, la actividad de AChE disminuye con
el aumento en la malignidad, que se ha relacionado con un incremento en los niveles de
ACh en estas celulas (Martinez-Moreno y col., 2006). Soreq y colaboradores (1994)
demostraron que la inhibicion de la expresion del gen de AChE mediada, por un

oligonucled6tido antisentido, induce la expansion de progenitores hematopoyéticos.

Por otro lado, existe evidencia epidemioldgica y estudios en ratas donde se ha
observado que muchos pesticidas que son fuertes inhibidores de la AChE son
carcinogénicos. Por mucho tiempo se ha sugerido que el empleo agricola de insecticidas
organofosforados estan asociados con la generacion de linfoma no Hodgkin y leucemia
(Dich y col., 1997). Aungue el mecanismo molecular no es conocido, se ha mostrado
que la exposicion prolongada de pesticidas organofosforados en ratas puede inducir

tumores en la glandula mamaria (Cabello y col., 2001).
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Existen evidencias que afirman que la funcion de los linfocitos no solo es regulada por
el sistema de citocinas, sino que puede ser regulada por un sistema colinérgico linfoide
independiente de los nervios colinérgicos. Los linfocitos expresan muchos de los
componentes encontrados en el sistema nervioso, incluyendo a la acetilcolina, colina
acetiltransferasa (ChAT), transportador de colina de alta afinidad, receptores
muscarinicos y nicotinicos de ACh (mAChRs y nAChRs, respectivamente), y la

acetilcolinesterasa (Kawashima y Fujii, 2004).

Se ha observado que al estimular los linfocitos T con fitohemaglutinina se activa el
sistema colinérgico linfoide, como lo demuestra el aumento de la sintesis y liberacion
de ACh, y el incremento en la expresion de ChAT y los receptores de ACh. Se ha
reportado que la ACh y los agonistas para mAChRs y nAChRs activan una variedad de
efectos funcionales y bioquimicos en los linfocitos dentro de estos se pueden
mencionar: el incremento en la fluidez de la membrana, la activacion en la sintesis de
inositol trifosfato (IP3), el aumento en la expresion del gen c-fos, la activacion de la
sintesis de DNA, la activacion de la sintesis de RNA y la activacion de la proliferacién
celular. Estos descubrimientos apoyan firmemente que la ACh sintetizada y liberada
desde los linfocitos T puede actuar regulando su funcion (Fujii, 2004; Kawashima y
Fujii, 2003; Kawashima y Fujii, 2004).

La disminucion de la actividad AChE puede dar lugar al incremento en el contenido de
ACh presente en la célula al no ser hidrolizada. En el caso de las células leucémicas
vemos que la actividad especifica de AChE es mucho menor en comparacion con la de
los linfocitos T normales. Se ha reportado que los niveles de acetilcolina presentes en
linfocitos T son mucho menores que los presentes en células Jurkat (Kawashima y Fuijii,
2004), con lo cual se podria deducir, que al existir una deficiencia de hidrolisis de ACh
por la disminucion de la actividad especifica de la AChE en las células leucémicas se
produce un incremento de niveles de ACh, que conduce al incremento en la regulacion
de las funciones controladas por el sistema linfoide colinérgico incluyendo la activacion
en la proliferacion celular (Kawashima y Fujii, 2003). En la Figura 17 se muestra un
modelo por el que se trata de explicar la induccion de la proliferacion celular a través de

los niveles de la ACh.
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Figura 17. Modelo de la proliferacion celular inducida por la acetilcolina. En la célula normal, la
presencia de AChE hidroliza de manera eficaz el exceso de ACh regulando asi su funcion. Mientras,
que en la célula cancerosa, ocurre una alteracion en el control colinérgico que conduce a una
deficiencia en la hidrdlisis de ACh por parte de la AChE que conlleva a un aumento en los niveles de
ACh que sobreestimulan los receptores nicotinicos y muscarinicos provocando la sobreactivacion de
la fosfolipasa C (PLC) y permitiendo el incremento en la concentracién de calcio intracelular que

provoca un aumento en la regulacion de la expresion de c-fos que activa la proliferacién celular.
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Otro punto a resaltar es que en células leucémicas la AChE extraida con detergente
presenta menor actividad con respecto a la extraida sin utilizar detergente, siendo que en
linfocitos T normales la actividad de esta enzima es similar en ambas fracciones, lo que
indica que existe mayor AChE no ligada o débilmente ligada a la membrana celular en

células leucémicas.

El analisis de sedimentacion de formas moleculares de AChE en linfocitos T mostré la
presencia de formas moleculares correspondientes a dimeros y monomeros anfifilicos
(G y G1™), los cuales estan anclados a la membrana por GFI. Estos se originan a
través de la expresion de los transcritos AChE-H (Massoulié y col., 2005; Pick y col.,
2004). Esto comprueba la expresion de transcrito AChE-H detectada en este tipo

celular.

Por otra parte, el andlisis de sedimentacion de formas moleculares de AChE en las
células Jurkat mostré la presencia de dimeros y monémeros anfifilicos (G,™ y G1*) y
ademas tetrameros hidrofilicos (G4™). Las formas moleculares encontradas en células
Jurkat se confirmaron con la presencia de los transcritos AChE-H encargados de la
sintesis de las formas AChE G,"y G;*, asi como de expresién de transcritos AChE-T a
partir de los cuales se da origen a la forma molecular de AChE G," (Massoulié y col.,
2005).

Algunos estudios muestran cambios en el ensamblado de las formas moleculares de la
AChE en tejidos, en muchos de estos casos el ensamblado de la enzima cambia de
manera tal, que las formas moleculares que se presentaban ya no se detectan, o se
encuentran nuevas formas moleculares que normalmente las células no expresarian y de
las cuales se desconoce la funcion que presentan en ese tipo celular (Montenegro y col.,
2005).
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En el caso de las células Jurkat, la célula tenderia a contrarrestar los altos niveles de
ACh y habria una alteracion en su expresion de modo que se podrian sintetizar formas
moleculares alternativas mas eficientes de esta enzima como es el caso de los
tetrameros, lo que explicaria la deteccion de transcritos AChE-T y las formas

moleculares de tetrameros hidrofilicos en las células leucémicas.

En muchos estados patologicos inclusive el grado de alteracion de la AChE se ve
afectado a nivel de maduracion post-traduccional, esto se ha podido evidenciar por la
alteracion que llega a presentar esta enzima en su patron de glicosilacion. (Martinez-
Moreno y col., 2006; Ruiz-Espejo y col., 2002). Una herramienta util para analizar
alteraciones en el patron de glicosilacion de las proteinas en estados alterados de
proliferacion celular es mediante el empleo de las lectinas (Velan y col., 1993; Zanetta y
col., 1981).

La interaccion de extractos S1+S2 con lectinas de diferente especificidad mostré que la
AChE aislada de linfocitos T presentd incorporacion de glucosa (33%), manosa (66%),
acido sidlico o galactosa (75%) y N-acetilglucosamina (63%) (Figura 13). En el caso de
la AChE en células leucémicas, alrededor de un 66% presenta glucosa, un 72% presenta
manosa, un 67% presenta galactosa o &cido sialico y un 67% presenta N-acetil-
glucosamina (Figura 13). La comparacién de los patrones de glicosilacion de la AChE
en linfocitos T y células Jurkat mostré que existieron diferencias, lo que indica que la
maduracion de la AChE desde el reticulo endoplasmatico rugoso y las diferentes
lamelas del aparato de Golgi se altero en la linea celular leucémica.

Los estudios realizados aqui muestran que el contenido y composicion de AChE estan
considerablemente alterados en las células leucémicas Jurkat, desde el cambio en el
patrén de expresion de transcritos, pasando por la disminucion en la actividad especifica
AChE, las diferencias en el procesamiento de los glicanos y la alteracion en el
ensamblado de las formas moleculares. Que abren la via para explorar la posible

participacion de AChE en la proliferacion y diferenciacion de células linfoides.
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En cuanto a la expresion de transcritos de AChE en tipos celulares transformados. Se ha
observado que la variante AChE-R es expresada en células embrionarias y tumorales, y
ademas es inducida en células maduras en respuesta a estrés y a una inhibicién
prolongada de la AChE (Kaufer y col., 1998; Meshorer y col., 2002; Perrier y col.,
2005). Se ha mostrado que esta variante juega un papel activo en la proliferacion y
diferenciacion en el sistema hematopoyético la cual puede promover la expansion

mielopoyética y la trombopoyesis (Sternfeld y col., 2000; Deutsch y col., 2002).

En las células leucémicas Jurkat no fue detectada esta variante por lo que
probablemente esta linea celular no exprese AChE-R, o la exprese en cantidades no
detectables para el sistema de RT-PCR o en condiciones de cultivo diferentes a las
utilizadas en este trabajo. Aln asi, definitivamente hay marcadas diferencias en cuanto a

la expresion de AChE entre células normales y células leucémicas.

La posible participacion de AChE en el crecimiento, la apoptosis y la proliferacién
celular esta actualmente bajo investigacion, con lo que se espera que eventualmente nos
pueda permitir el desarrollo de nuevas propuestas de terapia contra el cancer. Cabe
mencionar también que los futuros estudios de la expresion de AChE con muestras de
pacientes con leucemia podrian permitir utilizar a la AChE como un medio de deteccion

de leucemia.
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8 CONCLUSIONES

1.- Los linfocitos T normales expresaron transcritos AChE-H, mientras que las células

leucémicas Jurkat mostraron la expresion de transcritos AChE-H y AChE-T.

2.- Las células T normales y transformadas mostraron actividad AChE detectable,

siendo mayor en los linfocitos T normales que en las células leucémicas Jurkat.

3.- Las células leucémicas mostraron diferente patron de glicosilacion de la AChE

sefialando una alteracion en la maduracion post-traduccional.

4.- Los linfocitos T normales generan dimeros y mondmeros anfifilicos de AChE a

partir de la expresion del transcrito AChE-H.

5.- Las células Jurkat generaron dimeros y monomeros anfifilicos a partir de la
expresion del transcrito AChE-H y tetrdmeros hidrofilicos a partir de la expresion del
transcrito AChE-T.

6.- En general, se puede considerar que en el estado alterado de proliferacion ocurre

una desregulacion de la expresion del gen de la AChE que se ve reflejado en variaciones

en el tipo de transcritos y sus respectivas formas moleculares.
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