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En este trabajo Be analiza la aparición de 1 a-z distintas

formas moleculares de la sceti Ico 1mesterasa CACHE) durante el

desarrollo visas i retí notects!. del. pol.lo«. "ir, vivo:i e " i n

v i t r o " j con o b jet o d e a p o r tar d a. t o s ¡ i u. e v o s sDbre 1-3 reía c i 6 ¡ ¡

que existe entre la aparición de los enzimas implicados -BU la

neurofcransmisi 6n colinérgica / la madurscxón del beiido

nervioso.

4.. 1 SITUACIÓN DEL SISTEMA VISUAL REFINDTECTftL DEL POLLO

DURANTE Ei DESARROLLO,.

¿i , J ,t , Df=ñ2E£ GI. ?,o __;' 3 i) _v j.yc.1" „

Ou.rante el dessrroilo cambian las di.msnsiones y la

estructura de IDS tejidos y órgarios a través de un proceso

ordenado de crecimiento. Pai a caracterizar globalmenbe este

proceso es útil determina!" los perfiles de variación de i a

cantidad de proteins y DMA en la retina y el fcectu.-n óptico de

embriones y pollos jóveries entre el 8£ día de desarrollo

e-fiibr iü¡ lario y el día 105 del desarrollo pos tria ts 1 a Los

resultados se resumen en la Fig. 11. Los valores qtíe se

muestran en el panal superior son los obtenidos en el caso de

la i atina; en el panel inres ior se representa .la cantidad de

pro be i rta y DMA en e.l bectuen.

Estos datos se expresan por animal •, es decir- pe i" par de

retinas o lóbulos téchales en los distintos bien.pos de
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Fjq: ir£i__ i, j . , -• Ca :T(b i o 5; e n G-'i r o ¡- v(; e n i tí o e n L'NA y p r c t e i n í d e l a

r s t i n a ¡ p a v ; s l s u p s f i o r ) y s i t e c t u r v í ó p t i c o d e i p o í l o ( p a n e l

i n r e i' i o r ) < e n t r e 1 o s c! i £? 5 5 S d e .i d e s a r r o . l i o e? rn b r i c n s r i o y i. 0 2

d e i d e s s n 1 o i i, o p o Í Í r, n s t s t .

• L o s v a l o r e s q u e s e d a n ÜI'I .1. =?. oí ck -nads d e l a i z q u i e r d a .

r f E p r s s e v i t í r i e l c ü í i t e n u i o B Í I DMA, e n H.q < • = D M A - r e t i n a » A. =

Dí'-i'A- t e c tuiTi > , En i. 3 o r d = n 3 d á d e .la d e r e c h s s e d s n Los v~.. l e í e s

d e ¿::3II i: i d a d d e p r o t s i n a e n n\q ( o = p r n t e i i i í i e b i. ¡"¡a-i ^ ==

p r o t e í n a c e c t u ' i ; . En í ^ b o ~ C S ' Í D S i o s v s í o i e s q u e E-C- G ; ; C I L?~;~?

s o n i o s o b t e / i i - J O E p o r s n i Ñ i s i . En á b c i s s s 5 0 r e p r c ^ s n t - B i í c r l i

d e ] a f u m a ] En d í a s . , i -3 f l e c h a e n i-=>s e b c i s a s i n d i c: s s i ¡r.ofi-c=r.-{:

d e I ;s i ? ; : i c . £ i óv i d e ! h u e v o u L a s I I I Í G S S v 'e^ t I c a le=; e n . : ? d s p u n t o

.- í i p i e s e n t i ^n ; s d e s v i se. i ó o al^uúac í ü . E . ) d e 3 r i e t e r - i >-,*c: i or.fi-
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A . i . 3 . 1 . Actividad de 3 os enzimas coünérgicos durante el

desan olio "in vivo".

Una vez caracterizado el estado de desarrollo de los

tejidos sometidos a estudio, pasamos a analizar perfiles

globales de desarrollo de AChE y de colina acetiltransferasa

(ChAT, que utilizamos como marcador de si ñapáis colinérgicas) .

En la Fi.g- J 2 se muestran los perfiles de desarrollo de

la AChE medida en homogenados de retina y teetum, tanto en

términos de actividad específica? referidos a mg de proteína»

como en actividad total por par de retinas (panel superior), o

par de lóbulos tecteles (panel inferior),. En esta figura se ha

añadido el punto de 180 días de desarrollo í6 meses) como

medida de los niveles de -enzima en el polio adulto? en los que

se supone que SE? ha llegado a. 1 "estado estacionario" en cuanto

a actividad.

En los perfiles de desan oilo se incluyen dos puntos muy

pro Í; linos, ios de ios días i y 8 ríe desarrollo postilaba! porque

es el momento en e3 que se producen las variaciones más

dfistacab].e5 debidas =» que el pollo abre los ojos y recibe por

p i" i mera ven el es bí mu lo luminoso.

Los resultados que se muestran en la Fi.q. J í2 indican que

en la retina y el te;: tum antes del nacimiento tiene lugar el

mayor aumento de actividad especifica de la AChE. El aumento

en actividad total del enzima continúa tras el nacimiento al

E H O 5 J en los puntos considerados en este estudio.



La Fig. 13 muestra los perfiles de desnrroiJo cié 13 uhAT

entie ios días B2 del desarrollo embrionario y 20 del

desarrollo postnatal . El objeto de.1 estudiar i 3 vsrisción de?

actividad de este enzima es tener un buen marcador ds si. napsis

co]inérgicasj con el que comparar los resultados obtenidos en

la actividad AChE, durante el desarrollo en I => retina y

tectum.

Los resultados siuestran un aumento constante de la

actividad con pequeñas variaciones- sobre todo en la retina en

ios primeros días de apertura de los ojos»
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EÍSL!C£Ü_.I§ •"' Perfil.es de desarrollo de Je actividad AChb en la
rebina y e l tectum™ La actividad especifica se representa en
la ordenada de la izquierda y las unidades de sebi vidad total
se Ú5¡-¡ en la ordenada de la derecha. Los puntos y las barras
indican el valor medio + D.E., de 4 determinaciones diferentes
= actividad especifica de la retina, o = actividad total en is.
retina, = actividad especifica en el tectum y ~ actividad
fcobal en el tectum. Otros datos se citan en ií Fig. 11.
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4 „ 1 • E . Desarroll_q__en_Dj].tj.yü.

Paralelamente al estudio del desarrollo i:in vivo", se

realizaron estudios en cultivos de agregados celulares

histotípicos preparados por disociación del tejido nervioso en

células individuales: y reasociacidn de las mismas en cultivo

de suspensión en medio líquido, tal y como se indica en

¡•kí-todos..

En esta sección se dan los resultados ota heñidos en

cultivos constituidos exclusivamente por células de rebina o

células de tectu.mj con objeto de ver la capacidad individual

de desarrollo de cada una de estas estructuras que componen el

sistema visual,. Este tipo de cultivos ha sidc- empleado con

pj;ito j para estudiar fenómenos da regulación epigenétiea en el

desarrollo del sisteme nervioso. Este E J E tenia postre la

capacidad de imitar más fielmente que otros, ¡os procesos

fisiológicos que se observan en un sistema d e s a r r o 1 1 ando se I:in

v i vo:i .

Para ello se disocian células de una u otra estructura de

embriones de 7 a 10 días de edad de deserroJlos con jas que

se preparan los agregados. A partir del día 7 comienza a ser

posible ¡nedir la actividad de los enzimas colinergicos y» por

otra parte, en el día 10 aún no se ha verificado la conexión

mayoi i taria retina-tectum.

En la Fig. i¿t se muestran los perfiles de la evolución de

3 a cantidad de E¡\iA y proteína durante casi un mes de
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desarrollo en cultivo de tejidos extraídos de eíiibr iones de 7

días. Los resultados se expresan como porcentajes con respecto

si valor des pues de 24 horas en cultivo, que es Í» J tiempo c-n

ei que se consolidan los agregados y sori braiisferidos a ¡jr,

Er 3 enmeyer con medio ¡•¡nevo. 3e toman valores cada 7 días hasta

el día 59.

En general? se observa una disminución de los

porcentajes en f Luición del tiempo, especialments en los

valores de DNA, debido probablemente a muerte celular. El

crecimiento cesa mes barde como se observa en Ja cantidad de

pro teína* Este hecho es más patente en el caso de los

agregados de- tectum, como cabria esperar por la falta de

a f e )•" encías r & t i Í¡ i a n as en est e c u j. t i vo (ps ne i i n f e r i o r í , L. a

relación pro teína/DNA que se muestra en i a Tabla II está en

consonancia con este hecho.
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I" Í.yl.-.ÍLñ...líi • "•• CriTib i o» e n j a c a n t i d a d de; DNA y p r o t e i .-¡s s n l a

r e t i n a í p ^ n e l s u p e r i o i - ; y ---i"' *•-••• t e c t u m ( p a n e l . ,r. n f s , - :i. Di • ) en

f¡M",cio¡¡ d e l í;ie,-!iprj e n C U . U Í V Í : - . En l a orden;-di1-, d e L => i z q u i e r d a

E S i n d i c a n i o s p o r c e n e s i e s d e DNA p e r f V á s c o de c u l t i v o í d --

í ' e í J t i í n A .-: bec tu!Ti ) y e n l a ^ r d e n í í e j s de [-• de rach -s se

¡'ÍH-¡J r ir'H s i". •[; ¿i ÍI- :. p - j f c e r i b s i a d f i p¡ O'fcsívjs p o r f r ' a s c o ío ™ r e t í <'•-< *

A--- tev:: 'c> to. / .. Í . D S r e s u ] t a d o s s e e x p r e s a n cc-mo % de i o s •-• a ] o r e s

-TiS-iidoB d e s p u é s d e P.H h o r a - d e p r e p a r a c i ó n d e i o s s q f s q s d o B .

Se ri-a e l v s l o r msc l io +• L ;• d e = v i se. :¡.ó i • e s t á n d a r de ír. f í e m e o s de

c u l t i v o i v.dispsnd i e n t e s „ L o s c i . i l t i v o s se; p r e p a r a r o n c o n i & t i .\<BB

G t s e t s de s m b r i o n s E de 7 d í a s . .
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^ CULTIVOSDE
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DÍAS EN
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75
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100

65
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'/•;DNH/ FRASCO

1OO

69

38

35

•aA

] .0

1 «3

PRO TE [

3 ,0

i :, 7

S i O

Sn i

3 . 9

Coc is r i te e n t r e la c a n t i d a d de p r o t e í n a en agregados de r e t i n a
y fcecfcum en c u l t i v o . Los r e s u l t a d o s que se fl\i.ie=fcrafi son los
p o r c e n t a j e s de p r o t e í n a / DNA que se muescrari en la F i g u 14»
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^.l.EL.Í, Desarrollo esintctural de los

Ein las Figs. 15 y 16 se muestran algunos aspectos

morfológicos de la diferenciación de los agregados de retina y

tectum tras SH días en cultivo. Aunque no se trate, de un

estudio detallado de la estructura fina de los sgreaadosj es

interesante destacar que tiene lugar una intsnáa

diferenciación estructural en paralelo con los cambios

b ioquimicos que ss han mostvado.

En los agregados de retina;. Fig. 15» encontramos una

estructura más elaborada y repi oducihle. La FÍQ» 15=3 preseirta

la principal unidad estructural!, que se encuentra repetida en

las secciones de agregados de retina de £4 .días en cultivo. Be

observa una caps nuclear densamente empaquetada rodeando una

luz <lumen) y que se rodea a su ver de una red de fibras con

"ñas. pocas neuronas* de gran tamaño» dispersas» Esta

estructura con forma de roseta, recuerda a la de la retiría ¡:in

V i VO " .

En la Fig- 15b se observa eii detalle i. a capa nuclear

compacta, con fotorecepteres íph> con sus núcleos típicos y

sus característicos acumules de mi tocondr i as q;.¡e pusden verse

cerca, de la luz de la roseta. En zonas más distales, por el

contraríe. le población nucieai aparcas más heterogénea (Fig.

i 5c ) .

En les agregados de células del tectum ¡Fig. 16a) se

observa degeneración masiva y necrosis en el centre- del

agregado. Esto no debe necesariamente atribuirse a la



distancia existente entre la capa interna de células y los

nutrientes en el medio de caltiyo, ya que esta dsgeiierac.ión no

se dá en los agregados de células de retina de ] ¿9 mi s¡T¡a edad y

-Binario, ni en preparaciones realizadas anteriormente con el

cerebro de pollo completo. En contraste? la zona cortical del

agregado muestra un sspacto ::3sno" al microscopio óptico íF.ig.

16b, detalle del agregado mostrado en a) „

Las observaciones al micioscopio electrónico de estos

agregados confirman que la estructura de las capas laterales

del agregado se conserva en buen estado, presentando una

diferenciación avanzada., lo cual incluye sinapsis maduras

tFig. 16c>. Al avanzar hacia el núcleo interno del agregado se

C'faserv'.ín sólo algunas célulaís de glia, que h¿-?n incorporado

restos de membranas? sobre un fondo acslular nscrótico (Figu

i 6d ) .



F i g u r a i - • • ' " A p á j i f = i = E E t n i c t u r a í p o r ¡T. 3 c r c ̂ c óp : ¿= ó p t i c s y

euec . i i c í n i c a de s g r e g a d c s de c : é i u l ; í 5 de i =? r e t i n a de a ñ i b r i o n e s

d e S H d í a s -
si Ls zona c i a r a c!a e s t s estruc:bui '3 &n •forma di? r o s s t s es

e q u i v a l e n t e ¿:< 3 £> c-r>pa p i g m e n t a r i a : lfr:d.ei"P3" di~ i d r e t i n a

b) Caps ra.:t:.k-ar: ^ . iguncs de Jes rü jc ieo i í se s n c u e n t r a n

r:c-i< i =. B fo,- i r ,acione= de m i t ü t o n n i i as C 3 r a c i ; s r i 5 t i c 9 í ; ¡ e s c a l a

:i rid ü-sd-í por i s b a r r a •" .! - J r'm .

c> Csps r : ¡ . ! c ies r : se obscor•.••CÍ un: ; p o b l a c i ó n h e t e r o g é n e a de

í-!¡)r: ¡ EOS -sn i.-? T:Ü!!£? ¿? ;•• ¡v H; I ' i •• a de :,-3 caps i i n c i e s c (con i í.'-pse bo a

i a Í!j2 i , H íy céi '- i . ! ss da ¡"ií'-iiei \ iri / con el. n ú c l e o f¡.j=r trente, ¡be

t f.;i^ .'¡ áo v P i o i-•'..• Í"¡O =' - - olioís c i. to-:;r i á~ rr. i c-3s o5CL; ¡ " a =•: . ¡~. —,c 3 í a d s J. * -4



F i c - i i r a ;.A:, Avié .'¡ i •= i s ( ís- t i 'u .c t i . i ra i . al!. í í i icroECC'P'G ó p t i c o >•

s 1 í?c:. t: i" ói!.:. co cié c íq reqado i ; conH i. ti.rb i d o s p o r c é l u l a : , de he;.:: bu-n de

Giiibr j o n e s de Es d í a s ,

3 ' rtspac to cj'=?rie¡~£?. i. cié i aq¡ s c j i d o 5 •?!•;• is b rando n i "• á r e a

co r f j c.í. i ei-i t iusr. s a t a d ü y ui i n ú c l e o ::e¡-¡ l;r 3 I. con s i g n o s de

dc-cjEnei =?.c i. (ó ¡i cE5luJ. 3.r- y r¡iu.Bi'ts.i i.-^ b a r r a i n d i c a 200 M¡TI,

b }üe.-i:a 1 1 e d e l a g r e g a d o en e= 3. que •£(=; ob¡= er v.*.* cc>n ¡Tiés

:>:T!ÍJ j I Í C I Ó Í I 1 s 2 O Í Í 5 de I os n ú c l e o s c e l u l a r e s !pa¡ he s u p e r i o r

TÍ¿S o b s c u r a ; y i ^ r e g i ó n n s c i ' ó ' t i c a ( p a r t e i n f e r i . o r más c l a r a . ' .

i s ba ¡ • r Í- r e p r e s e r, t; a ¿ 10 p ni r

,:: ) ü i n a p s . : s sxoc lsn t r £ fc i ,:a madura Su s L ? r e í c o f t i c s i ris.l

í>qi sg=id._-. ; hay que d e s t a c a r sJ b u e n esbad-:. u. i br Ü ^ S CÍ-IJC: bui s i de

5 5 b t e j i ó i L La ¡ I n é s h o r i ZCM"I ts. l r e p r e s e p i t s O H S5 !J-f¡ .

d ) Cé i 11 j a g j i .3 ] c o n CI. ' Í Í I po= ¡Tieuib"' sr.oHos f¡f=c¡t=vie-r ^ t i ^c-~ ;

s l q u í i a s i _ é i ¡ j j a ü da e s t e í- ipo e s ! ; á n el .L s p s r s s - pov s i c s : í h r o

n e c r í t i c o ü-ii i a g r s g s d t ; , E s c a l a ds; O s 319 ¡WTÍ I e p r s s e r ^ s d o &•-•• i n



A-.1.S-2. Acbividad de los enzimas colinérgicos durante el

desarrollo en cultivo.

Be trata de ver la capacidad de desarrollo co J. i nérg ico

que tienen la retina y ei tecturr) individualmente I:i.n vi troi: ,

En la Fig, 3 7 se presenta la actividad AChE de 3a retina.

y el tectum de pollo durante el desarrollo, en cultivo de

agregados preparados con embriones de 7 y 10 días. Estos

resultados pueden comparase con los de la Fig. id. que muestra

el desarrollo " i. n vivo" de la AChE. Hay que considerar que los

eiT.br iones tienen 7 o 10 días más, respectivamente:, que el

tiempo de cultivo que se indica en la figura. Aplicando esta

corrección se puede v^r que en la retina (Figs. 12 y J7S panel

superior) los ve .lo res en cultivo» son del 30 a] 70/í de los

correspondientes valores |: i 11 vivo".. En e i tectum (panel

inferior; los valores son del 20 al áQY, de los obtenidos " i. n

vivo" (en agregados preparados con embriones de 7 día?,.'.

Contrariamente a lo que ocu» i e e<< Ja i ebina» en el tectum? ios

valorea que presentan mes semejanza !li,n vivo" e "in vitro'1 son

Los de Jos puntos i n i c: i B les del desarrollo estudiados.

Isntbién en la Fiq. 17 hay que observar que en la retina

1-3 actividad específica de la AChE aumenta considerablemente

durante las <+ semanas en cultivo en los agregados preparados

con embriones de 7 días.. y de forma equivalente en los

agregados de embriones de 10 días. En el tectum se produce un

aumento casi constante de la actividad específica cuando se

utilizan embriones de 7 días; pero se aprecia una

estabilización más temprana en la curva de crecimiento



•••. - •;-;•; ;;>. .;;.;.;;.V:.;;:;:;;,;^;;;^Í ¡;£ !;;;S;:;XÍ:>W>:;Í:;;XÜ;I;^:>S:;Í;SS:W-;S';^

obtenida con agregados de embriones de 10 días.

En la Fig. i& E B muestran los perfiles de desarrollo de

Chrt T y como en el caso anterior representa cultivos de

<*g regados? de embriones de 7 y 10 ciias, en re» ti na (panel

superior j y tectum ¡panel inferior; . ' 3i la comparamos con la

F:ig. 13 y hacemos la corrección de di'as de desarrollo

embrionario normal sn el incubador j más d :í. 35 sn cuí tivDj

observamos que en la retina los valores de ChAT' en cultivo

oscilar; entre el 55 y el ÍOÜ% de los obtenidos i: i n vivo" y

aparecen en continuo aumento en los dos casos tratados- En el

tectum los porcentajes son mucho más bajos, del 12 al '50% de

3 D E valores "in vivo"» Además en el caso de los agregados de

tectum, 1 a actividad de ChAT aumenta solamente durante los 7

primeros días en cultivo, siguiendo un lento decrecimiento

hasta llegar al 12% de los valores obtenidos Ni.n vivo".

E1 porcentaje de AChE (ver dad<= r a ) f'ren t e a 3 s sc: t i vidacl

co1 inesterásica total se muestra en la Fig. 19- Se observa en

ella que el porcentaje de ACHE verdadera es muy alto en los

tejidos seleccionados? manteniéndose casi constante 3 lo largo

do I tiempo., Los cultivos reproducen en este csso lo que ocurre

''• j ri vivo" i tanto e¡s agregados de tectum corno de retina)..
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j gurí ' Í 9 . - f-'D r cents :í e ríe A-í.'hE verdadera úi.¡rsnte e?lg
de ia re t ina y e i tec tuF, : : i ¡ * v ivc ' : (a \a dsrsühai e i : i. n j i t i ' o "
íci¡] t ivos de aaregíde-E. a la i zqu J. srds > » La AChE verdadera fi.te
2sfci.ín?d(3 como se: t i viciad coi inestevásic? ~=C3Vi=i i b 1 e a 'j'"i£'
co f i cen t rac iú i ! da 10~-"M del .t¡ilnbid.:¡r e s p e c i f i c o d'i tarci.TiU.ro de

ta coní.:ení;¡"9ci-¿r¡ EÜÍO eíi ¡.iihibictí?. ! .•:< AOhE por LoC51.A a

qiiG c;e p-Gríen obtener

.•.•¡s-d t. d=> i"e¿i i i. :•: ? d a c o n

estos VÍJIOTEE CDÍTÍO difeníi1".1. ; ̂
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M „ £. SÜLUBII.. 1ZAC1ÜN !iN Vl.VCP DE LAS FORMAS riül.E.ül.if ARES DE

r'̂ - rii..COLÍNES TERASA EN RETINA Y rECrUi-i... COMPARACIÓN CON EL

MÚSCULO ESQUELÉTICO.

En los primeros experimentos de solubi i iisción de las

formas molecuiare» de? AChE? se uta lizaron los procedimientos

de extracción descritos en la literatura pac? el orejano

elécti'ico de pez torpedo y otros tejidos de vertebrados. En el

medio de extracción se ponía sai en alta concentración que se

requiere para .¡.a extrsccidn de las formas ssimátricas (como se

indi es en 3 a Introducción) y detergente.

<4 . E „ 3. .. Extracc ion ,clJsica_de_3_as_íoro¡|5i_(íiol,Bcul_are3__de_fiChE..

En la Fig. 20 se muestran los pe)files de sedimentación

obtenidos con este tipo de tratamiento- Retinas o tecta de

pollos de 10 días de edad postnatal * extraídos a ¿>"C, se

homoqeneizaban en 10 volúmenes de una solución tamponada a pH7

que contenía: Tris-HCl Í.OmM, NaCl 1 M y Tritón X-Í00 1 */. . Si

taien se observaba que el detergente solubilizaba casi el 100%

de la actividad sc:e t i J CD 1 i nesterá.sica en el homogenado j sólo

aparecía actividad AChE en las fracciones correspondientes a

Jas formas me- lecu J ares de coeficientes de sedimentación de

! 1 H :! 3 y CJ+ÍS y LUIS ligera actividad con espondiente a la forma

-H-1S. Estos picos (como se muestra en la Introducción) se

corresponden con las formas globulares B-,j GE» y Gv

rcspectivaT.onte. Los coeficientes de sed imán tac. ion se calculan

en relación a. unos ensimss marcadores internos del gradiente



^ a , 16b; c; catalasa, 11,3S; y f: íosfatsss

e ] c: & ]. i n a ., ¿i n i. £í > u

¡í! I "I 1 a f i g u r a s s o b s e r v a 1 a 3 n s e n c i. 5 d e? f o i" m a s

a '= i mtsr t; i~ i. c a s »
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EXTRACCIÓN CLASICA
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0 10 20 30 0 10 20

NUMERO DE FRACCIÓN

30

r-;í_gi!t;íi SO..-- Per f .i 3 es de s s c i ^ e n t i s c i o n de l a n f o r m a s

¡v>o i ec M I a r E 5 de Js AChE e n ¡3 r e t j n s < p a n e l i z q u i e r d o y e l

te<: turr; ( p a n e l d e r e c h o ) de p o l i o s d e i O d i o s d e e d a d p o s t n a t a l .

l o; e ; ; t r í c c i ó n c e j t e j i d o s e r e a l i 26 en u n t^iv.póvi d e

".i i .=.<:• c 1 i'C >. ót ¡ H1-'-~ c o n t e n i a T r i s - H C l I Ü Í I Í H p H 7 , Na.Ci i II y T r i t ó n

X - i , 0 0 BÍ l'Á ( v ' / v ) . L o s s o b r e n a d a n t e s q u e se? m u e s t r a n sr£<\-<¡ l a

- ' i , - ; , a ¿'¡e doy ei( t r acc i o n e s d e l t e j i d o m e z c l a d a s ( d e l o s que? se

P & i i i t s ¡..is i ¡ - a l í c u o t a s o b r e e l g r a d i e n t e ) ,. Be a n a l i z a r o n S Í Í

g r sd 3 •731tii t e s da •asciaroBs deJ 5 ?.l BO'Á . t_a a c t i v i d a d e n z i m a t i c a

se s : ; p r s 5 3 e n u .n i c i sdes -ai b i t r a í 1.35 propj.M c: i o na Las ¿a ¿

i r.cí c-meirto de absorba.nc '1 a 3 n.tGr>m . L e s i i i ü e í i t f a s se s n s 1 i sa i iban

•-:t=q''i¡"i e'i ffüttodr:. d s d e t e c c i.Orí e n s 1 iitA* t i c e de E ' J f l s n , 3 3 5 ) . En

í b : : ¡ r-ss se i n d i c a e l número de f\ a c c i ó n . La d i r e c c i ó n de i 5

í e d i r a B i i t s c i ó n e s h a c i a , l a i : q u i e i d a . L O E p ' j o t o s ( i ia f^ - r í ioá p o r

'i í-- f"ii=?c!-i3s de i, a p a r t e z-up^\i or i n d i c a n l a p o s i c i ó n de Los

iT.sfc/ idDi-ss i n t e r n o s d e l g r a d i e n t e : g i í - g s L a c l i ü s i d ^ í s í '; ¿S > ; c?

c s t s i a s s i ' i - J r S S ) ; f - r o s f s t s s a a l c ¿ 1 i n s í ¿. r 3 S > .
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Este hecho ]levaba a pensar que o bien Iss formas

asimétricas no estaban presentes eíu estos dos te i idos ; o que

e ] procedifTiient o d e e;: b r a c c i ó i ¡ ¡ i o e r a e í a p r o p i a d o p a r a

extraer dichas formas,. La primer a hipótesis estaba excluida

por experimentos anteriores realizó* dos en el ] aboca tor i o (que

£5 indican en la introducción) ? en los que SE; obtenían

derivados de "forma A)S. en el sed i mérito por acción de la

colsgenasa. Esto nos hizo cont inu.ar en is búsqueda de una

solución válida para í. a extracción de la forma AJE» intacta.

Conviene añadir aquí , que las formas molecujarsí; que ss

representan en la Fig.. Sf?. aparecen también cuando se e:;trae el

tejido-en ausencia de detergente ten la retina y e! tec tum '• .

S i s e o b s e r v a .- s í 11 e m b a r gc¡, di f' e r e n c i a. 5 e 1 T r u a < 11 o a 1

porcentaje de soiubiiización,, Se produce d i BCH i 1 ¡uc ion sn ai

mi eme por acción de debei qsiibe y también se observa la

e¡i£Eriti.a en el BDbrenscisnte de las ferinas G que requtei en

detergente para su e;--; i;rac:c ion .

i\ . 2,, E . Solubil i¿;3ciór,_ de foi_5di__h;ig_con EQIfcL-..

Si. coíTiparanios l a s F i q s , , SO y 21 e n 3a= que:- se r i ü í e s t r a n

J D = peí f i l e s de s e d :¡ m en t a c i CH ¡ de l a AChE en l a r e t i n s y t e c t u m

de p o l l o , s e o b s e r v a e n t r e c r i bas como h e c h o d e s tacata 3 e l a

a p a r i c i ó n e n l a ú l h i m a í F i q . 21 i , de un-3 forcifs de a l t a

v e j o c i f J a d de s e d i men t;ac J . óri (EOS) que s e co r r e s p o n d e r i a - c o n l a

f o r m a A i tu d e l e n z i. m a •, La d i f e r e n c i a de p r o c e d i m i e n t o s c i t r e l a s

dos f i g u r a s r e s i d e e n e l h e c h o de que e n e ] ££ c a s o s e ha
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añadido EÜTA íK"",pH7.i en concentración de 2 mM si medio que

contenía Tris HC1 iOmM; NaCl iM y Tritón X-tOO 1% . Aunque

arribos procedimientos solubilizan alrededor de un 9B% de la

actividad total (como se muestra en la Tabla I í í > i en la Fig,

21 se observa un nuevo pico que se corresponde con el Si. de la

actividad sn el homo ge na do inicial, Al ÍTIÍEÍTÍO t i en-po ? se dan

cambios en la distribución de los picos -<S y 68 (formas G,. y

G & ) a B o ciad o s con 1 3 p resé nc i a d e E D !' A e r> e 1 t a ni p ó t "i d e

i' i o rn G g e n e i z a. c i ó n .,



i A B L A III

DISTRIBUCIÓN DE LA AC 1 IVI DAD_ _AChE _EN_ DIFERENTES ESPECIES
MOLECULARES ÜÑ RELACiGN"c5Ñ~EL~PRÜCED"lMTÍNTO"DE"EX TT(ACCr"üÑ7~~

SOLUCIÓN DE EXTRACCIÓN ACTIVIDAD ACTIVIDAD EN LOS
V SEDIMENTACIÓN BüLüBíLIZADA DISTINTOS PICOS

Ais. G,, Gi2+G,

Tris-tNaCl

Tris-NaCl-EDTA

Tris~NaCl-Tritón

Tr i s-NaC1-Tri tón-EDTA

'T r is- N a C j - C o 1 c-\ to

f r j s - N -s C1 - C o i a. t o - E ú i A

Tris- NaC 1 --Tr i ton- Ce 1 ato

r.- i. s-l-JaC I -Ts- i. tón-Co 1 a to -EOTA 93

EO ±

33 +

98

93

9E¡

96

98

A 93

£

a 7

a

3

7

±

...

±

-

±

-

±

1

1

1

1

3

9

52

58

53

53

63

53

±

±

±

• • ) -

l-f

±

±

1

3

3

3

3

M

3

3 ''

17

4 ó

38

3£

35

33

l-f

±

1+

±

±

±

±

1

1

2

£

3

2

s

bfecbo de los distintos inedáos de extracción en J ¿? retina de
pollos de 1O días. La.B n>edios utilizados y sus tuneen trac iones
son ios mismos qt,n= los de la Figs . £3 y 2H „ l.os actividad
bofcsl de AChE en cada pilco se midió por un ensayo rad iomébr ico
come el descrito en Métodos. La caracterización de los picos
su el g¡ adíente S E hizo por el procedimiento de El Imán. Los
valen es que se dan resultan de la media ± desviación estándar
de 6 a 16 experimentos y BB expresan como porcentajes frente a
la actividad total en ei homoqenadc' inicial,



EXTRACCIÓN CON EDTA

RETINA

I I
f

TECTUM
J . I ,

O 10 20 30 O 10 20
NUMERO DE FRACCIÓN

30

F: ÍOv" ^- ..21=, - P e r f i l e n de s e d i m e n i e c i ó n CÍE 3-3= formsís
í ;o ]e ; : ¡ ; I a re£ de I ;a AChE en l a rebines. y eí. b=c tum de p o l i o s de
j •-.; d J as de e d a d . }....;? ;?;•; t r a í i t i ón de!, t e j i d o se r e s I V ;:o en \>r,s
= o J I.JCÍ OH tsíTiponads que con be:ii.í.¿i T r i s - H C i J 0,T,M pK?, rl^Ci i M ,

í i í b ó ü X-1.00 i*Á <v-':v> y eDTA-¡<- , íp|-¡7 BO-Cf Ei;¡M , ' Ls ine^ -Ja de

i o s dos s o b i - e i i s d a n t e s c o r r e s p o n d i e n t e : - ; ; i' sendas a:-; t i sec: i DI ISB
= e 3' ¡a i ¡. :?¡ -c i ¡ en g r s d t e-n i;efí¿ dí-v B a c a r o s a d e l S s i 9.0%., La
eí-:iri¡í::.t¡_n-3 c u í ^ r n a r i s q..íe se ü . -d ics so oLjt¡.e.¡e en i: u c¡c ;. Í;.I ¡ de
~us c o e f i c i e n t e s de sed i HÍSH tac j ón , o b t e n t ci •::•:;; en r e i. se i ói > 9 i o s
de Jos m a r c a d o i E í i n t e r n c E - d e l qr a d í e n t e que :íe r ep r ementan
pov ; ¡. scí i í ís &i"i 15 p ia r t e s u p e r i o i ríe Ja f .'¡ q;.ir='i« ü b r o s cisca i. l e s
se dan en i a Fi.q, £0,



aumentar de •forma siqui f icsti va el rendimiento €?n A ]

4.. £.. £.1- Acción de .1-3 CQÍ6qe;¡asa sobre Is forrea A, a,

F'«?'r tí confirmar que ej pico SOS se debía a "J s 3 c t i v i el sd

AChE de M U S forma sstjié tr íes » as decir con col 3 sc:;;)ejaiirs al

colágeno, ES e t r a c ó el p i. c o d e 1 q rsdi s 1 "1t & c o ¡" r e? s P O O el i en t s 3 I a

forma 2 0S c on c o i ag e n asa.

B ajo co t"¡d i c i o nes c o n t r c.. 1 ad as * 1 a c o 1 3qe n asa p í• o d uc e un

aumento de alrededor os E unidades Svedberq en el coefic j ei'ite

de sedimentación de I35 formas ssimétr i.cas de 1 => AChE.. Este

cambio puede ;er suplicado porque la pérdida de m?3á se

c o ¡i' p e n ti s c; :• 11 u n =? u m a n b c¡ e i ¡ j a s 1 m s t i "ía d e 1 s n 1 •::• 1. é c:'...'. i =í p o 1'

e=cisión de la cola.

El pico £ O 3 e >; b r a i d o c o 11 E D T' A ( Í: O r res p o í t d i £• n í: e a 1

gradiente representado en la Fig. SI) se dial izó contra una

solución que conten ia; Tr is-HC J lOmMj NaCl JfT1 y Tr i bói i X-.iOO

al l'A (v:v) 1 esto se? hizü con objeto de eliminar la sacarosa y

el EDTA. Una parte de la muestra se utilizó como centro] y a

la otra se le anadió Ca.Cln?. SÍTIM (necesario para I3 actuación de

ia colagenasa) y 100 unidades/'mi de colagenass 3ibre de

proteítras (tipo Vi de Siciína). Ambas inusstrss seo incubaron 30

miiiutcis a 37^0. El resultado de la digestión y 13 f!iue=bra

control SE? pusieron sobre uv\ gradiente de sacarosa del 5 aí

S.O'Á (Fig. 2£: paneles superiores retina? paneles inferiores

tec tuni) .

Como se .nuestra en i a figura, por digestión con

colagenasa aparece una forma de coeficiente de sedimentación

££B <21,8¿0,33) por rotura de la cola del enzima. La

presencia de formas 17 >' 1 .! S ( pr i nc ipeiinsnte en el tec tum ) ,
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sugiere la existencia de un punto de actuación de la

colagenssa, más allá de la zona de separación de los

filamentos de ls triple hélice dando lugar a fragmentos con 2

y 1 tetramero, respectivamente.
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TRATAMIENTO CON COLAGENASA

E
c

<

o

<

ce
o
OQ

2b) Jg Je Jf

TECTUM

O 10 20 30 O 10 20

NUMERO DE FRACCIÓN

30

j ^ í g i i ) $ _££.— E f e c t o d e 3a c o l s g e n s e a s o b r e i s f o r m a ñ i E d e l a

r e t i . ns y e l •fcsctuín dE> p o l l o s d e l ü d í a s . La s o l u c tói ' ¡ eJcs

e s ; t r . a c c i ó i i c o n t e n í a f r i s - H C i lürr.!"¡, N a C l Lf'íi T ' r i b ó n l"Á y EDTA

¡..¿si» f i ' a c c i o n e s s e d i a l i z a r o s i c o n t r a e l m i s m o taiTipi í i i s i n

-». i.lns p a r t e d e (a mués t i " a f u e u b i t¡z;-:>d£' c o n o c o n t i ü l

i.= = i" s t i na; panel o t r s o o Í" c: i. ó 11TI -- tfiC tullí i

= : (p j eiTseií C(i con CaCl^. hasta oír¡fi •-' .LOO uriidades/iü.! de

colager iass, Aíiibas muestras SCÍ inCuLisrcfi 30 mi. nu l:o = & B'?'5'̂ ?-.. l..:;¡s

mijc-stras se ?na] iss i 'on evi g r a d i e n t e s (panel 3.b •"- i ' e t i n ? ; psnei.
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^ . 2.3. tT§cto_de_dHerentes,girocedimj.enk;E_de__e>!tr_ac:ciónmsgbrg

Una vez anal i sacia ]a acción del EDI A en Js solutaj]isacion

de formas Ate de ia rebina y el tec fcuffi del pollo? se pasó a

ver el efecto que heñían distintas soluciones de e;-; trac ion

(cor, y sin detergentes y EOTA) , sobre las formas moleculares

de la AChE.

Para, ello el tejido extraído a U'-'C, de pollos da 10 días»

se homogénea, zó en 10 volúmenes de las soJu.cicnes que se

indican en las Fiqs» B3 (retina) y E¿v ítectu.m). En ambos casos

las soluciones que se emplearon fueron les mismas y los

resultados fueron bastante coincidentes. Los perfiles que se

muestran son la suma de dos extracciones sucesivas con el

m j Eme mecí i o .

5'e observa en ambos casos que en ausencia de detergente

la so ¡I uc: ion común a todos ellos (que contenia Tris 10 rrifi y

ríaCi 111; sólo soiubiíiza del £0-30*/» de la actividad total en

e'i homogtpiiado inicial (que se toma come 100% de actividad)

H a b í a 111). La presencia del detergente no iónico ¡Vi ton

X-J.OOi o dei detergente iónico colato sódico produ.ee uria

so.l ¡ ib i i i 23c ion prácticamente total del enzima (96 ~ 102/. del

homogei iado inicial) ,

Se puede observar en las F-igs. 23 y 3.¿+ que sólo cuando el

EDTft está presente en el medio de solubi Jizac.ión se puede

detectar la presencia de foi mas A,.e (20S). Por otra parte»

como se puede ver en la Tabla III» el detergente no parece

ar de forma significativa ei rendimiento etr A-,,•?.*
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De estos experimentos se puede deducir que tanto el EDTA

coído la alta concentración de sal son requerimientos

indispensables para I =• so J.ub i 1 i zar. ion de A,B y que 1 s

presencia de detergente aumenta el porcentaje de

so 3"> ¡b i 1 i zac ion global (hasta casi el .100:4) al Extraer todas

las formas globulares de AChE en estos tejidos.. Esto apunta a.

la existencia de formas G ¡i i urofób i. cas en el » i s teñirá visual

de] pollo- No se observaron cambios notables al variar Ja

concentración de EDTA de i mí"! A IOÍTIM ni el sustituir el EDTA

por EGTA -

Hay que destacar, que la presencia de EDFA y detergente

en los medios de homoqenei. :sc ion y sedimentación, afecta

también ríe alguna minera, la distribución de las distintas

formas g1obuI ares C Fabla III).

En la Tabla IV, EEÍ resumen 3 os coeficientes de

sedimentación medidos para cada ui ¡a de Las formas moleculares

de la retina descritos en las Figs. 53 y d4. Se puede obse¡ va)-

qne el coeficiente de 3 a forma. A., l= es bástanle consfcanfce e

independiente del procedimiento de extracción y r¡o se vs

afectado por ios dstsrqsrites.

En el caso de lar?, for mas G, la pressncia do Tritón X - J O O

durante la centrifugación en gradiente? produce una

disminución aparente del coeficiente de sed i. me~i tac ion ds 1

unidad Svadbsrg. Esto suqiei e una interacción enb¡ e dichas

formas globulares ( o una subclase de slias> con el Tritón

X - 300. En el caso del colato sódico, ios datos de que

disponemos son más difíciles de interpretar ya que ei colato

posee la misma eficiencia que el Tritón c-n la so lub i 1 i :at: ió

de formas globulares? pero el coeficiente de sedimentación no

n
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^e ve alterado por la presencia de este detergente en el

gradi ente.

Todos estos resultados se resumen en la Tabla III y en

Jes Figs. 23 y 24.

Además de las soluciones indicadas se han probado otras

ELisbancias, en general detei gentes, pava extraer la AChE de la

retina y el tectum. Entre ellas: N-N'-dimeti 1am'da de ácido

oleico al I*/.? Liso lee i ti. na en concentración de lOmM? CHAP3 al

l'Á, lubrol UXÍ'Á y (S-D-Ocrt i. 1 glucósido 20 mM, todos ellos en

solución tamponada de Tris HC'l IOÍDM y en presencia de sal y

EDTA . En todos los casos los porcentajes de so lu.b i 1 i :ac ion

fueron prácticamente idénticos a los del Tritón X—100 y el

colato sódico y también le distribución en las distintas

forÍT<a« moléenlar es .,
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GQEFICIvENTES__DE__SEDIMENIACIQN DE LAS_FORMAS._MgLEClJLARES_DE
AChE._lÑ_FüNCÍOW_DE_ .LOS ...DIS/UNJOS MEDigS_DE_SQLUBI.LIZACION _Y
EXTRACCIÓN.. ~~ '

SOLUCIÓN DE SEDIMENTACIÓN
Y EXTRACCIÓN

COEFICIENTES DE SEDIMENTACIÓN
(Unidades Svedberg)

A,

Tris

Tris-NsCl-EDTA

Tr i, s-NaCl-Tritón

Tr is--NaCl-Tr i ton--EDTA

Tri s-NaC1-Co1 ato

i r'i s -NaC 1 -Co 1 a. t o -EDTA

Tris-NaC1-Co1 ato-Tri tón

11,7±0,27,8+0,a

1 9 , S±O ,1 1 i , S±O ,í 7 , ¿>±0 , í. ( 5 , H ) «

10,910,2 ¿,¿+±0,9 M-,, 5+0,8

19,8±0,2 1058±0,S Ó,5±O,S •'+ , 6±0 , 2

11,3±0 , a 7 , ó±0,2 < 5, H- )«

19,S±0,a 11,7±0,1 7,7±0,1 (5,5)»

1J. , 0±0, E1 ó , 7±0. a

Tr i s-NsC1-Ce 1 ato-Tr i ton-EDTA 19,7+0,S 10,9±0,1 ó,9±0,2 (5,0)*

Valores medidos en los ce
formas moleculares de
descritas en la primera
son la media de 6 a 16 e:;
Las diferencias entre
las formas 11S y 7S en pr
(con o sin colato) eran
como se estimó por el cal
* Estos picos no estaban
de coeficientes de sedi.me

eficientes de sedimentación de Iss
la AChE en las distintas soluciones
columna. Los valores experimentales

per imentes ± IB desviación estándar,
los pares homólogos de los valores de
esencia y en ausencia de Tritón X-100
significativos con un valor P 0,001
culo de la t de Student.
bien resueltos por lo que los valores
ntac.ion son aproximativos.
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O 10 20 30 O 10 20 30 O 10 20 30 O 10 20 30

NUMERO DE FRACCIÓN

f-: i.g'.n ¿t S . J . - P e r f i J E E de sed u f a n t a c i ón ele ! •?=

AChE de J ¿i r e ¡ ú n a de po.! l o s c:le
sac i í r ¡s r i . i4ac i .oP S E r e a l i z ó en 1 as s o l n r i s n e á i; 3r?íí_>on-rv:.í ir<s q;.i^ :^e

3 i *i Cl I v- Bt i 1 í? r "i C 1-R Cl ^ C :^ :=: CJ ^ I 5í ri? C f-: i i C G i ¡ 1" i ' ¿1 C 1 C' i 'l c- :B i"" r? irs p -̂ ? f." b i %/ £'i ™ & I ' rT1 H *

T ¡ - - J 5 - - H C Í lO, i i ! i . MaCI. !M , E£D í'A Smri, ' ¡ r i b ó n x - 1.00 i'Á y t:o ! s to

s ó d i c o W, . Lo3 g r a d i e n t e s de s a e s r o s * . u r i. t i i 5dO5 pa¡ a a i

a f i á i a s í s se p r e í i s r a r c u i en IB ríi isma so Lsj.c i ó r i q u e I. => u b i i i zada

en i 3 a:; b rs í i c i o n . Las so i :.'c: i os ¡e^ t amponadas d a l pañí» i i r i f a r i o r

ten:¡ í in l o s mi EÍTIGÍ- c o n s i i !: u y & n fr e s?, qi-te ] fu? d e l p-^nsl r:: iper i o r

d s t ¿? .i. I i5=i B E - c! ;r- rí í~.vi"i \ 9 F' i -+M . cLO ,
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NUMERO DE FRACCIÓN

10 20 30

F i g u r a ZH.- P e r f i l e s de B e d i m e n t a c i d m de !•=»*= f o r m a s

rnoí'ec:MTare= de i-? AChE cl^:i t e ü b j m de po. i l .os de 30 d í a s » La

homoqeü n a c i ó n se r e s l i e í sn i.í=. S D Í U C I D U S S tK..e ss i n d i c a n en

l a t i q m a . Los med ios de eMi ra r . c i o n de la== fi^up"¿?is ds í p a n e l

i i-:í(?¡-ic-r e r a n .Los (ÜISÍÑDE cjne i c e de sus c o r r e á p i í n d i e n í e s =?n e.l

c í n e ] - u p e r i o r p e r o con Fi")! A 3¡v-i-u O t r o s ¡ ¡ s t i l l E E s;e d¿ r̂, en .i.*~=

fiq=;
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4 . E.. H .: Acción_de^_Calc^q_sobre__].asraío™es_||imét;rJ_casi

El hecho de que el EDI A, f-'.i&ra. necesario para solubil izar

la forma Ai.e de la retina, hizo pensar que la unión del enzima

a la membrana se hace en parte por medio de enlaces iónicos.

Más específicamente se pensó? que esta unión ocurrís por"

intermedio de cationes di val entes de los cuales los

principales candidatos pudieran ser el Cs'-"' y el Mg a > .

Para confirmar esta hipótesis, lo que se ni no fue

homogeneizar el tejido en una solución t ampo nada - con o sin

detergente y EDTA imí'ij. a Ja que se le añadían cerneen brac ioi íes

crecientes de C a E + o 1*1 g*3"*1 « Por análisis de sedimentación se

encontró; que mientras una concentración de Ca2"" i mM bloquea

la liberación de la foi ma A-j.es, se necesita Mg:ah en

concentración de lOmM par-a reducir el pico EOS a la mibad •/ de

¿tO mM para eliminarlo lo ta ] mente „ Hay que hacer notar que

estos cambios en la concentración de las formas asimétricas

del enzima no iban acompañados de un cambio en la actividad

total solubi 1 izada . Este hecho junto con resultados anteriores

de] laboratorio < 3ES) ; sugieren que cuando la soJución dr¿

e;; trace, ióvi no lleva EDTA o cuando su ef ec te es bloqueado por

cationes di va lentes .n ia forma A ,.E es des traída en el proceso

pr epsr ¿jtivo .

Pai'3 estudiar mejor el mecanismo de acción del EDTA se

ar.adió Car-~*~ .en las distintas etapas del proceso prepai ativo

descrito (ver Métodos). Va. hemos visto que la adición de Ca*21"

al medid de homogenei zsc iór¡ que contiene E"DTA impide la

cióii de forma A,E, Esto ocurre tanto si el msdio tiene

N
detergente como si no (Tabla V ) .
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Q^OE^LA ADl.C.IüN__.DEL__CALCig EN DISTINTQ3_M0MENT0S__DEL
ÉBQCEJSÓ_PREPARATI VQ , SOBRE L A " Ó ^ I "

Í

SOLUCIÓN DE XETRACCION

c o n 11" o 1 >

ACTIVIDAD AIE» RECOBRADA COMO
TAL EN PRESENCIA DE CALCIO

Aj.es sobre la del gradiente

Añed i do

p i. c o

SOS

a i E1ado

[ nc1u i do

en el

.TiSdiil; d e

h Din o ge-

ne i zac ion

Añadido Añadido

después al 5.1

de 13 sobre--

homoqe- nadante

n s i z a c i ó n ( e :•'. t r a etc.)

TriB-NaCl-EDTA
50

TríB-NsCl-Tri ton-EDTA
3 00

f r i E--N aC 1 -Co 1 a t o -EDTA
ó 0-90

O

60

0 - i O

IOO

ó 0

1.5 5 retinas de pollos de 10 días se homoganei jaron en las
soluciones de e?:; bracc ion • que se ividican en la primera columna.
En el momento que se indica en cada' caso se añadió Caa""
iCIc.Cs) hasta una concentración final de 3ITJM. Parts del
íTiaterii al se usó como control.
Los resultados se expresan como porcentaje de ]B actividad
recobrada en el pico de A,.a en la muestra que contenía Cae*
comparados con la muestra control sin Cas*. Los resaltados son
la media de H experimentos.
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Si el Ca1^'' áe apiade después de horaogensiiac la retina en

distintos mecliosj solo so detecta actividad remarcable en ai

pico de la Aia en presencia de ir i. tór¡. Esta actividad es de un

i 0% del control sin Ce 2 *".

Cuando el Ca'™"" se ana de si sobrensdsnta de la

centrifugación a i 10000 g no se observaba ningún efecto cuando

IB solución contenía Tritón.En ausencia de detergente se

recupera un pequeño pico de Ave: idel 1.0% sobre el control;;

mientras que cuando Be sustituía el Tritón por coi. ato se

obtenía un ó OH de la actividad del pico P.OB en el control»

Finalmente cuando ej Cas"' se anadia al pico de la ñ l H

aislado? se recuperaba toda la actividad de la forma Ana si

había Tritón X-100,. Con colato se recuperaba casi toda la

actividad, y sin detergente apareéis. un 50/'. » Además en este

último caso el enzima parecía ser totalmente inestable.. El

"iri.tóii actuaba como agente "protector" de la forma A,a ¡F:tg.

ci^icz ) con respecto a la -agregación por Ca"''1 •
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30

F i q n r ñ P5 „ E f e c t o de la ari]r.:;.&n s " t : e = i v í . o vn;riul h.srea f.ís
C.BÜ: ' •.. E.Oií'i y IV i. bói"i X - I üO sobi a Js r e c u p e r i c J ó n de í p i c u Ai.B.
t EOB > de l a AChE , El. sob; e n s d a n t e de un e^ t ra .cbo de r e b i n a
o b t e n i d o por s o i u b i L i ¿ a c i ó n con ¡..¡r, ta i rpón con s=» L y El) I'A ss
d i v i d i ó en H p o r c i o n e s ; un=> que ss usó cono c o r i t r o ! (pane i a ) ;
¡ s segunda que se h i z o 3mM Caa"1- (po r a d i c i ó n de CaC ia , ( p a n e i
b ) ; i ¿-. b e r c e r a tr:.ie sup ieT .an tsda con Ca E * 3¡r¡M y irltón X- iOO a l
:í V; ( p a n e l c ) : Je c u a r t a se I Í J S O 3:r<M Cs:-" y daspués de 5
minutos- , se l e a n a d i ó EOTA h a s t a iOmri i p í n e l d ) . Las ¿t
mi iestTss se a n a l i zavon por sed .i fíisnt ac i o n en g r s d i e o c s s da
E:3CST osa , p r e p a r a d o s en i => so iuc:i.ón de e x t r a c c i ó n mod L r i c a d s
Píí¡ a ti:3'J¿ nii.iS3t!"3 COPO c o n ííspo nds»



El EDTA recupere IB actividad de] pico de AUE» en las

fcrmes descritas anteriormente;, es decir, ei EDTA es capas de

restablecer la actividad ds la forma A t e que desaparece

después de la adición de CaSh' e;:ógeno . En aquellos casos en

que la forma ftiE ya habla sido so lab i 1 i z ¿id a intacta? la

presencia de CzÍS~* promueve le. desaparición reversible de las

formas con cola íno su destrucción). probablemente por

agregación. Además se ha visto que las formas sometidas a ja

acción de la colagenasa vio agregar*. Esto parece indicar que el

factor de agregab i ] i dad por Ca3'1' reside en Ja. cola deJ enzima.

Los efectos de la adición de3 Caai<" y la acción protectora

del EDTA se reEiMen en la Fiq» E5, Se puede ver que el EDTA

recupera el pico SOS que habí.a. sido soiubi i izado y

posteriormente agregado por acción del C a e + (esto se ob=ei va

porque aparece actividad en el fondo del gradiente'.

El hecho de que en presencia de detergente y sin EDTA se

so iub i 1 i zara. pr ác t icantsute boda la actividad AC-hE,

independientemente de que las formas Ana vio se extrajeran, nos

hizo pensar evs la. posible degradación de esta forme a otras de

íí!3iiO(" tamaño en ausencia de EO'I A. Ello se confirmó en el

experimento que se describe en la Tabla VI- Ss observa que

cuando <s'i. EDI A no está presenta desde si principio .1 i a forn<a

A 4 ;= no se solubilisa y después de varias centrifugaciones

tampoco se puede rscobra¡ el sedimento por extracción con

EDTA. Esto indicarla que i 3 forma Ata es degradada 3 formas

globulares en ausencia de EOTA. La pérdida de A, s no se puede

asignar a ninguna forma G concreta, ya que el porcentaje de

formas G íG^/Gt=/Gr ) se ve afectado por la presencia de EDTA.

Los resultados que se han mostrado, utilizando Ja retina.,
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se reproducen casi .idénticamente? en e J. tectuffl y en distintas

etapas de desarrollo. Las retinas de pollo de 10 días se

uti I izaron para la puesta a punto del método de

solubilización, porque estudios puntuales con las diferentes

soluciones de extracción, indicaban un mayor porcentaje de

formas en la retina que en el bectum (especialmente en pollos

de 10 diss). Este hecho se tratará de forma más detallada al

hablar de los perfiles de desarrollo.
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ACT IVIDAD_ftChE_SQLüB 1_L 1 i'ADA_EN_LA_FORMA

p r i (TÍ er s o b r e n a d a n t e

Segu ndo sobrenadan be

Tercer sobrenadante

H , 9 0 ? 4 0

3jS 0 - 06

0,8 0 ¡. OS

racc i_ÓQ__secund_3r i s

EDTA ;;,.EDIA

0,3 0,30

t'i F o r lisa A l f f l t o t a l

*í Ferinas S

9,2

90,8

0 , 8A

99,16

vaiois3 evi !Í.C'5 porcentajes de a¡: 11 vi. ciad de formas A1S. en la
r et i. ri3 de pollos de 10 dles cuando se hoiTiogene.i :3I'I en Tris-HCi
j 0,r,M, NaCl J.M, Tritón X • ] 0O al 1 %. Cuando se añade el EDTA se
ubi. liza en concentración de 2mM- Lo 5 homogenados se
centrifugaron a llOOOOxg duraíits 30 minutos y los sc-di.usntos
EG rel-iomogeneisaron y se centrifugaron otra vez hssba un total
de 3 ciclos de la extracción primaria y el sed i mentó EC-
reastraje- con EDTA. Los sobrenadantes de cada paso se
analizaron en gradientes de sacarosa- Los vaJores representan
e I porcentaje de actividad ris Ai,a fY aribe a la actividad toba!
da AChE en el homegensdo inicial. Le parte inferior da e'í
patrón de distribución de Tas formas A y G tota Les,
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El siguiente objetivo que se planteó era ver si. el EDTA

solubilizada las formas A en otras especies de vertebrados en

jas que trad ic ionalniente se había negado la presencia de

formas A en ei SNC. Para ello estudiamos ocho especies

representativas de los principales grupos y de las que

podíamos disponer con más facilidad para nuestros estudios:

trucha, rana, tortuga? pollo, erizo, rata, conejo y cerdo. De

ellos rtos fijamos específicamente en la retina y el

mes&ncéfñlo para comparar los resultados con los del pollo.

Para e]lo las muestras del tejido correspondiente se

e;:trajet on dos veces en una solución que contenía: Tris-HCl 10

(T.M,, NeCl. IM, Tritón X • 1 00 0,5%., colato 0,5^ y EDTA 2mM.

i.. 3 Pig- Sé representa ios perfiles de sedimentación de

3ss formas moleculares ds AChE en retina y metencéfalo =. Estas

figuras representan 1 =>. sume de las dos extracciones y por' lo

tanbo Jos picos se corresponden con el total de la AChE- Las

distintas formas moleculares se indi cari por sus coeficientes

de? sediiTiEntación. Se puede observar? que la sed ÍHIGH tac .i ói i de

éstas varía ligeramente de unas especies a otras, como ya se

había indicado en j. a Introducción. Nuestros resultados en ios

coeficientes coinciden con ios de otros autores (Massoulié y

coi ,. . 19S0, 2¿t9) .

l.a Tabla VII indica ios porcentajes de actividad

so i ubi 1 i za.da en formas asimétricas frente a 3 a actividad AChE

tobal. Se puede observar que ios rendimiento» mejores en la

eiití'sccidn con EDTA se obtuvieron en 15 retina de tortuga y en
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cant idad menor en r e t i n a de po l lo y ne = er.céfe 1 o de t rucha y

t 3113. Se comprobó que e s t a s formas eran a s i m é t r i c a s tan to por

•tratamiento con colagenas3i s igu iendo el procedimiento

"descr i to para IB rebina y e l tectutr, de p o l l o - como por

p r e c i p i t a c i ó n a baja fuerza i ó n i c a .
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DE FORJAS ASIMÉTRICAS EN_ VARÍAS .ESPECIES DE
VERTEBRADOS. ~" ~ ~
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Rana

Tortuga

Po 11 o

Er i zo

R a b 3

Cene-jo

Cecdo

iv LÚ §.d... ¿Q tal

1
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9
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i

0

, 8
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,a

, 7

- 9

3

1

0

0

p

0

, 0

, 1
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, 7

aje de la actividad de AChi£ en fonnss sEimétricas. Los
resu]bados se obtuvieron aplicando el procedimiento
i ad i oííiétr ico sobre las fracciones de los picos del gradiente
frente a la actividad AChE total en el homogensdo inicial. Las
desviaciones Estándar de J O S valores medioe que se indican en
i elación a 3 experimentos estaban comprendidas entre 0,1 y
2? 5-
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KJJü'-'-'C.ñ í=¿""" P e r f ¡ I G H de sed irvientisc j ón ae tas tormas
ii'-r. i e t.i • 1 ci ¡" t": ;= de ].3 AChE de? l a r e t i r í a y s i m s s e n c é f 3 i o ó p t i cc¡ de
v?f i i tB espECÍEs de v e r t e b i a d o s , E l t e j i d o co r r e s p o n d 3 e n t e cíe
3 i íri-2iio=j dO'S 3i" i i f ! i3 le= se? ex h ¡"-a j o S i-'Eces < =;G':ÜIL¡ i d as de
i i£n Lr:¡ f " g a c .i ¡5n 3 5 ¡ t =• >/s i c e i dad * er¡ u¡i3 so ¡ uc i o n que c ^ i ' i h s n i s ;
T r i s •I!.:,TIM, NeCi Ji-U T r i t e n X 1.00 () - 5/i , c o i s t e E Ó C Í C O O-Svi y
EOT-'i EniM y l a m ••="<:;: i => de l o s B sob i' eciada. i te= .•esa!, b s n t e s S E
p n = j 5 i on í o b r e un y i " 3 d i a ¡ v t e dí? s u c a r o s a d¿íl S 3 I 2i.'?Hi
p r f í p a r í n i o =i¡ i a .Tiism-3 so l¡.ic i ó i i . L o s p i c o s d e l q f s d í e i i b a se
; p d i c 3 n p o r S U B c o e f k: . ie i i?s=- de 5 3 d i f f l e n t 9 . : : i A n . q - 5 v a r í a n

sectt'u". ! st eípecj t í s t a i j ^ : d -̂  J ¿> ? 2 a SOS para L 5 fovüís
3 - -'i-

3 : H 1-'

I. j : ¿ S ~ A , r ! 5 d e 1. 1. -5 j . I 5 t í B = G < < . q 9 j l 9 - - A . . ; 7 •. ¿ - - 7 , C ? B - - G : ^ y H , iTí
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.2-6. Ê í trace JLÓn_deMfor(nss_as_ifnétr_it:as de_AChjE_en_e]__£Tiú = cu

=9y ilsí Í£fi_de_p_o 1 lo J L__EK i. sstenc ia de dos clases de fo

El hecho de que 3 a A l 2 de la retina y el tsetum del pollo

SÓJG se extrajera en presencia de EDTA y no por por los

procedimientos clásicos de extracción descritos por el grupo

de Massoulié y otros < S53 , 230 .. 23 i , £32 ) parecía indicar" que el

tipo de anclaje del enzima asimétrico en estos tejidos era

diferente de los descritos en órgano eléctrico y músculo

esquelético, tejidos donde se estudiaron por primera ve: las

formas asimétricas* Los hechos apuntaban a la implicación de

cationes divalentes en este anclaje»

Al comprobar que el EDTA ere. capar de sohibi. 1 izar formas

A en el SNC de varios vertebrados nos preguntamos cual sería

el efecto del EDTA en un tejido rice- en formas asimétricas

solubles en 111 de sai como es el músculo esquelético. Pcu lo

tanbo pasamos a estudiar la extracción de AChE en músculo

esquelético de pollo,con y sin EDTA.

Lo primero que hicimos fue disecar el músculo de la parte

j r i f = i i o i de la p a c a y preparar d o s ¡TÍ U e =s b ¡' BB q i_t e s e

hoi7<oqtrr¡i zan; una en Tris iOínMj Nsül IM, Tritón X 1OO i.''Á; y la

ofc-i 3 con la ¡nisma solución nías EDTA SfnM. Los resultados nos

ir.c-sti avon un aumento de más de £ veces en el percentaje de

formas asimétricas cuando extraíamos el músculo esquelético

de2 pollo en presencia de E!>TA., Esto nos llevó a analizar este

problema con mes profundidad ya que parecían existir formas A

que? como Jas del SMC no se solubi 1 i jaban más que en presencia

de EDI A.
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4 ..E .6. .1 . Extracción secuencia! de AChE en e] mósculo

esquelético.

Este tipo ds experimento se inició utilizando pollos de

JO dia=, de edad postnatal. Para ello se tomó el músculo de la

par be inferior de la pata de ai menos 6 animales i con objeto

de minimizar los posibles efectos atribuibles a las

vari.ñcicf,nes individuales. Las (nuestras se sometieron 3 un

procedimiento de extracción secuencial; teniendo en cuenta que

ya era sabido que la sal en concentración 1M extraía

cantidades importantes de rorír.as A (323).

ti! 1 t e j i d o d & 1. p o ]]o s e h o rr> o q e n es i z 6 e n 1 O v o 1 ú mene <= d e una

solución que contenía Tris 10 <ÍIM 5 NaCI lf-1, y lribón X-iOO al

I.v, , El extracto se centrifugó a iiOüOO;:g (como se describe en

Métodos) y e 1 Eobrenediínte se separó para el análisis en

gradiente de .tais formas moleculares de AChE, Este

procedimiento se repitió tres vece:-: mss con la misma solución

de extracción que actuaba sobre el sedimento obtenido en Í S B

correspondientes centrifugaciones. Todos los sobrenadantes se

canalizaron en gradientes? independientemente y en conjunto.

Tras el cuarto lavado B E adicionó ED TA B I. tampón y se

efectuaron otras cuatro e;; trace iones.. Este rus-dio de

so 11 ib i 1 i:acion contenía Tris y ssl como el primero y además

Tritón X-100 (en este caso al O,5%> , añadiendo además co1 a bo

sód i c.o o j 5'Á ( p / v ) y E0 i'A 3mM . El co 1 a to sód ico parece

potenciar la acción quelairte del EÜTA..

En la Fig. 27 se muestran los perfiles de sedimentación

ds AChE en el . músculo esquelético de pollos de 10 dX=> = . Ei

p.3nsl de la izquierda representa la sedimentación en gradiente
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de la dtezcla de les cuatro sobrenadantes obtenidos por

extracción secuenciaL con Tris-sa1—Tri ton. El panel derecho

represente! las ' Formas obtenidas en las cuatro extracciones

si.giíisntes <Ja suma de ellas) con Tr i 5—sal -Tr i tón-co 1 ato y

EDTA.

En la Fig. 53 se representan los porcentajes de formas

asimétricas (frente 3 la actividad total del tejido) extraídas

de forma secuencia! en las dos soluciones anteriormente

citadas» En el músculo esquelético existen formas A ei-itraíbles

en ausencia de EDTA, pero también otras formas asimétricas que

quedan en el sedimento de la centrifugación de alta velocidad

y que se extraen sólo cuando se aríade EDTA al medio? como en

)a 1ebuia y al tectum. El análisis de esta figura indica que

cuando el medio primario de solubi 1 isacion ya no extras

prácticamente actividad de AühE asimétrica, la adición de EDTA

es cepas de liberar otro subtipo ü<s esta forma,, Además, el

.MÚsr.uiü en estas condiciones parece contenz-r una proporción

= i gn i fiera t i va de 1? forma Aí3 „
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i' Gr.Si ' e s c i ! ¡; a en s i p a n s í de¡ .?chc> ; .ios c c> ̂  f i •:" 'i. c? < rb e 3 d-:;

ii:ed.i men t?c i ó¡ i . í s d i d o s de t=i£ f o i (lias m r . i s c u l s r e s a ^ , i : A , .•=>= ! 9 ., ;-jS
í L-'ÍPÍ-ÍÍÍ-H c 1 ?c-:£-.2 i y ] 1 > : Am " 15) l í j ( .i v I 1 ) ; t3 <,-'!. ¡ ? 03 ^ G-.?~-íz • 53
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SECUENCIA DE EXTRACCIONES

!:.;. Q;./LS.. ..&& » P o r c e n t s j e de f¡:¡r!iia;; a s i m é t r i c a s de j. ¿> AChE de

•V:M£CÍ¡ l o e s q u e l é t i . - o de rio i i o e x t r a í d o de forrns secuenc ;. a I . Los

¡MÍ.¡r=c¡¡'ioE-: c!e l a p a r t e i n f e r i o r - de I s p ñ t a de p o l l o s de i ó d/^ss

Be •-;•:; h a.ie¡-ori en forx¡B. de e;; t r a c e i . :ns£ s u c e s i v a s en l a s

ÍHCJÜC Jüi ies que se i n d i c a r ; en ] a f i g u r a ¡con y s i n EuTA, que

son Í33 íínsíT.33 que .Las de i. a F i g . £7) . Lss b a r r a s i n d i c a n e l

poi r e n t a j e de f:<rm3?i s s i m s t r k a s a;-; !:;¡-¿i i d a s er, cads p^Eo, [.35

bf?i i as b l a n c a s i n d i c a n p o r c e n t a j e s o j ü b . i . l j z a d o s i n EOTA ( c l a s e

1 ) v .1*5; b a r r a s r ayadas i n d i c a n se t i v i dad EoJijfc.i l í v i d a ce n EDTA

f c i s s s I I ) . , Los o t r o s s o b r e n s i i a n t e s 3 a 3113 i. i zsr on por-

= e d i v e n t e e i o n en g r a d i s n b e s de s a c a r o s a . La s c t i v i d s d ds I 3 5

fu i ,-Ti5.!=:- 3 9 i i # ¡ ; r i . c a = di? cada e ; : c r a c t o se ha exp resadc i come e l

j;o¡ :3 , i ! ;3 . ¡s de I s a c t i v i d a d b c b í l d o i honiogensdc. ( fcoíTisr-dc como

í 0 0 A l a a c t i v i d a d AChE t o b a ! d e i 17.-3 • :i do • , que se c a l c u l ó p o r

(-• i p1 .:/• ced :;. <p i er. to 1 sd Lomét i ' i cú d e i ^ r ' i t o en Md* todos- .
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Esto indicsr ís que en el. músculo Esqueletice- existen dos

poblaciones diferentes o clases de formas moleculares

asimétricas de AChE. Una de ellas que liamaremDS en adelante

ciase I í A1: > j incluye las formas asimétricas convencionales

que se pueden so 1 ubi i i zar sin necesidad de EDTA., La otra,

clase í I ( A 1 1 ) , está i ntegr a da por' 1 a s f' o r m a s asi. m é t r i c a s

descubiertas por nosotros. que requieren EDTfi para ser

so 1 ub i J i ;:ada= y que p ¿a recen estar ancladas por medio de

p'ientsE iónicos? en los que intervierten cationes d i va lentes;

ademas de por interacciones sensibles a fuerza iónica alta.

Los coeficientes de sed i'nentac ion » medido- en el muse ¡lo

esquelético? de los picos del gradiente que se muestran en 1a

Fig. S7 son: Aie=19i83 (en ambas; ciases I y I ti; Ara-í5ilS £ en

3. y í I > ; I3Í,.= 1 1 ; 0 S ; Gs"6 j 5S y 8i=
¿t-J5Ei. Se puede observar que

c o i i ~i c i d e i i c o n los v alore s d e 1 a r e t i. i i a y e i tec t u m d e p o 1 1 o .

Estos valores permanecen constantes durante el desar ro 1 lo.,

En el caso de 3 as formes molecijlares de músciüo

esquelético de pollo se estudió taiübién ai efecto de los

detergentes» Se vio que la presencia ío ausencia) de

detergente en el medio de e;-¡ trace i ói ¡ rio varia sJ rendimiento

en foi mas asimétricas y si e¡¡ las formas globulares y' ademas

s e o fa sor v a. ti i d e n ticos e f e c t o s en s i c o e f i c i e 111 e d e

sed 3 itientac ion de las formas G s en presencia de TÍ ibón X-lOü,

q u e los desc r i t os e i "i 1 a retina y e i t e c; t u m ,

Las formas de .i e c^sse I se extraien también e?n los

fíiismos po re evita jes que los descritos en IB F i g - 2"d cuando se

anadia C a E + ai medio primario de extracción (CaClt». S mM) . Esto

resalta n¡ás aún, el que Jas formas A 1 no son agregab.les por

acción de cationes divalsntes.Se ha comprobado
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exper • i. mentalmente en nuestro laboratorio por experimentos

similares a los descritos ei i la retina y el tectum? viéndose

que las formas AI1: dei músculo esquelético también agregan en

presencia de C3!2~ (350).

§1 lí;S']0.̂.-i.J§!I!i[Á.o.̂ í!._c entra;¿__de_var i^as^esgec i es_íí§._Yer tebrados.

Con los datos aportados por el músculo esquelético de

pollo decidimos repetir el estudio de las dos clases de formas

A en el sistema, ret i. notec ta 3. del pollo y en otros vertebrados.

F'sra ello utilizamos un procedimiento paralelo al descrito en

el músculo que consistía en la extracción de dos muestras de

tejido. Una de ellas se solubiliza con 10 volúmenes de una

soJucióni Tris lOmM, NaCl 1M, Tritón X-100 al IV, y CaCle. 2mM.

i,.. 5 otra muestra se so lubil izaba con Tris l-iül IOÜÍM, NaCJ IHj

Tritón 0,5'/() coi ato 0.5K y EDTA 2mfl. En ambos CBBOB la

extrscci.óri se repitió tres veces y se juntaron Jos

sobrenadantes antes de la. sedimentación- Con la primera de las

soj.ficxcr.es descritas =e solubi 1 i. zeban las formas Ac y cotí la

segunda todas las formas asimétricas (y todas las globulares).

Las forffirtS A** se obtuvieion por la diferencia de valores

obtenidos por uno y otro procedimiento.

El porcentaje de forma. A1 obtenido en la retina y ei

tec ti tni del pollo fue menor1 del IX de la AChE total . La

actividad se caracterizó por ensayo radiómetrico de las

frecciones correspondientes! aunque- la Ai: de retina y tec tum

de pollo era casi inapreciable en el gradiente* por el

procedimiento de Ellman. Estos resultados junto con los de

retina y mesencéfalo de otras especies de vertebrados se
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muestran en la Tabla Vííi.

Se observa que IB razón A*/AIX en el pollo es de 0 j 095

en la rebina y 030S en el tectum. Este hecho que concuerda con

Jos resiiltsdos anteriores en los que no observábamos formas A

sin EliTA. Hacen que podamos considerar que las formas

asimétricas de la rebina y bectum del pollo son formas de la

clase 11? ya que los valores de actividad de la clase 1 no son

significativos por el bajo número de . c .. p .. fn.. que se obtienen en

el ensayo radioméfcrico„

Ei¡ la Tabla VIII se presentan otros resultados, obtenidos

en e j. análisis de las formas A en varios tejidos del SNC da

algunas especies de vertebrados. Este estudio no ha sido

exhaustivo a lo largo de la escala f i. logené t ica sino que

s i ̂ piemente <• y tres los resultados obbsnidos en retiría y

tec.tisfí) de pollo? se trató de ver sin en algún:? estructura del

sistema nervioso cenbrai existían las dos clases de formas

asimétricas. Los resultados que se muest¡ au ponert en svideiici 3

las dos clases de for.itss A que habíamos descrito en músculo

esquelético de polio. Se indican los porcentajes frente a la

ac b i v i d BCÍ ACh E t o b a 1 ..

D e n t r o de ios tejidos e s t u d i a d o s en las d i s t i n t a s

e s p e c i e s p o d e m o s ver que en el p o l i o el c o c i e n t e A * / A 1 J

alcanza los valores inferiores. En el resto de las estructuras

del SNC se encuentra una proporción mayor de formas que no

¡ equi eren. EDTA ya que el cociente es mayor que 1. En músculo

esquelético de pollo ñi:/ft11 Etra. aproximadamente i en el día

102 dei desarrollo postnatal)-
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T A B L A V I I I

y AChE_DE_LAS_.FgRMAS_ASIMETRICAS_DE_LAS_.CLA5ES_I_Y_j;i
DE VARIOS TEJIDOS DEL~SISTEMA NERVIOSO CENTRAL DE VERTEBRADOS.

X í I / I I

Trucha

Rana

Polio
0,095*

Retí na

Cerebro*

Cerebelo

Ret i na

Cerebro*

Cerebelo

Retina

Tec ÍLIÜI

Cerebelo

5,5

ia,o

30,0

1 ,8

7,0

9

1,4

0,8

H ,5

S, O

S.S., O

8,3

O •

í

3

0

i

3

;i 0

? o

!> 0

,3

,5

H 7

o, a

1,3

0<8

4,5

2,0

2,8

5,0

3,7

2,3

3,4

0,08*

0,0

Consjo MesencéTa1 o 1,6 0,3 4,33

Maestras equivalentes de los distintos tejidos EE extrajeron
en una solución con y sin EDTA. Las formas de la clase I se
eütrsíau sin EDTA.. Las formas de la clase I .t se estimaron como
la diferencia de valores entrEj la actividad obtenida por los
dos métodos.
•" El término cerebro indica todo el contenido de la caía
craneal excepto.el cerebelo.
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s-3. DESARROLLO DE I. A5 FORMAS MOLECULARES DE AChE EN LA RETINA

V EL TEÜTUM DE POLLO 'ir-! VIVO'.

Los experimentos del spertado anterior nos aportan datos

sobi e el anclaje de las ciistirsbBS foi"mas y en general sobre su

soitibi iización, que vamos a aplicar a] conocimiento del

desarrollo de la retina y el tectum.

El estudio de estes tejidos en pollos de diez días nos

indicó que las formas asimétricas son* pcécbicaraente en su

to tai i dad r. formas de la clase 11. Otro hecho notable eran ios

distintos porcentajes de solubil izacióii de AChE con y sin

detergentes. Como ya -y irnos que éste no variaba el rendimiento

fin formas A5 se podía sugerir que la extracción de un mayor

porcentaje de AChE con detergente se debía a la solubi 1 izacion

de -formas G h i. dr oí ób icas ? es decir, de formas G que requieren

detergente para su extracción ÍG").

Con estas premisas decidimos abordar el estudio de las

formas asimétricas y globulares de la AChE durante el

desarrollo embrionario (desde el día 82) y postnabal íhasta el

d í <? EOS) en le. retine y el tectum del po] lo,

H ,3, 1 . SoIub.i.Iiz3C.id¡n_si.n_EDIA...

Los primeros estudios de desarrollo se real asaron con una

solución de extracción '''clésica'S descrita en 3a literatura

para el órgano eléctrico de Jos; peces eléctricos- Los perfiles

de sedimentación en jas distintas etapas de] desarrollo

analizados se muestran en las F-'iq.. S9 (retina) y 30 < tectum)

en las que el tejido de ai isanos dos anima.] es de la sdad

embrionaria o postnatal correspondiente; se homo gene i ssban en
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3 0 vnlumsi iss ele una s o l u c i ó n que c o n t e n i a : T r i s IOÜIISÍ MsL I 1M

y T r i t ó n X —100 1 >i . Los mismos r e s u l t a d o s se o b t u v i e r o n

añadiendo Mg e - (NgCio. 50ÍTÍM ¡ que &r a e l método de e x t r a c c i ó n

c l á s i c a ú t i l izado por l a mayor p a r t e ds l os i n v e s t i q a d o r e s

En l o s dos t e j i d o s e s t u d i a d o s se obsser -/a ís a p ^ r i c i ó i i ds

a i manes dos p i c o s de a c t i v i d a d AChE: cor respond .rentes a l as

formas G., o 113 í 10 ,9+0,40 en l a r e t i n a y 10,86+0-34 en e¡

tiíc tuiTi) y la forma í3íaf o ¿3 í 6 :, HO^O j <2 en l a r e t i n a y óíSO+0,3-+

EI I a] tec tu rn ) . En a lgunos cssos ;.¡ÍI p i c o HS a d i c i o n a ¡ aparece

asociado a l p i c o éS •• Se puede ver por e=ba anal i. s i s que 'i a

6í"f;j viciad d u r a n t e el. da Barro ! lo • de la r e b i n a se d i s t r i buys de

f oí íí¡a b a s t a n t e un i f o CÍHB e n t r e G,,. y !3!;«.. En e l fcec: tüm gran psi - te

del aumento en a c t i v i d a d AChE es a eKpensss de 3a forma G<* „ Se

puede observar aderTiás que no SE? d e t e e t s n formas A d u r s n t e e l

pe r iodo de? desa r ro 1 Lo cons iderado? es d e c i r , formas A de c i a s e

1 i. 2o 311b Íes en s&'s ,.
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-16 días
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. 12 días
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Pollo
2 días

¿••U I I

Pollo
. . 6 días

34 G,
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ac ion ioda i i e a l a m p l i o r~sngo d e v a l o r e s c u s ¡ ¡ t i t s i ' i v ' o s .;:eo ido-? Ü
l o s l -s rc - ' j de" i p e r i o d o d-3 h i & m p o c o n s i d e r a d o , EÍT !. -i ? h c i £ i / : =•>•_.•



TECTUM

O

teo
v>
m

5 10 15 20 25

FRACCIONES

Sedimentación

5 10 15 20 25

FRACCIONES

;Q'.:r^ 3 0 . - P e r f i l e s r;e n e d ; ÍTJI=¡-¡ t s e 3 6 n de .1 ?t i Í G

} ! e c i ! i a ¡ - £ s - je AChíH. c?r¡ s i . b e c t u í » d e ! p o l l o d u r s i i t e

; •= ¿i r i • u i ] .:• s m f a r i o i i a r i o y p o s tus':-¿í I , L a s c é l u i S3 t e c t i i a s d

; .• • o £ ¿ ?:• c> 1'! o s e n 1 a ede d *= ¡<-b r • i c¡ n î  r -¡ e c. ):• o s t i i £? t s 1 c o n •= i d e
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h * 3 - £ . yeiubilizec j_ón __ae __fo r jiiaB^s i ¡né tr ix.as__con

E¡ análisis de foroiiss ,no i. ecul er E E tíe AChE durante el

rfE53iToIlo del sistema rsti notec t;a 1 del pollo se repitió en

una segunda etapa con une solución de? extracción que contení?

EDTA en virtud de nuestros hallazgos ys describos. Ade;iié5

i ríe. J 11;¡. mC'S en el estudio el punto de i día de edad postilaba.!.)

piiG=; como ya se? ha indicado Í B abertura de los ojos s^rtí^r a

no lab I es modificaciones en el sistema visual . Comp ie tamos es be

estudio de forméis A y G con poü.l.os de ISO días ¡6 IÑGSE; ) :¡ para

ver ¡os niveles de AChE en ei pollo adul bo, cua r.dr-- • es de

supon E? r t han ale 3 n ~: ;\ d o 31 "esesd o e s t a c i o n 3 r i o" ,

E n la F i g M 31 s e ¡v. 11 e ;= t r s n Les p c- r c e n t a j e s cí e d i s t >• i b ¡ .< c i ó n

de la actividad AChE, en las distintas form35 líolecuJargs,

incluyendo ahc'i"3 forma;; asimátriess en proporción

E i gni i icat i va „ Así pues e¡i el sistema retinobac: tal , a lo i sirgo

tíe-J desarrollo. ia preEEncis de EDI A se conf i '•- >r;s como

MíJcieBíí i. 3 PBV a Eoiubi ti:ar las tormas A, que son por tanto

formas de ciase i í , co;no ya he^os comentado en secciones

precedentes.

El análisis cu.s>n *: i b& h i vo completo de 1 ~? distribución díí

]-?* AChE entre 1 ss d.¡=bint="5 Formas mo leen i ares se Mi!.¡s5Cra en

] <ss F'igB. 32 a 3^. Se puede observai que en Los do=; tejidos

estudiados del sistema visual de.las avesn el mayor porcüncsje

de actividad .'lo consti tityen las formas globulares,, A lo largo

de todo el desarrollo en el fcectu.-n y del desarrolle posfcnseai

eu la letins! el mayor crac i miento lo e;;per imen ba. 1.a forma Ĝ,.;

siendo la forma mayor i tsr j a durante e'i desarroJio pc-EtnatíiJ y

sn los pollos de 3 frieses de edad.
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El porcentaje en formas asirr.étriCSE A, S sufre un

crecimiento casi, constante e?n Í3, retina <con vaiores siempre

inferieres ai 10Í-; de la actividad AChE total),. En el fcectum el

crecimiento se dá un icamenté entre los dos primeros puntos de

1Í5331 roí lo estudiados; permarieciendo luego en proporción ca = i

constante e incluso disminuyendo (va lores menores 3.L t'A) en

polios adultos. L O E resultados de las formas de menor'

coeficiente de sed i ms=n fcac i cu 1 iBs y G-i se dsn juntos debido i?

que 1 en la maye-ría de los casos? era mu/ difícil discriminar

3 os dos picos como entidades individuales en el gradiente de

saca cosa•
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La sctivided específica de las formas r.oleculpreE de la

AChLí expresada en n¡T>oles de acetato/min,mg de protsins so?

«•¡(íes tí'á en la Fig.. 3cl.. Se aprecia» en general, un aumento de

prácticamente todas I35 formas durante e i des-arrollo

E-nibr i onar io <• que 5-a estimula con la abertura del ojo, para

Juego disminuí r rn á 5 o m e n o =• b v • u s c a m e ¡ 11 e d u r 5 n t e el de 5 a r r o i 1 o

pos tna tal.

Lr3 FiQ. 33 representa los resultados obtenidos COTÍ

respecto a la actividad AChE total en cada una de las formas,

en la retina y el tectura del pollo. Se obtiene UÍ¡ aumanto no

siempre gradual de las actividades totales de las formas de

AChE en los dos tejidos? las cusí es alcanzan su valor ma;-:irrio

en el pollo, adulto (excepto la ATÍ=> del tectum).
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formas asimétricas; en contribuir s un mejor conce i miento de?
las mismas obteniendo el método óptimo de extracción,. Estas
formas son sin duda 'Mnberesarites'1 desde e.l punto de vista
fisiológico. Pero el hecho de que en el SN'C y e n los
vertebrados más superiores, las formas G sean las aiayori barias
y también en nuestro sisteme» de estudio concreto :. justifica un
estudio más detallado de estas "formas moleculares y de su
evolución a lo largo del desarrollo? con el fin de ápoi fcsr
datos sobre el papel fisiológico y/o loca J. i zac ion cs.li.ilar del
enz i lía .

En las tres Figs. anteriores Í31535 y 33) los porcentajes
de formas G que se muestran son los tota 3 es. Para ver ~i en la
retiro y e.l tec tum de pollo existían diferencias de
solubilidad dentro de estas formas y la distribución de iss
mismas durante el desarrollo? realizamos un estudio más
detallado con el fin de sspar ai- y cuant i.f i car Las formas G*
(.solubles en baja concentración de sal) y las G11 (que
requieren detergente para su solubi 1 ización) „

Los resultados que se muestran a continuación se
obtuvieron utilizando tres procedimientos de extracción
diferentes para solub.il izar las formas hidrofóbicas y en cada
caso se repitieron al menos dos veces, por lo que cada punto
de desarrollo considerado es el resultado de 6 o más
experimentos. Hay que añadir que el concepto de hidroíobicidad
varía de unos autores a otros, por 3o que es mejor hablar' d&
formas que requieren detergente para su extracción.

Los tres procedimientos usados fueron;
A) En primer lugar utilizamos un procedimiento indirecto

en que las formas GL> se obtenían de la diferencia entre las
formas G tota I as (que se nuestran en las Figs. 3J. j3S y 33) v
las formas G que obteníamos al extraer el tejido sin
detergente»

6 D •- G 1;o l; - * - G"" „
Raí a ello se homogeni zar, las retinas o tecta. de BÍ menos

dos animales de" .1 a edad embrionaria o postnatal considerada?
en una solución tamponada a pM 7 con Tris HCl J.Oml'i, MaCJ. }. ¡'I y
ED i'A BJ-MA, La extracción se repetía dos veces y se juntaban los
sobrenadantes a que se ponían sobre un gradiente- cíe sacarosa
dz:L 5 si S0%. De esta forma se solubi 1 izaban las formas A ípor
e-3 ED i'A y 3a ssi )v y las G

53
 s ya que las L:° no se pueden

e;: t r a G? r s i. i i d e t e r g s n t e .

B) Ei i segundo lugar el procedimiento que u t i i i sstmos era
un método directo de extracción de Gr> paría ello i B retina; o
JOS lóbulos tectales se extraían cuatro veces.. (seguidos de
EEiid as cen tr i fugac i ones 3 1101 000:-:g ) :

i y 2 se hacían en £0 volúmenes de un tampón que
contenía Tris-HCl i Omfl, NaC! íh y EÜTA Srr,M; con estos lavados
soiub 1 i i zabamos la forma Alf» y las formas globulares soluble»
del tejido.

- EJ sedimento de la 23 centrifugación se extraía en Tris
t-iC], parí; quitar Ja sal y el EDTA q'.ie no se necesitan para
extraer las formas globulares.

- El 3"*'" sedimento =.e reextraíá con Tris lOmM y colato
sódico i.%. Así obteníamos las formas hidrofóbicas que poníamos
en e; gradiente-

O Con el tercer método también obteníamos directamente
foi ,T,3 5 G n por extracción del tejido también en cuatro veces:

- En el primer 3 avado se solubi. lizsba con Tris HC). 3 Omri y
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EDTA cfíTiM Í asi eliminábamos si ¡.Ja:""' del medio y protegíamos la
Ata Tabla VI >, a la vez que so lub i 1 i zabsinos las formas G53.

— El sedimento de ]. a centrifugación a a i. ta velocidad E S
süfciae cor. Tris HCI 10íT»rt, NaCl 11-1 y EDTA SmM. Así se extraen
todas las formas que quedan en el sedimento excepto las Gri.

La ultimó extracción se real i z aba con Tris i Orr.M ? II.DTA
J. mM y col ato 1:4. Esto era JO que- se ponía en gradiente. La
misión del EDTA en este caso ei a ver si. re-alisaba un efecto
protector o solubil i zadcT de las formas ¡3°,

Los resultadc-e sobre los dos tipos de formas q ] o bu 3 ares
se detallan en las Figs. 34 — 39 \for,ns£ Gei,. (3° en la retina y
el tectum del pollo). Los valores obtenidos por 'Jos tres
procedimientos muestran una dispersión muy pequeña. Con el 3"""
procedimiento descrito es con el qiie se obtenían Jos
rssu. I t ados más reproduc i b 1 es ..

La F i g» 3M muestra la. distribución de la actividad AChE
en formas- globulares solubles en la retiría del pollo. El panel
superior representa e¡ porcentaje de dichas forjas. En el
panel medio se muestra la actividad específica y en el pa.-iei
i.nferior la actividad total. Los valores que se dan son ei
total de formas globulares solubles sin detergente y i a
distribución evítve formas G*,. i fcetraméi ica.3) y (3.-3. +• Gj . Las
formas Gg. y Gt se dan unidas porque la actividades dt? los dos
p i c o s a paree e n u n idas e n e 1 gradisn t: e .. D i c h o s -/ a 1 o ¡ es ~ e
obtienevi por el procedimiento ¡ adiomátrico que se cita su
Métodos? tomando las fracciones del gradiente que pí esevt tsiban
actividad. Las distintas formas se discriminan por sus
coeficientes de sedimentación).

De forma anáioqs a lo que se ha indi cacao en la Fiq. 34 de
las formas G s de la retJiigj en la '"ig^ 35 se iT¡uesti"a la
actividad de 8" tambiári en retiría de pollo. En las Figs.. 3-S y
37 se muestran los resultados paralelos en e'! t-ectum de las
f o!" f!i s s ¡3 s y G rjl A , i • eí s p e c t i. v a m e 111 e .
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Como vimos aj hablar de las formas g l o b u l a r e s . e l

p o r c e n t a j e de l as rrii E-fTias suments du ran te e l desarro i Lo, Psra

saber qué t i p o de formas predominan, lo que se h izo fue vsi la

r e l a c i ó n e n t r e jas forman Gs y Ú". Estes datos se resumen en

Isa F îQ- 35 y' 39 der ivadas de ¡ss 3¿f a 37. En la F i g , 39 hemos

representado ¡ & r e h e j é n e n t r e I D E dos t i p o s de ferinas

globular es a lo largo deí d e s a r r o l l o de l a r a t i n s . S= puede

obi=5i V5í' que en l a r e t i n a is ¡ BZÓU ÍJ-'^/'G0 d i s<r< I iu.¡ye ciurante a l

per iodo de d e s a r r o l l o ciorrsidsr £w..¡o; s iendo pr i i j í ims a í en e l

CJJ¿5 S2 de d e s a r r o l l o &<T¡hr io¡ ¡ar i, o íes d e c i r , Gs— 3 o ) pero en los

ú l t i m o s d ías cons i aerados ( j 02 y SO 3 p o s t n a t a ] ) .la r e l a c i ó n de

fo¡'mas so 1 u.b les f 'ren te a J. os qu e r equ ie ren detergai-i ts es de

O (¡i 7 , es d e c i r l as f orinas G13 representar ! algo más de £ /3 de iá

•3. r. i i v i d a d d i s t r i b u í d a e n f o i" m a = G d e 1 a r e t i n a . El pre d o < ¡i i n i o

de formas g l o b u l a r e s que requ ie ren de te rgen te s lo l a rgo de l

desa . i í o i j o r ep resen ta pr j, nc i .pal ir-ente i -3 forma S., , En la f i g u r a

se puede ver que Ja curva ü<+ es la que más se a l e j a

decrec ien temente n dei vs to r J .

l..a repreEsn tac i r iñ de jas formas d i s é r J c s s y fi:onofl¡ér iess

¡ ¡o s igue una pauta defi .r i . ids. i...a r e l a c i ó n se ni ai 11 i ene qró;; i ift3 a

1. s i n c l u s o se produce un l i g e r o y no cons tan te ¿aumento r.\e la

pi-op"ioi •:: ion de formas Se», •> so 1 ¡,ib J es s i n detergente. ,

l a Fia» 39 muestra la r e l a c i ó n e n t r e forman (3™ y G"

duran te e l d e s a r r o l l o de l bec tu¡ri en p o l i o , desde e l 85- día

embr ionar io a l S02 p o s t r i i ú s l . Se observan unos p e r f i l e s

parec idos a los oh berridos en i, a r e t i n a . Se puede ver una

d i siMÍnue ion cons tan te de i5E
¡(/

1Ül><, duran te e l desarrc< 1 lo

embr ionar io l l egando a es tac iona l se en e l 2 - d ía de desan o l i o

pos t na, t a 1 .
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I
El cociente de les formas de menor vel&cidsd de

¡ inierit-3.ii ion sufre variaciones continuas alrededor del valor
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¿;» 3. <\ » A r jé l i s¿s_de_ f or mas SEiigcyisüss £í?--___A(-hf:.....d'jr f n_te el.

i.a ausencia de formas A de la c l a s e 1 en )s r e t i n e y e l

tec: fcuifí ds l p o l l o no nos ha p e r m i t i d o e s t u d i a r Ja v a r i a c i ó n de

J3 p ropovc ión r e l a t i v a de l as dos c l ases de f'orj ias a s i m é t r i c a s

duran te e l d e <= a r r o J ] <:• ,• ¡::' a r a p o d e r d a i- a. j g;. J n a e v i d e i '• c: i a s o b r e

ss te punte que pueda a c l a r a r l a i-a^iín de sai de d ichas formas

a s i m é t r i c a s hemos i~ecu.rrj.do a i a.'ná J. i. s i s de las fc<rr¡i33

me 1 eci Í l a r e s ds AChE« con e s p e c i a l mención de las íorír.as

a s i m é t r l e a s ; so e l músculo e s q u e l é t i c o de l p o i i o en

des a ¡- r• c. 11 o ..

Para e s t e t i p o do s;;pe¡ i.mentes se ubi. 11 ¡ s n pe] Jos desde

el B^ d i a. d e l d e s a r r o l l o s.tibr i o r i a r i o a l IOS d e l d e s a r r o l l o

pos t r ia ca l „ Para e s t e a n á l i s i s se u t i l i z a b a n los múscu los de IB

p*.( t e i n i f í r i o r de ) s pstf.' de a l menc.= dos s n J i w j E E . La

e : ; t r s c i ó n se h i : c de fünna s e c u e i s c i a l CÜTT'O se d e s c r i b e en e l

a p a r t a d o ¿t . E . é . i . con s o l u c i o n e s que con t e ñ í sn i r i s ? s a i ,

Ti i vCf'¡ pai a Í 55 p r i m e r a s H e;-; t r a c c i one= y T r i s ? ==> i i í'¡ i bór i ;

c o i a to y EDl'A p a r a l a 5-"1 a S " .

En j.£; F iq , , ¿¡O se r e su me l a d i s t r i b i í c i ó n de ac t :i v j tíad

i?ce t .i J. co i i v i es te i á s i c a asifTíéti i c s HUÍ; r e l a s dos c l a s e s de

formsG descr i tas , . En la g r á f i c a se representan ios po rcen ta jes

de cada una de Jas formas <AJ o A íT-í d i v i d i d o en t re Ja suma de

3ss dt¡s, y expresado romo po rcen ta je f r e n t e a las edades

srribrionariaEi y pos tns las qua se indican., Ss übsc-rva en 1-3

g r á f i c a que t r a s e l nac i íitieufco » las formas as imé t r i cas c lase

; i =& ericuevifcraii en L>n3 pi oporc ión más e levada.
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Va desde e l p r imer punto e m b r i o n a r i o se erir j .¡entr9n l o s

dos t i p o s de formas A. L33 F"igs. HJ. y rí+S rnu.es t i - sn Jos par f i l e s

de íecJimsntfici.ón de todas Jss formas IT¡O .1 ecu I 3¡" ET-ÍH de AChE en

músculo e s q u e l é t i c o en l as edades embr ionar13= y p o s t i o t s l s s

e s t u d i a d a s - Se pL¡eda ver que i35 formas g l o b u l a r e s se1 e ü t r s e n .

e n su p r á c t i c: ¿¡ t o t a 3 i d a d * p o r m e d i o d e J $ s= o ] ¡ J c i ó 1 -; p r im a r i a

que c o n t i e n e T r i s , sa i y fi i. t o n . En e s t o s pf imaroB e x t r a c t o s

se o b t i e n e n I s s fo rma- A de 13 c l a s e I que es tán c o n s t i t u i d o s

p r i n c i p a l m e n t e por l a forma más comple ja (A1
 LS1> y en ¡7-enor

p r o p o r c i ó n de forma AJ1e, (dos tetrá inai os y .¡3. c o l a * que aparece

3 pa r t i r - de l 6Cl d .i 3 p o s t n s t s l •

E.n e l caso de l os e x t r a c t o s con E.DTA-. E=C? observe e l ba jo

p o r c e n t a j e de formas g 1 oou i ares {y& que 5» er-br-a^m ert l as

ho mogerie i ::ac i o nes p r e v i a s con sa l y d e t e r g e n t e ) , L=?s foi mas

s'= iifié tv i cas es tán COIÍS t .i tu. i. das p r i nc j pa lms i ' i í e por A ' ' : , ;=. y una

m 311 o ¡ c •£• i 1!; :¡. d a d d © A n
e ,

Hemos v i s t o que en p o l l o : ; de 10 d i as Ja r e l a c i ó n e n t r e

fcrrí iss H V R 1 1 es de 0 j 0 9 5 en l a r e t i n a y 0 j 03 en e l t s c t u m

cotiiG se muest i 'a en Í3 tab.Ls V i i . I .

L.s. F: 1. g ., •': 3 r esu<!• G 1 oE po rcen i;¿s j es de ac, t i v i d^tí de !. =<5

d i s t i n t a s rormas m o J e c u l a r e ü de l a AChE di j r r -nbe e l d e s a r r o l l o

de.i ínÚBculíJ e s q u é í s t i c c ' cJeJ p o l l o » i..£s= a c t i v i c l í d a s a;-E-e se

rñuGstrau 30 i 1 l a siüna da todas .Las e;; t r s t re i ones . Se puede ver

que e l p o r c e n t a j e de fo rmas as i idé t i i e s s aumants d u r a n t e l a s

e tapas d e l d e s a r r o l l o e s t u d i a d o , h a s t a l l e g a r -a un v a l o r

fná;;imo e¡-( e l d í a ¿^ pos tna ta . i y d i sm inuyendo en e l d í a 102. 5e

observa que 1 as fo rT ias A1 aumentan de Forws pt ac: t i camente

ce)-i£tavrte, En l a s fo rmas ñ3'' e l .aumento más d r á s t i c o oci.^-re en

]os pun tos más p r ó ; ; i iriC-s <? l a e c l o s i ó n . EJ. p o r c e n t a j e de Jas
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formas globulares sufre el erecto contrario al de las

asimétricas, disminuyendo bruscamente durante los días más

_ pró:;i.Tro5 a] nacimiento.

* Ss puede observar en esta figura que en el desarrollo del
*

H ,TJÚSCI:]C' se tís un gran aumento de formas A en Jes días •'

antei ioves a la eclosión hasta llegar 3 una '""meseta11 tras el

I nacimiento . Este aumento de-; formas A en IB época per.i natal '

_ ocurre debido principalmente a las formas de Ja clase II.

I
I
I
I
I
I
I

I
I
I
I
I
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.í i.(.:•

£

C\J

MÚSCULO

Aí¡

-

lo
Í

i
J v

»e | f '
2 días

G<

/)

/

/

i
L

Trl»-

u

NaCí-" frito'n

l¿ if '
6días

G4 |

A GJ

'\íV
1 i

íV
J

10 dfas

8 *4GJ

—
V

o

00
tr
o
(O
C0

Tris- NaCl-Tritón-Colato-EDTA

10 20 30 0 10 20 30 0 10 20 30

NUMERO DE FRACCIÓN

Fignr-5 ';;•:„•- F'-e-i t i J &= de sea :i. íríe¡"i bsc: i ó n ríe ! . : • ? = f c r n i - s

iv, •:•. ; e;.':: •'! ¿*. 1 • t=;;:: d e A C ¡ " Í E :.is ¡ n ó s ^ a i o e s q u s I s t i c o d s p o ! i " . •. E l . ^ j i d

;:!{•=:• I J O Í I o s ; i <::• v :?ní : r~ s ; ; : E - . - i t r a . j O d e f o r m f f í í G i j i e r i c i s i E Í ' I Í ^ Í - rio

= 0 ! ü : ¡ . o ¡ ; e ' ; q; . ¡ í ; =;-;- i r i d i c a r i K?U j :* r t. qi ? • 1" 3 ;: -s-i !. •::• •"> P 3 Í ¡ ¡ ? 1 ; Í

S ! ! ^ í ! ; 'i ;!' • í í :::I =5 j . ¡ ¡ ir:, i,' í ,::i 1 S (¡ í •::• rJ p :? i i —ü .¡ ¡í?•= I. M í" S i" .!. Ir;' i ' ¿? H5 C •-• • ¡ ¡". ! '< ri- :t . :...i i." t i'J i



LLJ

O

Lü
Q

100

o

Q
<

>

- MÚSCULO

0 8 12 16 20 2 6 10

EDAD EN DÍAS

r-:!.gi..;,;.s_'l!:3, v-c- r c . ^ r r t a ;, i-: í e .i ¿--i » . , : : ÍM .v :da fJ t o t a 3 d e A L h E

hi r . . i r .oqei i :adD i n i c i a l d ¡. s '•:•. • i. r_-> :._•. i r.U:.<~ e n t r e i 3 5 d i = b i . n t ~ > s f i r m a s

I T ¡ O 1 S ; M I Í 5 Í ¿ 5 , e n a i mO.3•::•-.!!.•::• e s q u e l é t i c o d s i p - : - i ¡ o . I.OB p u n t o s

r e ; : - ? S G ¡ I C 5 ! - 1 =? P S L ' 1 3 d a ."-¡ d e ¡:5-r'.f.i rt.-nc 1.0 n e s s r í d s p e i d I ^ I K Ü B . i. 5

ríaírj-v ¡ 3-.: .r din e s í f ü i a s r \ . - o j n-z .i ¡..1 .¡ d ¿? c í ^ b i c l o •? !. s ¡71 u¡ i b i.p i i c : i d 5 . ¡ d e

•-•. •- '• „

A "•• •• .71 r . T I Í H s '.-• t e f . í J c ; ; - f o r í i a s A t o t-3 .1 G ^ ; r. •••••A'1 v



ais

¿+.4. DESARROLLO DE LAS FORMAS MOLECULARES DE AChE EN

CULTIVOS DE RETINA Y TECTUN.

P ara ve r la d i s t r i b u c i di n e ¡"i t r e las d 3 5 b i r¡ t a s f o r m a s

estructurales de la AChE en la retina y el tectum i:in vi tro"

se preparan cultivos de agregación de células disociadas de

estos tejidos, En apartados anteriores se mostraba que estos

cultivos expresan la actividad de los enzimas co1 inérgicos:

ChAT y AChE, Entonces una ver. que teníamos los porcentajes? y

actividades, de distribución de las distintas formas

moleculares de AChE I:in vivo" (apartado k - 3) * pasamos a

realizar su estudio de fora>.B paralela en cultivo»

La solución de extracción que se utilizó fue la misma, ys

que era la que obtenía unos mejores rendimiento™ en la

extracción de todas las formas ffio 1 ecu 1 ares de AChE y además

proporcionaba los resultados más reproducibles.

En la Fig,. s4 se üiuestran los porcentajes frente 3 la

actividad AChE total en el humogenado. de i =3=5 f o riñas

/Tiolecüla.re-:;. Se puede observar la presencia de forma A,, ¡r?. que

alcanza un máximo en el día 8 en cultivo tanto en re-? ti na como

en tectum con valores que no superan el 3Í> de la actividad

AChE: total. También- se puede observar que durante el

desarrollo en cultivo se produce un crecimiento, más o menos

c o n B t a n b e f d e form a s G« a I a. v a n z&r en el p e r i o do de I; i e m p o en

cultivo estudiado? este aumento de formas 8^ se compensa»

lógicamente? con la reducción en el porcentaje relativo de las

foriras de baja, velocidad de sedimentación G s y G1 -

En la Fig. A5 se represente, la actividad específica. de
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i as d i s t i n t a s f o p ÍTI3S . En e s t o s p e r f i l e s se puede observa : un

si.MTiSF'itc cas i cün=t3íibi= de i 5 a c t i v i d a d e s p e c í f i c a de G<, a lo

l a r g o de l p e r i o d o de d e s a r r o i l o e s t u d i a d o que se d-:< en l a

r e t i n a y en s i tec tüi i i , e s t e a u mentó se p roduce h a s t a e l d í ? SR

en c u l t i v o . Tanto en l a forma A i e ) corno en í o E p s r ' f i l e s de

G a u ; no se ds e n t e auíríSi ¡ fco s i n o que e l ps r í 1 : i. es más

v a r i a b l e . En 'tos dos CSEOS se observe t.;n c i e r t o p -' t ~ ~\ i s 1 i SÍTÍO ei I

] s re t i na y e i t ec t u¡r-..

De forí i ía s i i á i o q ; en ¡a F :i g .. <4¿J se rm.¡e=-i;t'5.n k;;; "•;?!•:•! SB de

a c t i v i d a d t o t a ] cíe l as for /nas rno 1 ec¡ ü. ar es de AChE e-i c c i t i ves

o¡e i e t í i i i a y t E c t u í í ,
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i. o s H B'--; c s J c u ¡ d ¡ i f V e r i b s a i >./£i|< d e l a a c t i v i d a d A C h E b o t a

t~n I? i" -.'í t: J. i 'i =J i. p="í)ic=l. s u p e f i. •::• i" i y e n s !. cec; fc¡..u;i >: p =* n 2 L t. ¡ 1 f s ¡ " .í o •" > .

i.? e: ; l : ra." :c ion í̂ e r e s i i í ó c o n un med io que c c n t ü - J s : J >" i £" í OmM r

M-3C!. : M ; EDTA SniN y c . o í ? b s i IH . La -nazcla de do3

s=C!b"'" e*"iíi(i~< f" t e s í c ú i T E S p ú i i d i ^ n t e s a S a x t r i l o j c ioní -s s u c a s i v a s ¡ =5

co ' iocó s o b i e ¡jn Qf * d i e n t s de s s c s r o s s . ! o ¡ ; pc rce ' " . t s J E E se

.•-•=> t cu i ¿Ji-on p o r e l método r s . - . i t o m é t r i c o . Lo= v a l o r a s r sp re í iS i í t s .n

] £= ned¡, s Ue t: D . E.. Ge s i i¡ternc>s 3 e ;•: p e r i T: e r. t c-•:= „ T?f¡ to si'i r u t i n a
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H. 5. REGULACIÓN DEL DESARROLLO DE AChE POR INTERACCIONES

CELULARES EMBRIONARIAS Y VARIACIONES DE LA FUNCIÓN VISUAL

PC5TNATAL.

L S B variaciones observadas en los parámetros colinérgicos

durante, ios pr iüieros día1:; deJ dcsarfoi ] o po = tnatsl .

coinciderites con 1? apertura de los ojos por el pollo? nos

h i zo pausar que al teracioi'ies !;enip¡"arias de 1, c.'~> nivef.es de la

sena .i v i sija 1 en i 3 r• e fe i i ia ? as i cDÍIÍO .i a s*d ic i ó n de el r og aE

reisf-ioiíadas con los ñrrurcrtrsnsfnisores re t i. na .185» podrían

üicdMjar y' afectar la actividad de las áinapsis coliciárgicas

y/o sspscialmefits de 13 AChE en el tectum de pollos que habían

sufrido alguna manipuJación embrionaria.

Con objeto de comprobar estos efectos sometimos a los

ir. j fita les a deprivac.tón vi susl y enucieacián temprana ds un ojo

y probamos también Jos electos de adición de suEtsuciss " m

ovo'!.. Estos resultados los comparamos con coagregados de

cejudas de retina y tec tuf¡¡ en cultivo.

£§ MilSLüüL"-

i

4 ,. 5 - i , 1 , Efec to "ir, vivo" de la enucleación visual temprana

~ob¡ s el desarrollo da ÍB AChE en el tsctum óptico..

Estos estudios nos permiten observar eJ efecto de 1.s

interacción y conexión re t i ¡ io tec tal sobre los enzimas

colj nérgicos.

Desde hace tiempo se conoce que el tectum tiene un
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periodo de desarrollo si-itóiiomo (hasta el día 152 y 132

embrionario) y obro periodo dependiente de la llagada dai

nervio óptico. La supresión de SEÍS. interacción, esté descrito

que altera algunas poblaciones de neurofcrensmjsor es * ya que el

en'-iclear supone extirpar 1 =? vesícula óptica en un estadio muy

temprano del desarrollo e'iihrionario; de manera que 5xS el'¡mina

3 a conexión entre retina y tectum) ,

Nuestro objetivo era estudiar el efecto de Is enucleación

sobre el desarrollo de i a AChE en el tectum con t r ai a tere L al

c.jo enucleado en reí aci ón al tectum ipsi i 3 tera.L que nos 5ir»3

como cantro 1.

En la Fig. 47 se muestran los perfiles de , desarro 1 lo de

la AChE, de pollos que han sufrido enucleación del ojo

derecho, a las 40 a 4S horas de puestos en el incubador. Se

observa en ei tectum desaferentede (Ti. ) ? una reducción tanto

en la cavitidad cíe profceiiia ipanei central) >• cori¡o en i a

actividad AChE ipanei infsi'jor; . en relación ai te: fcuín control

i¡[,í. i..a disminución da estos dos parámetros parece estar

coffipensada? como se ve sn el panel superior.

I .as actividades específicas en el tec ti. un de i" erhc> y ei

ber. tíjfft izquierdo son prácbicaíriSütc? i ¡idis t i ncj'j i b i as . Esto se

enc¡.¡?iiti a resumido en la Fia. -18 eI( ls que vemos que en la

relación entre tectum desafei entado y control la se ti-/i dad

especifica se fpanfci€?ne próíáms a i ? observándose un caíiibio fitas

marcado en los días pr¡i>; irnos -si naciiTiientoi mientras que las

otras dos curvas (pro teína, y actividad botatJ se alejan de .!.

h"ci a va i ores i n feri ore s.

Nos interesaba conocer- la. d i str i hu.c .i ón de formas

moleculares de la AChE para ver si i a enucleación, que hemos
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viábo que afecta a la actividad total de la AChE en el tectuití

desaferentado actúa sobre la proporción de alguna forma

me Jecu 1 ar de AChE? en concrete-. Les perfiles de la Fig. ¿*9 que

se resumen en ]a fig- 50. indican que esta diferencia no se

produce y que en sí tecfcum desaferentado se produce un

"equilibrio" entre las formas moleculares de la AChE que hace

que mantengan su p ropo re ion y rio se muestran diferencias muy

marcadas en relación al tecbum control.

En todas estas figuras ( H'7 a 50) se representar, también

los valores obtenidos en pollos riornisles (no operados;?

pertenecientes al mismo 1 o te-

pes r «SI timo parecía interesante comparar los perfiles de

13 actividad AChE con otro pa.ra.meti o que es la ChAí', que ¡ios

sii ve de marcador' de si. naps• i s col inérqicas. Para ello

N t i 1 izamos los mismos animales que usábamos para meclii la

AChE. De i homogenado inicial de tejido se tonaba una muestra

para medir la actividad ChA'l por un procedimiento radióme ti ico

semejante «J. de le AChE,, En le. Fjg,, 53 se muestran los

peí files de actividad de-3 ensima de síntesis de la

sceti Ico I i na (ChAT). Se puede ver que paralelamente a lo que

cci.ii'i e {.ron Is actividad AChE se; observó en este caso también

uiia d i. sm i nuc ion de la. actividad total del tec tum dess feren fcsdo

respecto al tectum centro]? que no se acompaña de IB relación

de proteína total del tejido (Fig. 51 panel superior y Fiq.

5£) .

i-lay que hacer notar que la disminución irreversible de la

cantidad de proteína que £e produce en el tectum desar'c-rentado

era patente por simple obssi víción de los lóbulos tectaíes.
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i~ ! 5'!<..=?...5£.. ••• K G i s c i ó n a 3 o l a r g o d e l c j ; ;sar r o 1 J <:• dts ¡a a c t i v i d s ü
T t i A Í de;!. bec:t'j¡Ti c l esa f e r e n fc ado f i e n t e •? i bocf ;L i f : c o n hco 1 , L o s
i e <r. i > í r; 3 d o s q u s = s m u e s t r a n • e p r e s e n c s c í e l c o c i s n v S d e Los df?
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3 3 6

<i , 5 , !.,£.. I n t e r a c c i ó n cíe Jos c é l i . i i a s d e Ja r e t i n e y e";

e: i c t ¡ I t :¡ v o £ d e c o agí" e q a d o s .

Tías SÍ <a i i z=u~ l a a c t i v i d a d de l o s e n c i m a s ;:o Ii n é r g i c o s ,

durar ibs e i d . ^ s a r r s i te en a g r e g a d o s de c é l u l a s ; de r e t i r í a y

bect<;.íü c u l t i v a d o s 3 i 31 adamGi ¡te-, p a s a m o s a e s t u d i . ai e s t o s

•Trisónos p s f á m e t r o á per'o en c u l t i v o s de- c e - a g r e g a d o s , e s d e c i r ,

en c u l t i v o s í i i t e q r s d o s por c é l u l a s de r e t i n a y b s c í u n

m e j c l a d a s en una c ¡, e r I; ? p r o p o r c i ó n , . Se b r s t s b a de ve r s i e s

p o s i b l e e s t u d i a r en c u l t i v o e l c o n t r o l d e l d e s a r r o l l o

coi i n é r g i c o por l a i n e r v a c i ó n r e t i v i o t e c t e l y por r.-tr,s pa r be

ver s i e s t a in te racc ión afec taba de alguna forma a ios

En;i ÍVÍCÍS col ii nérq j, eos .,

Para s i l o los «'alores medidos en los cosqi egados

re t ] n^-tectufii sa COÍ'¡P =sr a ¡i coii los res!.¡j lados que cabr ia

eü-pt=f ÍI¡- de IB pi oporc i ór) de c é l u l a s de cíds be j 1 do que

c'-• ÍM[-• o 11;i: 1* 1 e j co¿ ;ci 1" í?C!£'do ¡ ¡ ; S U I É Í I d o f?¡i c^i.ie¡i t ;?•. i.or¿ v 3 í •:.<¡ e s

í j u t e n i d o s c.ori io;¿ a o r s g s d ü = ; d e C S Í I J I S S d e r s b i n - 3 o beí:: CUÍÍ' p o r

s e p a i ¿¡do ,

i ir-b j .J>'5QÍ:<£ d e i n t a r s c c i í t i e s p í - 3 c í f i c a - . d e s d e -^ i p¡.• ¡ 1 í;o d e

v :¡ ; t í ."."o .i : I I Í ¡ " Ü J . C O ) y er¡ r ;ue?, fc¡ o ;s .!. s 0S:ÍTÍ¿! 1: 1 :'¡ v ¡ t ¡ o " cu •:•! rid-:> i í

ac. t, i v 1 d&d S Í Í2 i ÍT,¿< b .;.cs ^ s d i r i í j e n e l c;oso,\ s q a d o s u p e r e 5 i-5 q u e

podi ;i. :5 t í i p t ' ¡ " s ¡ " s s t e n i ¿indo GH c u s n í a I 3 C D ^ I I D S ¡ c io¡¡ d e l

coaci í e q a d o í p o r ü s i i t s j e d e p r o t e í n a a p o r t a d y p o r J. ? 1 e U n s y e l

t í ;c t'.¡í7!;; q i ¡e Í=Í~? d e d u c e d e i s p r o p o r c i ó r i n .i'.:. i 5 .1 er; q u e s a

;¡ r5:.c!9ii üiTibos t i p o s •:.:& \ u i •:-*.< e s ii i p r e p í u a r e i í o í g : s g s d o ; -

Dici :C C3SO iti-ipLica u n s':, 1 iei <.{ J. SITÍO e n q u e l a a c t i v i d a d d e l

s i s t s f l - . á e s s u p e r i o r a i a SI.MÍ;5 d e i a s s c h i v i d i d í i s d e ¡ o s



BS7

us i; a estudio se inició con Ja ob tenc ¡ ón de- ir;. ?= vsJorss rie

porcentajes de proteíns y DNA íhig.. 5 3 ) ,

Los valores obtenidos en loe coagregados se? comparan con

ios v a 1 o r e? 5 de DNA y pro teína que se mués t;r =IM sn La Fiq. l^» •/

qii.s -£(= cor responden con 01], ti vos eje? -líiE tírí r e i; i n¿? y tec t '

con si mis.-no lote d-r- embriones y cultivados

á ¡Sí?!:?i¡15¡'!

i. os ¡•&5!.|¡ tsdss

ejG¡- pi ese

ios

de I35 cé

o=i 5 LOO

pro te it 1.3

indica ¡.¡ne

de la F:i. g . 53 ÍIÍLÍ55 f:;'í¡ ¡ c J ar^írjei ¡ te una

tanto ds DNA COÍÍD de p r o t s i n a e¡i los

iús i -frente- 3 l os agisgadoE s i ;np ; e?= . Por- o t r a p3¡"tas

ori'S dí= .C'fJA y pro te i r is s?n los c o 3 ci regad os superan

£¡ ios/ que ss Gsps fs r ia en f u n c i ó n ds i s c o n t r i b u c i ó n

ÍL.r.ia= de r e t i n a y kectura por ssparadc, 3 lo largo del

do dís tiempo estudiado y que se mueEtrar; en ]« F i g , 54.

e lac ió : ; fnedído-/a5persdc< taivto para DiviA como ¡ ja r ; enzima.

!.ipeí, j o r s 1 en coagregados preüa.-aáúa co¡, Í.:,-, ¿>0% He

de ¡ ratina / -ÍOK de tsct'.wri. E.'¡ v's i;vt' =:L¡psrio, a i

51 ¡lécgi.ca r

-i--, .vfr.-ri t & 1 &s intEraccíonsE ret i no tec t a 'I C E tienen un

o f'.1 >::o sobre i-s .Tiadu; ación riel E i ~ t-íV.s ,
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230

¿fr 5.. í ,Se A c t i v i d a d AChE y LhAT t o t a ] sr< c u l t i v o s de

cc<aq regados r e í: i. r¡5 - hee tum ,

Por ú 11 i MÍO - en 1 & F i g . 55 se m u e s t r a n I =?s ac t i v i dsdes de

i o s e¡ ¡z i mas co i i n-:ér c¡ i co =• ob te i ' i i dos Eli i o s cosgrsqs.dos de

r e t i n a , y tec tun i p r e p a r a d o s da dos formas d i f ere¡ i t;es., En un

fcEo (pane l a : AChE- y pane l b: ChAT) con uns r a ; ó r i en l a

c a n t i d a d de p r o t e í f i s de 36 ? 9:J . 3?1 de r e t i n a f r e n t e 5 t s c t u i n y

en l o s dos p a n e l e s i n f e r i o r e s se mues t ra i a se t i / i dad ds e s t o s

dos snsiiTias cuando 3 a p r o p o r c i ó n de p ro t e i na e ra ¿i 1 ? 9 : tñ-3 5 í » E l

p =i 11 TIT i c 5 r e p r e s e n t a l a a c t i v i d a d AChE y s i p a n e l d l a

a c t i v i d a d ChAT.. E s t a s a c t i v i d a d e s medidas en c u l t i v o s de

cosgrEgsdoG se comparan con l o s v a l o r e s de a c t i v i d a d e s

e s p e r a d a s , 'í 'ambiéfi se comparan coi'i l o s c u l t i v o s de agregados

de ¡ a t i n a s o l a y tectufr . s o l o - o b t e n i d o s a p a r t i r de embr i ones

p r o c e d e n t e s d e l mis frío l o t e y puestc is en cu L i: i vo d& f •:< i Í?¡=<

SÍKIÜI] tánás CCMI l o s sg regados. . E¡ i t odos l o s craso» l o s c u l t i v o s

•5i":"ü s 111 Í: i" ó; *f i. c o 3 ( 1 a 2 c. é I u l a s d s i - G? t i n s y t- &c t u. n¡ P ose í a n i a

mi E;Í;=< edad , 7 d í a s di? i ¡"icubsc i ón ) .

LC¡E rE£¡j. 3 taríoif. q<.;e se irü.iestr.sn t r s t í n de p r o b í r si , j a s

i ¡VCEI acc IOVISB c e l u l a r e s en coagregscío =• de rebJn? y tsetuíí)

rtfec: í;an s i d e s a r r o l l o de l o s snz i i i i ss co .i i néi g i c:o:-¿.. 3e

c o n s i d e r a qi.ie e;; i s te i n t e r a c e j ó n e s p e c í f i c a . En e s t a f i g u r a Be

observa que en l o s dos cases p r e s e n t a d o s Ja a c t i v i d a d de ChAT

en i o s coaq reqsdos a?s n o t a b l e m e n t e ínayor de i a que c a b r í a

s £ p £- r £? i por i a 3 c o i! S: r i b u •:: i o 11 e s i 11 d i. v i d'.' -:s¡ i ;~ B d e l a s c a l L; l a s d e

r a t i n a y bec tum que comporten d i c h o coag¡ egado. Para ¡a AChE

IDF. ¡ G3üi. tsdc'5 son fuá.3 vai" i s b l e s ys que eii coag regados de

p r o p o r c i ó n <+! ? 9 : 5 3 , J. ( p a n e l c ) l o s v a l o r e s esperados y medidos



•on igsisles excepto en los puntos f ins ies de Ja curva en cioorlzt

Í3 in te racc ión parees resu l t a r "¡iscia h i va': .
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4.5.1.-Eb Desarrollo de formas moleculares de AChE: en cultivos

ds coagregados retina-tectum.

La distribución entre las distintas formas estructurales

de la AChE obtenidas en cultivos de agregación de células

disociadas de retina y tectum se comparan con las obtenidas en

rosgregadüE retine-tectum preparados ei mu itáneanente«con una

proporción de proteína .86:14 (retina:tectum).

Para el ana]isis se toman los agregados de el menos dos

frascos de retina, tectum y del coagregado rebi na~tacbum y ss

t?;; traen dos veces en una solucióri que contiene Tris HCI lOínM.

NaCl li-i) EDI A S. mf'¡ y col abo sódico VA . La mésela ds lo= dos

sobrenadantes se anal izó por los procedimientos habituales. En

la Fiqo 5ó se muestran ¡os perfiles de sedimentación de la

AChE d-s retina (panel superior izquierdo) tec bum (panel

derecho) y ret itta — tec burn (panel inferioí1) ? de embr iones ds S

días En cultivo. Se observa por análisis de las fracciones del

gradiente.. con el método de El Imán s la aparición de tres

pie o s - L a s c t i v i. d a d m a y o r i t a r i. a se e 11 c o n t r a b a e n e 1 p i c o d e

menor velocidad de sedimentación (formas 5 S H j ) . También se

observaba un pequeño pico de forma. Ai. e. cuya naturaleza

asimétrica se comprobó por acción de la colaqenasa y

agregación con C;?s'+.

Un análisis cuantitativo más preciso realizado por el

método radiométrico de los picos del gradiente, se muestra sn

la Figa 57 en la que se representan los porcentajes de AChE en

cada una de las formas en el coagregado en función de los días

en cultivo y se compara con los de los cultivos de retiría y

tectum por separado que se mostraba en la Fig.. Ĥ .. Se puede



observar que en cultivo 50 produce un aumento da propcrciín de

ALE entre los dos primeros días de. desarrollo para luego ir

decreciendo hasta valores casi inapreciables. Las formas Ge»*,.

siguen un patrón algo similar pero con un decrecimiento menor,

mientras que la forma G*. asciende de forma más o menos

contante. K!o se observan diferencias muy mar'cadas entre los

perfiles de los agregados individuales y de los coagregados.
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^ « 5 » S . E'igylación _gor _l_a_f une i$n_.v¿sye 1 _.pos t nata ]_ _temprana »_

L O E estudios de deprivación Ilumino E S permiten observar el

efecto de la función visual sobre el desarrollo de las

propiedades positriataies del sistema y especular sobre los

posibles mecanismos que? como consecuencia de dicha

experiencia funcional? contribuyen a la adaptación óptica del

i n d i v i d LIO al m u n do que 1 o r o dea.

Para. estudiar el efecto de la. deprivación se usaron

pollos incubados y nacidos en la oscuridad a los que Be les

corsé el parpado del ojo en el día del nacimiento y se les tapa

con un parche opaco antes de que abran los ojos.. En todos:- . los

an.i males utilizados B S les cosió el ojo derechos por lo que

consideramos que la rebina derecha es la deprivada y la retina

izquierda le. con tro] y, el tectum izquierdo el depravado (por

ser el contra lateral a la retina deprivada) y si tscbuiTi

derecno ei co111ro 1,

Los tejidos de al menos ó arrima les se homogeneizaron. en

un 3 solución que con teñí a. iris iOmMj WaCi. i !'•"!, EDTA Bmh y

colatú sódico 1 y't . Los BObreiiadsntss obtenidos después de dos

extracciones se iuntaron y se colocaron sobre uri gradiente de

sacarosa? para determinar la actividad de ACr¡E en cada una áe

sus formas moleculares, La actividad AChE en los picos del

gradiente en el homogenado inicial y en la mezcla de los dos

sobrenadantes, se cuantificaron por el método radiomébrico.

l.os resultados obtenidos se resumen en la Tabla IX. Hay que

añedir que estos resultados se compararon con los de pollos

normales para examinar el control.

En la mayor parte de los casos ]os valores que se
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obtienen son muy prójimos a 1 y únicamente se da una

disminución en la proporción de forma Art3f. en la rebina, por

efecto de la depravación. En el resto de ios resultados las

variaciones son del orden de +0,05, por lo tanto no

significativo s,



2 3 9

T A B L A I X

Q T i y i _ E EN_LA RETINA _Y EL_TECiyrj..Dg_PQLL.gS._PRiyADOS DE
VI3I0N™EÑ EL~OJO"DERECHO.

RET,INA BÜ/.R.I

EDAD ACTIVIDAD TOTAL PROTEINA ACTIVIDAD ESPECIFICA %
FORMA
POSTNATAL. < nmo les/uin) img) (fimo 1 es / min. mg )

EN DÍAS

1 1,SO 1,03 1,09
1 „ 00

2 1,00 1,09 O,92
1 ,00

0,97 i,09

1,00 1f02

1 , 06 1 , 06 J. , 00

ACTIVIDAD 701 A¡... PROTEINA ACTIVIDAD ESPECIFICA %

( mg ) í n.TiO les / m i n . mg )

O , 961 0 , 90 1 , 08

i , 0i5 0,91

O , 0¿t O , 99

10 0,92 0,97 0,95

20 0,92 1,01 0,91

o
0,93

J. 0
0,82

20
0 , ó ó

TECTUn

EDAD '
FORMA
P03TNATAL

EN DIAS

i
0, 9 J.

2
1 > 0 0

6
1 ,00

i. j u a

. 1 . 0,?.

ACTIVIDAD 7C

(nmoles/mi ni

0,93

0»93



Cociente de la actividad AChE total y específica del
porcentaje de -forma A,e y cantidad de proteína entre retinas y
tectfl deprivados frente a controles,
* valores tío significativos.



¿f-5.,3 . Adición de,_drcga§ £íülinérgi_cas §1

Por ultime. otra prueba que realizamos de manipulación

embrionaria consistió en la adición de drogas al embrión "in

ovo" (agonistas y antagonistas co1inérgicos, factores tróficos

y hormonales)- Se trataba de ver como actuaban estas

sustancias sobre los perfiles de sedimentación de la AChE.

Para ello se abre una ventana en el huevo aproximadamente

a las í¡-8 horas de iniciada la incubación para no perturbar al

embrión, y se cerraba hasta el día 82 de desarrollo

embrionario en que se volvía a abrir para introducir la droga

disuelta en solución salina estéril. Se hacía difundir la

solución por encima del embrión y se cerraba el huevo con un

papel especial para que continuara su desarrollo. En el día

102 se e;; traía el embrión del huevo para analizarlo de forma

tradicional. fíe hicieron controles que contenían la misma

cantidad de solución salina estéril que el huevo tratado? pero

sin droga. ¡..os resultados más patentes se obtuvieron cuantío

i ¡ ¡yec t; ab amos en el huevo a ti opina (antagonista colinergico

sobre oi receptor isuscartiiico) . Estos resultados se muestran

en la Tabla X .

Se puede observar por una parte una reducción de la

actividad AChE total al tratar los embriones con atropina en

relación a los controles. Esta disminución es mas drástica

cuando se utiliza atropina en concentración de 500 nfi que

cuando la concentración es 10 veces menor. Por otra parte se

observa que la reducción de AChE se da a expensas de las

formas globulares principalmente (en retina y tectum). El



porcentaje de forma A ) a aumenta mientras que el de 'formas de

baja velocidad de sedimenbaciúi'i disminuye» en la retina (en

ambos casos) y en el tecbum en presencia de atropina SOOnM-



;^:;^.:^

EFECTO__SÜBRE LA ..ACIJVIDAD AChE_DE_LA_ADI.CI.CN..DE_.AIRQPIWA_A
EMBRIONES DE POLLO-""

G

ACTIV
ACTIV 'ÁAChE

TOTAL
TOTAL TOTAL

*ÁAChE ACTIV y.AChE ACTIV '/.AChE

TOTAL TOTAL TOTAL TOTAL TOTAL

CONTROL 2193 100,0
1258 56,0

69 3, 1 S77 40

ATROPINA 1065
535 50,3
50 nM

ATROPINA 563
210 37,4
500 nM

¿+8,6

5,7

5,3

48 S,6

H-73

304 54

IEC1LJM

ACTIV
ACTIV ttAChE

TOTAL
TOTAL TOTAL

A » g (¿^

iAChE ACTIV KAChE ACTIV XAChE

TOTAL TOTAL TOTAL TOTAL TOTAL

CONTROL
99E 43.5

100 371 3, 1. iai8 53,4

ATROPINA
570 45,6
50 nM

ATROPINA 795
£86 3¿>, O
500 nM

549 51 4, 1

34 49 5,1

6£8 50,3

463 58,9

Actividad AChE total y distribución entre las distintas formas
moleculares de la AChE en embriones de pollo de 16 días, que
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habían sido tratados con o sin atropina) en las
concentraciones que se indican* en el día 85 del
desarro 1 lo.Los valores de actividad total se expresan como
nmoJes de acetato formados /min.mg proteína, y se expresan
como porcentajes de la actividad en el homogenado inicial.
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El Eistems visual retinotectal de] pollo es un modelo

úbil para el estudio d& la integración y desarrollo da dos

estructuras discretaíi IB I Fitina y el tectum óptico dentro de

<.<n sistema func ionsJ man te coordinado (34).

Durante la maduración embrionaria y postnata] de) sistema

visual del pollo aparecen un gran número de sisbemas de

neurotransmisión que se van "activando" progresivamente»

aportando así las bases bioquímicas para la operación de

circuí tos locales y de ÍB conexión retina —tec turn. Hemos creído

por ello, que se trata, de un sistema especialmente adecuado

psra analizar- el desarrollo de la AChE, incluyendo los

posibles efectos regulatorios de la conexión retinotectal y

del comienzo de la visión.

Por ser la AChE un enzima po1imorfico? es interesante

enfccai el problema hacia la aparición de las distintas formas

ir. oieculares del e n z i m a d u v • a n c e & 1 p B r i o do de des a r r o 1 lo

embrionario y p•::<5 fcna i;a 1 que Ê e estudia. E=tss fot'mas

rúoleailares se han caracterizado por' sus coeficientes de-

sed 3 me11 tac ion.

5,3. SITUACIÓN DEL SISTEHA VISUAL RE TINQIECTAL DEL POLLO

DURAN VE EL. PERIODO DE DE3AFÍRÜÍ. LO CONSIDERADO.

5.1 . 1 . üñBñLL9.kl9..-L[LJ..^Í.Y2...^

Como se indica'en IB Intioducción? durante el desarrollo

de un tejido se producen; a la par que cambios morfológicos,



un=> serie de cambios bioquímicos que nos pueden servir de

índice del estado de desarrollo del sistema. Los cambios

cuenti tativoE más rio bables que se observan afectan a la

cantidad de ácidos nucleicos, proteínas y lípidos (i). Por

el 3 o 5 como marcadores generales del estado de maduración)

heiT.oE analizado en primar lugar el perfil de desarrollo de las

cantidad de proteína y DNA total»

I. os resultados obtenidos (Fig. II) indican que durante el

periodo de tiempo considerado, desde día S2 de desarrollo

embrionario al IOS postnatal, se observan pequeñas variaciones

en 3 a cantidad total de DNA •> mientras que se da. una notable

rncd i Ticac ion de la cantidad de proteína en la retina y el

tecti.im óptico. Esto daría, idea de que durante este periodo de

estudio ha cesado la proliferación celular? ya que el UNA

prácticamente no aumentaj pero continua el proceso de

diferenciación' y maduración. El aumento progresivo de la

relación proteína/DNA concuerda con esta interpretac ion. lorio

ello concuerda con numerosos estudios í38,Sé,59,59) que

indican que entre los días AS y 1S2 del desarrollo embrionario

de3 pollo. una vez: concluida la proliferación celu]ar, se

ssbabiscen multitud de contactos sinápticos en Ja cetina y el

tectufrí óptico, estableciéndose algo más tarde? i a conexión

r et:i no tec tal propiamente dicha.

Durante el periodo de desarrollo cons.i der ado se puede

observar un aumento en la actividad global de los enzimas

colinérgicos (Figs. 12 y 13). Esta actividad en;:iir,ática se

expresa como actividad específica (por mg de proteína del

tejido) y como actividad total. Esto nos va a indicar si se da

una síntesis preferencia! del enzima que medidos frente al



resto da las proteínas del tejido (específica), o nos indicará

i.ma variación globs] de IB actividad total (la total )„

•I a actividad específica de AChE en la rebina del pollo

aumenta en el periodo de tiempo anterior a la eclosión del

huevo y alcanza un valor máximo de 380 nmoles acetato

f o r fnado /mi vi. mg de pro teína en el I*"1" día de desarrollo

postnatalj coincidiendo con el momento de la abertura de los

ojos por el pollo; posteriormente se da una disminución de la

actividad específica del ensima.

En el tectudij el perfil de actividad específica de la

AChE muestra un alto grado de paralelismo con la retina

durante el desarrollo embrionario. En este bejido se observa

también un pico de actividad en el día 12, pero el máximo se

alcanza en el día 62 del desarrollo postnatal en el que la

actividad específica (superior a la de la retina) es de Sló

nmoles acetato/mi n. mg. A partir del día £>£ la actividad se

red!.¡ce y en el pollo adulto (de 6 meses) es de 533. Esta

disminución en la AChE entre el 15 y el 6% mes de vida ha sido

también observada por Msrchi y col. en el ganglio c. iJiar y en

ganglios simpáticos del pollo (351>.

La actividad tota] en ambas estructuras muestra

1 ;J>q i r.ainev¡te un perfil general ascendente* con ei má.;: i mo en el

punto de edad correspondiente al pollo adulto, dada la

evolución de la cantidad de protema que se presenta en la

F i g . J 1 .

En general en los primeros días de desarrollo postnatal

ipuiitoá correspondientes al día 12 y S^ ) se observa la

aparición de I:picosi: en i a curva que se corresponden con la

abertura de los ojos del pollo y 13 recepción, por primeria
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vez H de ].a señal visual. Üaciseu;; (61 > y Sharma (í>B) señalan

que • este periodo genera notables cambios en las respuestas a

IB luz de las neuronas rebinianas. Nuestros cesultados

indicarían que la actividad especifica total de la AChE se ve

afectada notablemente por estos cambios. Por otra, parte* se da

una mayor diferencia entre tectum y retina con la edad?

apuntando a una incidencia potenciaimente mayor de la AChE en

la función neural en el tectum óptico. Esta ya había sido

descrito por otros autores en el tectum óptico (352) y frente

a otras regiones del sistema nervioso del pollo (353;I354J.

Estudios anteriores sobre la actividad AChE gJc-ba] en el

sistema nervioso-del poilo (incluyendo el sistema visual),

usando técnicas bioquímicas e histoquímicas, han intentado

establecer una correlación entre los cambios observados en la

AChE durante el desarrollo y otros sucesos ontogénicos como

por ejemplo, eí crecimiento de las neuritas? la

sinaptogénesis? ls maduración fisioeléctrica o el comienzo de

]B Fu nc ion (309,352,353,355).

I ...a actividad de AChE se .detecta por primera vez por

medios histoquímicos en la retina entre el día 45 y 52 de

desarrollo embr iona-- io • (356)» En el tectum aparece

anteriormente, entre el 22 y el 3«*1" día (357). En ambas

estructuras, el patrón-de reacción "adulto" no se alcanza

hasta el día 15?. a 172 de la vida embrionaria, cuando la mayor

parte de la actividad aparece asociada a Jas capas

p 1 e>; if ormes. La maduración bioeléctrica ocurre entre los días

172 y IBS embrionario, que es cuando se tiene, por vez

primera, capacidad de recibir señales luminosas (63,359). Los

perfiles de desarrollo de la AChE de la Fig, 12 siguen, más o



rítenos, la maduración y Diganisación funcional del be j ido

riEursl que hemos descrito.

Sin embargo» en el estado presente de; nuestros

conocimientosi no se puede establecer una relación rígida

entre la aparición de AChE y la si.naptogenésis y/o el comienzo

de la función, y& que muchos parámetros relacionados con la

neurotransmisión presentan cambios muy similares a lo largo de

Ese periodo critico*

\-\sy autores que asumen que la actividad glob=7¡l de AChE

puede ser un marcador ds sinapsis colinérgicss en algunos

si Eternas (309) . Esto no es sin embargo, aceptado por la

mayoría y se consideran que es ]a ChAT el marcador adecuado de

inervación co 1 i.nér gi co .. En el sistema visual de] poJlo se ha

visto, curiosamente, una buena correlación entre los perfiles

de desarrollo de la AChE total y el enzima responsable de la

síntesis de la aceti icol i naj la colina sesti itransferass

(ChA'l) (359). En nuestro sistema concreto podemos observai un

elevado grado de paralelismo entre las curvas de actividad

específica de AChE y ChAT (Fig. 13). E£n otros tejidos la

correlación es menor? como en la médula espinaJ del pollo?

donas Jos mayores niveles de AChE se alcanzan antes que los de

ChAT (360),, Esto concuerda con las observaciones de LsyEr , ei

cual supone que la aparición temprana de AChE tiene una

función no sináptica (y que puede actuar como marcador de la

diferenciación en el sistema visual) (203).

En cualquier caso está generalmente admitido hasta el

momento presente, que la ChAT es un marcador mejor para

reconocer los procesos sinápticos colinérgicos

<1 « J.E1 j 1.S2 j 36 1 j 362 > . El aumento en sinapsis colinergicas



durante el desarrollo de la cetina es un hecho describo banto

en pollo (73,363) como en otros vertebrados (36S,364).

5.1.2.

Las técnicas de cultive de tejidos neursles han recorrido

uii largo camino desde que Harrison en 1907? preparó por

primera vez células vivas de nervio en cultivo. Las técnicas

de cultivos han producido un gran impacto en muchas facetari de

3a investigación neuro lógica., incluyendo : desarrollo,

genética, inmunología y to ;•; ico 1 oq í a (365).

Existen tres tipos básicos de cultivos primarios: los

explantes, los cultivos en monocapa y los cultivos de

agregados celulares, Cada uno de ellos presenta, una serie de

ventajéis o desventajas según la aplicación a que se destinen.

El cultivo de agregados presenta muy favorable en estudios

sobre si desarrollo, en los que se requiere una interacción

tridimensional libre? ya que la interacción de algunos tipos

celulares es un suceso normal durante la embriogénesis (332)*

La .utilización de cultivos de agregados tiene la ventaja, de

que las células en la mayor parte de los tejidos en

desarrollo. muestran afinidades específicas por tipos

celulares concretos dentro del propio tejido.

En IOB estudios en cultivo es importante comprobar que

ios parámetros de uso corriente para las medidas de desarollo

y diferenciación neursl, imitan los principales sucesos que

ocurren durante la maduración del sistema !'in vivo". Esto

junto con un mantenimiento sencillo, una supervivencia grande

y accesibilidad en .la manipulación, son los requisi tOE de un

buen sistema de cultivos; requisitos que son cumplidos en
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medida por el sistema de reagreqados celulares.

Para, ver la actividad de los enzimas col inérgicos en

cultivos hemos realizado lo5 mismos pasos que se habían

realizado "in vivo". La cantidad de DNA y proteína medida a lo

largo de casi un mes de cultivo de las céluJeE aisladas <Fig.

1 4 y Tabla II) no 5 indicia que durante la primera semana se

produce maduración celular y posible formación de contactos

sinápticos. A partir del 8S día en cultivo este proceso cesa

en parte de la población celular como le- indica la curva de

DNA Ü que evidencia. muer be celular pero. Obra porción del

cultivo continua el proceso de diferenciación y maduración

como se observa por el cociente proteina/DNA (Tabla II).

La observación microscopía de los agregados de células de

E'+ días (Figs. 15 y 16) está en total consonancia con los

resultados obtenidos en los parámetros bioquímicos (Fig. 14 y

Tabla II). 3e puede observar que existe un periodo de tiempo

( í •* semana) en el que SE? produce diferenciación y

establecimiento de contactos sinápticos como indica el aumento

de; .la cantidad de proteína pero poEterJormentei a partir del

día 83 en cultivo? se reduce la maduración y adsmáa hay una

continua muerte celular (perfil del DNA decreciente).

La arquitectura celulsr de los agregados de retina y

tectum mimetiza bastante bien el aspecto del tejido 1: i n vivo"*

especialmente) en e.l caso de la retina. Presenta .las típicas

estructura en roseta que ya habían sido descritas por

Sheffield y Moscona (.366) y que recuerdan la organización de

ls 1 etiua "ir! vivo" (367,368). Las capas de esta estructura se

disponen, sin embargo? en sentido inverso a] tejido :'in vivo";

la luz del agregado equivaldría a la caps p igínen tar i.a.
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En los agregados de tecti'm se observa muerte celular de

manara más masiva que en ]os de retina» i o que no se puede

atribuir al difícil acceso a los nutrientes a las zonas más

internas del agregado ya que esto no ocurre en agregados de

retina del mismo tamaño. A pesar de esto, se observa en las

;onas corticales un estado de diferenciación avanzado que es

posiblemente, lo que hace que se expresen los enzimas

co 1 inérgicos, además? con actividad específica notablemente

creciente en la curva de AChE durante el periodo de desarrollo

en cultivo considerado íFig.' 17) y también de la actividad

ChAT en la retina íFiq. 1S) .. Be observe?, que la ChAT es más

sensible que la AChE a la desaferentación tectai como se ve en

la Fiq. 18 (panel inferior).

En cualquier caso tanto en los agregados de rebina como

de 'fcect'Jiii se observa una' estructuración histotípica en -forma

ce capas, lo que indica posiblemente el reagrupami.ento y

for¡í>ac:ión de contacbos sinópticos normales como había descrito

f-11 j i sswa en J-97'M i 368) = Esto implica. e] mantenimiento de

iTisirc adores de diferenciación en cultivos de agregados de

retina, descritos por Okada (j.993) durante tiempos de cultivo

más p< oionqados que en me-no capa í 369 j .

Las actividad específica de la AChE aumenta de -Por-Tia

deibscable durante las cuatro semanas en cultivo., tanto en

embriones de 7 como de 1O días <370). Esto ya había sido

descrito en agregados de células de mamífero (370), y también

la presencia de otros encimas relacionados con la

neM.ro transmi.sion como la tirosina h idrosi laxa (332). Además de

almacenamiento y liberación de varios neurofcransmi sor es como

aceti. lcolina, ácido -aminobut í r ico •. dopamina, norep inef r ina y
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ser o to r¡ i na < 3 H 5 ) -

Las actividades enzimáticas en agregados son generalmente

inferiores a Jas obtenidas "in vivo!l( corno se ha indicado en

ios Resultados). Esto es especialmente cierto en el caso del

•fcecbuffi en el que la actividad da ChAT es muy baja, sólo

aurr.enta en la 1S semana, lo que recuerda e"i comportamiento de

i.m tectum óptico privado de inervación rs t i ni ana (357 1; así

pues, el cultivo reproduce eí comportamiento del propio tsctum

durante el desarrollo "in vivo" <Fig. i¿-,). La dessf er entac ion

i ¡iherente a los agregados de tectum se traduce en una

disminución más dramática de la ChAT que de la AChE» lo cual

sLigiBi B que el primer enzima se correlaciona mejor con el

fenómeno . de reconocimiento celular que conduce al

establecimiento de contactos transitorios o permanentes entre

células, incluyendo la formación de sinapsis- Esto ocurre

también en agregados de cerebro de polio (353),

Se puede distinguir un periodo de tiempo de 7 días

(barita. el día. 14 2 embr ionaric<, si hacemos la corrección en

vejación a la edad del embrión) en que existe una.

organogénesis tectal en cultivo aparentemente autónoma, con un

ligero- aumento en .la actividad de ChftT en tectum. Esto que

concuerda con las observaciones de Cowan \Q) sobre la

existencia de un periodo de 12 a 14 di as de desarrollo

embrionario "in vivo'1 antes de que se detecten los efectos de

supresión precoz de la copa óptica.. Después.de este periodo

crítico? la ausencia de interacción reti notectal causa la

degeneración masiva del tectum no inervado. La retina en

cambio, presenta un mayor grado de independencia en cuanto a

su capacidad de desarrollarse en . cultivo en ausencia de
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el eméritos tectales. Por otra parte se observa una relación más

estrecha entre Jos perfiles "in vivo" e :!in vi tro:l cuando se

utilizad embriones más jóvenes (de 7 días frente a 10) f en la

preparación de los agregados (332).

En ls. proporción de AChE verdadera se observa un elevado

grado de analogía en cultivos en relación a los porcentajes

que se obtienen "in vivo" (Fig. 19). Esto es cierto en el

te-c tum y en Is retina. La proporción de co 1 inesterasa

verdadera (AChE) es bastante elevada en el sistema visual de

las aves como se observa en la figura.

Los resultados obtenidos en cultivos de agregados

confirman la valides de este modelo como herramienta para el

estudio de las relaciones existentes entre los acónbecimientos

bioquímicos y morfológicos, durante la maduración de] sistema

nervioso.
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5.E ESTUDIOS SOBRE LA SOLUBILI2AC10N ' IH VIVO7 DE LAS FORMAS

MOLECULARES DE AChE EN RETINA Y TECfUM.

Como ya se ha e;:pl icadoj es d/fieij reí BCÍ onar la

variación de la actividad global de la AChE con el desarrollo

y puesta en marcha de las sinapsis colinérqicas, a pesar de

que al principal papel 'descrito para la AChE es- la hidrólisis

de ]g ACh í 3.28 ,193.) en dichas sinapsis. Come se ha comentado

en la Introducción,, la presencia de AChE en tipos celulares

como 102 eritrocitos etc. (S75) y además la descripción de una

actividad peptidase psra Ja AChE' Í317j33.8) hacen pensar que la

hidrólisis de ACh? nc sea el único papel a asignar al enzima.

Si bien es verdad, que en • riuestro sistema de estudio existe

nns cierta con-elsción entre Ja actividad AChE global y la

madurar: ion sinépbics, el conocimiento de 3a diversidad- de

formas de la AChE describo por el grupo de Massoulié (228?230)

e n e 1 ó r q <x n o e "i é c í r :i c. o d e a n g u i 1 a y a p 3 i c a b .1 e a t o das las

especies de vertebrados y también ai pollo (27^*3Sí y352> , nos

hizo pensar en la necesidad de establecer una correi Bción más

esbrecha entre el po 1 i mor f i SÍT»O de la AChE y el desarrollo del

sistema retinotectal,

5.2. 1. Eorínfls_aB¿mátric5|_en_laj2etina_^_eJ_itecbu(Tt__del_gollc:;1

•En músculo de pollo se habían descrito ¿t formas

principales de AChE de coeficientes de sedimentación

aproximados de 19j,5S; 11,53; 7,3.5 y 5 ¡.43 (es decir A>es. G<. , G e

V G,) .
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t-'or otra parte estadios realizados por numerosos grupos

3 ¡;r ibuyen a la Forma A-J.EE un papel sinápfcico. teniendo en

cuenta su regulación por la llegada del nervio a la membrana

pos tsinápt ica (56^iEQh) y su clara relación con la

sinep togenés i.s sn el órgano eléctrico de peces. Todos estos

ciatos estaban sin embargo en posible contradicción con la

aparente ausencia de formas asimétricas en el sistema nervioso

de vertebrados superiores <£50,253j355)„ Esto hizo que antes

de estudiar el desarrollo de las distintas formas moiecülsr'es

de i a AChE? intentáramos demostrar ÍB presencia de formas

asimétricas del enzima en el SNC.,

I...DS resultados fueron satisfactorios (Fisq., £0 y £3 ) ya

que ericonti'amoB que la -adición de ED'T'A a un medio con fue* za

Jónica alta producia por primara vez, la soiubi 1 izaaión de

formas Aia. El coeficiente de sedimentación de la forma

obtenida coincidía con el descrito para la forma Ar^ del

músculo del polio (£79,322) por lo grupos de Vj.qny y Rotundo

•;E79,322) , que era alrededor de EOS <Fig.. 23 y SA y Tabla IV).

El tratamiento con colagenssa (Fig. 2E> demostró )a existencia

en es ha estructura de una cola semejante si colágeno, como

había sido descrita para la forma Ais. en otros tejidos como

ganglios y músculo (242,250,253,2S0?3S5) y en todos los grupos

de ver tebrados estudi ados v 240 ? 247,279) -

Se puede ver que, en la retiría y el tac bum del' polio, la.

presencia de íEOTA, en el medio de homogenizac ion, parece ser.

e] único requerimiento absoluto para la liberación de las

formas con estructura de cola (además de la alta concentración

de sal). La A,.e da pollo agrega en ausencia de sai, lo que es

una característica típica de las formas A (255). La presencia
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de detergente (además de EOTA > aumenta muy poco el rendimiento

en formas sEimétr icas, siendo su efecto probablemente

i ndirecto.

La liberación de la Ais de la membrana cuando se añadía

un agente quelante come*' el EDTA (o también el E G T A ) , hacía

pensír en la posibilidad de que o bien existía una protessa

actíva.ble por Ea s * que producía la. hidrólisis de ]a forma Arr¿.

cuando no se eliminaba el calcio del medio, o bien que este

idn (u otro divalente) estaba implicado en el anclaje del

enzima a la membrana. En contra de la primera posibilidad está

el hecho de que el enzima «olubi1 izado con EDTA puede ser

agregado por C a e " y recuperado cuantitativamente en solución,

bloqueando el C a e * añadido con EDTA <Fig.25>. El mecanismo de

anclaje via CaE'f ha de explicar dos hechos experimentales;

3.2. Los cationes divalentes (el Ca'-H" es mejor candidato

que el lv¡ga"*-, ya que actúa en concentraciones -fisiológicas),

producen agregación de las formas Ate. del enzima, pero se

vuelven menos eficientes conforme avanza el procese de

p! i r i f i c ac i 6 n (Tabla 1V > , sie ¡"ido mu y p o c o siq r E?g s t i. v o s c o n el

pico EOS aislado.,

S2« La presencia de detei gente en el medio parece impedir

)3 agregación. Esto es más patente con el detergente no iónico

Tritón X--100 que con eí detergente iónico colato sódico (Fig.

S5 i ..

I a explicación que concibiría estos dos hechos sería, la

existencia de una molécula unida a la cola por interacciones

hidi o Fóbi cas que forma ade;nás5 un puente de Cas"h con la

oiefiíb rana o matriz extracelular a la que se fija ia cola del

enzima. A este respecto, hay que recordar que la forma Ai E
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después del tratamiento con coláqenssa no agrega por acción

de] calcio.

La acción del Css" en relación a la AChE ha sido

discutida por varios autores. Por una parte se hs visto que el

Ca3"1" parece regular la actividad catalítica de la AChE

(277,371).. Por otra parte se ha visto la implicación del Ca a*

e:\~t el mecanismo de asociación de la AChE a las membranas

co ] i. nérq icas , tanto en órgano eléctrico (Dudai y Si Imán,

H3 3 ,240) ccíTto en el SNC de mamíferos (Hollünger y Nikleson y

Chan y coi, 372,373)., Sin embargo? en el órgano eléctrico el

EDI A IIO es un requer i me i ni; o absoluto para la soiubi 1 ización de

'las formas A de !l a AChE! e incluso lo 5 cationes di val entes son

'capaces de la solubilisaciúu de f o riñas asimétricas deJ. enzima

(£45,271), mientras que en ia tetina una concentración de fíq31'1"

HOír>!vi bloquea completamente la liberación de Ja forma Aa,/=i-

ÍEEÍÍS contradicción se resuelve por la existencia de dos tipos

diferentes de formas 32i.-netri.ca5 (como se ha indicado en los

Res-, 11 13 do s ) de las que se habüai á más adelante) .

Hemos visto también por nuestros eí-'per i rentos, que la

forma A,.s no eütraídg con EDTA va degradándose progresivamente

Habla VI) y no C?E posible extraerla pasado un tiempo crítico,

ni con EDTA. Este hecho, junto con otros experimentos

re^i izados en el laboratorio» parecen indicar la existencia de

tina proteasa estructura] que opera solamente sobre formas

a s i mé trie as i. rovo v i 1 i z ad a 5 .

Respecto de la hipotética molécula unida a la. cola que

participa en el enlace puente de Ca*31"**; podría tratarse de un

elemento estructural de la membrana o de la matriz

ex tricelular . L.a asociación de la AChE con lípidos y
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fo=foJ ípidcs ha sido descrita por varios autores

(233.37'+, 375). También ha sitio descrita la unión de las formas

asimétricas a componentes de la matriz extraceluJer (376) como

la fibronectina (377) y proteoglicanos derivados del heparan

sulfato (289,£90,37S>.

ón .̂§ .f k'LGiss i _ _ [ ? v i .

§5.üy?IÉtÍE£_d§I_B2 i. i. 5 ̂V:_€Ü._°.^.C§§M§sgec i.e=_de._ver tebr ados ._

Nuestros estudios en busca de una solución de extracción

que me.íorase el rendimiento en formas asimétricas) y el

posterior descrubr imiento del efecto del EDTA) nos llevaron a.

analizar otros tejidos sn los que se había describo con

anterioridad la en. i s fcenc i a da formas asimétricas estraib.less

simplemente, con alba concentración de sal.

El análisis secuencia! del músculo esquelético del pollo

nos confirmó la existencia de S clases de formas asimétricas

de AChE: la clase A1? que son las formas asimétricas que sólo

necesitar; de alta concents ación de sal para su. solubilización

y que confirmaban los estudios realizados por otros grupos C.OM

anterioridad (22 8, H30- .'23 3. y S3S) y Jas formar; A 1 1 que

requerían la presencia de EDTA para su extracción <F:i.g. 27, y

BB y Tabla VIII ) 5 y que ers-a las que habíamos encontrado en la

retina y el tectum deJ pollo (Tabla VIII). Esto explicaba el

hecho indicado por Si Imán y col. de un mayor rendimiento en

formas A en el músculo cuando añadían EGTA <378>.

La. descripción de este tipo de anclaje y las

i n terrelac iones e>: i s ten tes entre las dos formas A 1: y A 1 1, son

uno de los objetivos que se nos plantean a corto plazo.

La aplicación del medio de extracción con EDTA a la

AUTÓNOMA DE
MADRID
BIBLIOTECA

Í» i « w r i A c
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se ] ub i i i zac ion de las foi fíias A en retina y mesencéfalo de 7

especies de vertebrados distintos del pollo (Fig. Sé y Tablas

VII y VIII) supone la generalización de nuestros hallazgos en

la retina y el tectum del pollo. El EDTA y la alta sal, sin

necesidad de detergente» son capaces de solubilizar las forma»

A del SNC. De todas las especies de vertebrados analizados,

pudimos observar que el medio de extracción utilizado era, en

general, más eficiente en las especies de vertebrados

inferiores. £n mamíferos los porcentajes obtenidos eran muy

bajos (Tabla VII). Este hecho había sido comentado por varios

investigadores (551,257,258,259,280), Para ver si esto refleja

Ja situación "in si tu" se reciñeren experimentes de

so I y b i 1 i z se i ó n m á a corrtp 1 e to s .

La extrapolación de los estudios sobre 3as= dos ciases de

formas A (encontradas en el músculo de pollo) al estudio de la

AChE en SNC de vertebrados (Tabla VIII), indicó la presencia

de? los. dos tipos de formas A, en los casos que se muestran.

Habría que destacar que en el pollo la relación AI:/A11 es muy

baja, del 0*095 en la rebina y 0,09 en el tectum. En el

cerebelo no se detectó forma A1. Esto explica que el

rendimiento en formas A sea prácticamente nulo cuando se

realiza la extracción sin EDTA. En el resto de las especies?

se observa que en el SNC presentan una proporción bastante más

elevada de formas de la clase I. Esto ocurre también en el

órgano eléctrico de pez torpedo donde la relación A1/A'í: es de

£,3 < 379).

El interés en la obtención de formas A (y que nos hizo

detenernos en esta etapa antes de avanzar en los estudios

sobre al desarrollo) era ver si estas formas del enzima
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permitían establecer uns relación más directa entre actividad

enzima tica y la Función sinaptica. Aunque los datos que se

poseen en la actualidad no son suficientes para establecer

esta relación, el descubrimiento de Xas dos clases de formas A

a pesar de complicar el polimorfismo de ]a AChE, puede indicar

que si no toda la fi-jB, al manos una de las dos clases podría

tener un papel fisiológico más destacado en 1 => hidrólisis de

]a ACh en las sinapsis co1 inérgicas. Resultados que no se

muestran en este trabaje ( 350 ? 379 ) , demuestran ]a d i f ic<;! tad

de asignar un papel o Idealización específica a cualquiera de

estas dos clases de enzimas asimétricos. Aunque ios estudios

de denervacion demuestran claramente su regulación diferente.

En esta tesis 'Jo importante es sin embargo, el

establecer la existencia de ACnE asimétrica en retina y tectum

de pollo hecho que había sido negado en pubI i cae iones previas.

Con estos datos podemos pasar a estudiar las formas

a t; i ¡r,é 11 leas? dentro de Ja distribución genera] de "formas de

AChE-i durante el desai i o .1. j o de la retina y ei fcectura del

p o 1 J o .,

5 . 8 , 3 . F o j _ g § § _ _ , _ g _ ; ] ..g..R.9 lip..̂ .

Aunque los estudios de so .1. ub i 1 i zac i. ón de las formas de

AChE en retina? tectum.y músculo esquelético de pollos de 10'

ciiaB (Fig. 50—28 y Tablas III a VIII) iban especialmente

dirigidos al estudio de las formas asimétricas, de todos estos

experimentos podemos obtener información sobre Jas formas

giobulsi S5j que como hemos comentado, no podemos pasar por

alto sobre todo en relación al comportamiento en presencia de

detergente» pues no hay que restar importancia a estas formas
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menos complejas que a las estructuras con cola.

Las formas globulares se consideraron en los primeros

estudios realizados en anguila ( 2^0 ? 2¿* 2 , 2^3 i ) como posibles

intermediarios de síntesis o degradación de las formas A (más

complejas). Aunque esto pueda ser cierto, en estudios

pioneros realizados también en el órgano eiéc tri.ccn pero en

e?s=te caso de per. torpedoH se observó por una parte que la

ptopoición de formas globulares &v& superior g la encontrada

en anguild (550, SS i . 25¿t) y- además la presencia de formas

h j drofóbicas (posiblemente unidas a membr ana .» F s g „ 9 >

(£0E,I-:6H-,269, £72 ? 331. ) , hacia pensar en un papel. fisiológico

concreto para estas foimas. Estos descubrimientos y la

observación en vertebrados superior es y en el. hombre de 3.s

existencia de dos poblaciones de formas G íuna c:le ellas que

requiere detergente para su extracción) hacen? que en la

última década los estudios de investigación sobre Is AChE

tengan muy presentes dichas formas ( £61 -. 2.6H , 274 * £36 , 305 ) „

De una fot-ma resumida). ios estudies sobre le.

sr-lubi iizacióri de la AChE en pollos de 10 días indican por una

parte, que las diferencias en los porcentajes de

soJubJ lázación del enzi,i¡a con y sin detergen te i (del 33 ai 9SK

Isble III)9 se deben a que el detergente extrae un número

áupsf iov de formas globulaies. probablemente hidrofóbicas.

lambiéri se observa una distribución de proporciones distinta

a] usar colafco. frente a Tritón X-lOOj y tamnjén cuando se

añarie EDTA. Estas últimas variaciones son de pequeña cuantía y

las causas no estén aún bien determinadas.

En conclusión, el detergente solubiliza una subclase de

ferinas globulares a jas que hemos llamado S n (que requieren



detergente para su solubilización). Estas termas se

corresponden con las solubles en detergente (DS o Su. >

descritas en la literatura í 2¿+4 , £ól , 286 , 305 > . Esto nos ha

sugerido un análisis de dichas formas por separado durante el

desarrollo, con medios de extracción 'diferenciales para

distinguirlas de las formas G53, solubles en baja concentración

de sal (LES o S,. en la literatura) y que hemos visto que en la

retina del pollo constituían alredor de un £0 a un Só'A ( toda

la AChE que extraíamos sin detergente a excepción de las

formas A). La extracción de formas Gs se ve incrementada de

alguna forma por acción de EDTA (Tabla 111 ) j aunque estas

formas no agregan con üa12"1" ni Mg2"1", por lo que ello se debe

probablemente a un efecto indirecto al minimizar el

atrapamiento por las membranas*

Finalmente nuestros resultados indican qu.e en presencia

de Tritón X-iOO, las formas globulares (es de esperar qu.e sólo

una subíase de eJ.l.ss pero que es la mayoriraría) exhiben un

coeficiente de sedimentación de alrededor de uns unidad 5

menor de lo que se obtiene sin detergente o con coi ato (Figs,

£3 y 24 y Tabla IV). Srsssi y col. Í&&1) han observado que el

enzima sülubi 1 izado de núcleo caudado de bovino presentaba

este mismo efecto. La di feí eucia observada pudiera explicarse

coarto una interacción del enzima con el detergente y este

complejo detergente-enzima puede mostrar- vas densidad menor,

que se corresponde con un volumen específico parciai mayor que

e] del enrrima sin detergente, por la baja densidad ríe estos

<a?4,381).

Se ha analizado también la eficiencia del coleto en 1A

so 3 ub i i i zac ion de las formas (B - Nuestros resultados iridj.cari
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que- la e;: trace ion de forifi-33 G no requiere EOTA y si detergente

para su solub]ización total; la acción de] EDTA resulta

"beneficiosa" para (mantener esas formas en solución por1 algún

.mecanismo indirecto.



5-3. DESARROLLO "IN VIVO' DE LAS FORMAS MOLECULARES DE

AChE EN EL SISTEMA RETÍNOTECTAL.

El estudio pormenorizado de las ferinas asimétricas y

g.lobu 1 jres de la AChE (en sus diferentes; tipos) en el sistema

retine'bec tal en á&s~>rroiÍG lo abordarnos apiieando los

resi.il tados que los estudios sobre la solubilización v¡os habían

aportado.

5., 3 - 1 . Desarro l_lc¡_de f ormas asi.métr i_ces_i_en_i_jl 3._.__r5 t ioa_¿_el

a rae i6 n c o nl. o sresul badosob t e n i d o s e n

La extracción • de formas moleculares de AChE a lo largo

del desarrollo de la retina y el tectum con la solución de

extracción clásica sin EDTA (perfiles de sedimentación de las

Fig. 29 y 30), nos indicó que (como hablamos observado en

nuestros estudios de =,o luta i 1 i zac ion en general en PÜ'Í.ÍD de 10

dia=j j en estos tejidos rio existían prácticamente formas

RH.Miebri.cnB de la ciase I, es decir sin EDT'A no se ex traían

Círr.fc.i dades aprec i ab le-s de formas asimétricas en el periodo de

desai rollo del sistema visual rstinotecbal estudiado-

Al introducir el nuevo medio de sojiífai ] i zsción (con

EOTAjf que1 ees. capaz de solubilizar formas de la clase II,

pudimos obtener formas asimétricas (en SNC de poJlo sólo A i a ) .

Por los resultados mostrados en las figuras £9 y 30 estas

formas Ais pertenecen realmente a la clase II.

L*s foriiifiE A lJa que se muestran en lo» perfiles de

desarrollo, tenían un coeficiente de sed idientac i ón de

sil ededor de 203, lo cual coincidía cc-n los resultados
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obtenidos previamente en otros tejidos de pollo» tanto en

sistema nervioso periférico como en músculo

tí=SS, 309,322,3£ü3r. 3S2) . Estas formas de clase II también

manifiestan agregabi 1idad s baja concentración de sal y

sensibilidad a la colagenasa al igual que en otros tejidos

OSE,382) .

Un hecho destacable en los perfiles de desarrollo que se

muestranj es que la proporción relativa de forma A)(-. es

distinta en la retina y el tectum (Fia- 31). Asi, mientras que

antes del nacimiento la forma AiE representa del 2 al 3>i de la

actividad total de JS AChE! y el porcentaje postnatal alcanza

valores de hasta un 10*/. a los 6 meses, en el tec tum disminuye

hasta prác t icaniente dasaparecer en el pollo adulto. Este hecho

se refleja también en Jas actividades total y específica de la

forma Ais; <Figs. ' 38 y 33 paneles superiores) aunque en

d i s t i n t a in ed ida.

Es importante resaltar que a pesar de que existe una

mayor actividad global en el tectum (Fig. .15), la actividad de

] ¿¡ Aia en la retina supera a la del tec tum tras el

es tsb ] ec i miento ds la función visual, a excepción del pr i ííier

d-¡ a posbeciosióii en el, qus se mueatran notables cambios en la

actividad del tectum (de los que ya hemos tratado), y que

podrían deberse a la apertura de los ojos del pe i lo. Estos

resultados obtenidos con las formas asimétricas de la AChE

Engieren que si la forma Aie estuviera específicamente

asociada con la membrana postsináptica, el establecimiento de

relaciones directas entre los niveles totales de AChE, y la

maduración de la nsurotransmisión colinérgica conduciría a

graves errores de apreciación (326).
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La deseparición progresiva de Jas formas A durante el

desarrollo ha sido ya descrita en el caso de músculos de tono

lento en ei pollo por Lyles y Barnard (38,3). Estos modelos no

excluyen ei posible (aunque no necesariamente exclusivo) papel

postulado por distintos autores para Jas forjas asimétricas

como formas sinápticas (£55?297j898) ya que i a estructura

molecular y el mecanismo funcional de las sinapsis

colinérgicas puede variar según el tejido» Asi, las diferentes

sinapssis pueden requerir distintas poblaciones de moléci.slas de

AChE para su funcionalidad y este ajuste puede ocurrir tras el

crecimiento, cuando Ja función ha sido establecida.

El perfil de desarrollo de la. retina» quizá por ser un

tejido algo menos evolucionado y que se izonBei'v-s con pequeñas

modificaciones a lo largo del desarrollo filogenético,

adquiere un patrón más "clásico" incrementándose • coii la edad

la cantidad de forma Are?. como ocurre er. otros be j idos del

sistema nervioso periférico y músculo de pollo í£55,257?£80) y

en otros vertebrados <J30,£55,297,£98,308).

!4o podemos ni es el objetivo de1 este braba jo.. estabiacer

uu papel sináptico claro con estos datos para 'ls forma A 1 E, ya.

que se precisa evidencia directa. La comparación de los

perfilas de Ais en retina y tectuni con ios de Ja ChAT (Fig.

3 3)-. indicáis que especialmente en este último caso no se

observa un paralelismo claro entre las dos actividades

ens i.Tiát i cas que pudiera apoyar la hipótesis inicial. Poi lo

tanto a la vista de ios perfiles de desarrollo de A,a de

retina y tacbum de pollo no se puede afirmar que esta forma

molecular de la AChE sea <a.l menos en sol i cario) la

responsable de la actividad sináptica de este enzima, Se
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necesitan estudios bioquímicos y electroFisioLógicos que nos

permitan aportar roas datos. También con esta idea se

realizaron estudios de regulación de la interacción celular y

de modificación de la función visual que se discutirán más

adelante.•

5.3-1. i. Estudio de las formas asimétrica?; durante el

desarrollo del músculo esquelético.

El estudio del músculo en desarrolle-, en el que hemos

encontrado las dos clases de formas A podía aportar tal vez?

más información sobre los puntos anteriormente comentados? ya

que el análisis comparativo de las dos clases de formas A no

puede realizarse en el sistema retinotectal, que prácticamente

contiene solo enzima asimétrico de tapo II. Nuestros

resultados iniciales indican que mientras en ]s retina y el

tectum ds pollos de 10 días el cociente A1/A11- es menor de 0,1

(Tabla VIII); e?n el músculo esquelético de pollo de la misma

edad la razón entre las dos formas era próxima a 1 (Fig, 5S) .

Por lo tanto en este tejido se podía llevar a cabo el estudio

comparativo del desarrollo de ambas clases de formas A.

Tanto en el desarro]lio del músculo ÍFigs. 4 1,^5) como en

sistema retinotectal podemos observar que la aparición de las

formas moleculares de la AChE no es simultánea» siendo las

globulares mes precoces? lo cual i ni cari a una regulación del

ensamblaje de AChE por el desarrollo del sistema como habían

apuntado Rotundo y Fámbrough (3SS) en trabajos realizados

también en el músculo de la pata del pollo.

En el músculo <Fig. 43) observamos un aumento muy marcado

de formas asimétricas tras el nacimiento. Esto indicaría que
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se requiere la síntesis de formas asimétricas; como respuesta a

la nueva situación, tras la eclosión, del pollo. Como E S ha

indicado en la Introducción, e;:iste una re3 ación entre la

proporción de 'formas asimétricas y la llegada del nervio al

músculo <255,295,296,397,334). Desde esta perspectiva, los

resultados obtenidos serían el reflejo de 15 regulación y

acopiamiento de esba serie de sucesos y la síntesis de enzima-

Todos estos datos están en concordancia con numerosas

j 11 ve stigaci.o nes ..

Los resultados principales que aporta este trabajo se

reí'i eren a las dos clases de formas A como se muestra en las

Fig. ni y 4S. En el másenlo las formas asimétricas están

representadas sólo por formas Ay>i. s».

La mayor complejidad de las relaciones que el enzima de

la clase II establece con la membrana, haría suponer que se

trababa de una forma más evolucionada y por lo tanto

esperaríamos su aparición con posterioridad a la de las formas

A 1. Nuestros resultados muestran que esto ocurre asi y que el

ca.-íibio de proporciones más dramático ocurre entre el periodo

efíibi ionario y postnatal <Fig. 40) , En el primer punto de

desarrollo considerado? embriones de 8 días- las formas A1;

representan un 51/, de la actividad AChE frente al E'Á

representado por la formas A 1*. Tras el nacimiento la

proporción de A * 1: aumenta

El hecho de que tras el nacimiento se produzca un aumento

de las formas de clase i I podría indicar una función

= =ipecific=> para estas formas relacionada con el incremento

brusco de la actividad muscular- que sigue a la eclosión. En

todo caso, estos perfiles de desarrollo no nos permiten por el
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momento asignar ti na misión especifica a una ¡i otras de las dos

clases de formas asWüéti icss. Sin embargo- es i aportan te

constatar que dichos perfiles vierten a confirmar claramente .La

individualidad de ambas clases de enzima, dando una mayor

significación biológica a lo que ha comenzado siendo una

síjiípls deficiencia en mecanismo de anclaje?.

5 „ 3, 2 •• Desarro 11 o _ de_f <5L?üí!M <3¿oby .lares en }_s re-t ijia ... _.y _ _ e]_

tec tym_.de l.._£JO I_ lo _.'_;. j_n_v i vo'j_¿.

En nuestro sistema de estudio (Tabla II í ) j así como en

general en SNC de aves y mamíferos (242 , S47 , £51 •. 279 ., 309 ) , las

formas globulares son las rr.sy'oi i tar ias.. En otros tejidos como

eribi C'Citos son incluso Jas únicas (575), Además en ía

actualidad su. estudio ha cobrado gran relevancia pues se les

atribuyen (eapscialmente 3 la form? G-, í papeles que

tr sel ¿. c i. o na 3, mente se identificaban exclusivamente con las

íoftTias A,, La probada unión a üieiribranss de las formas (3

íE5O5f2a0) y su posible local i sac ion 5ináptie;< en aigunos

csst.Si hacen que resulte obligado LÍ¡\ estudio detallado de

estas formas dentro del objetivo general de'J trabajo.

Los altos niveles de actividad AChE que se sícar.ísr, en el

bectij.Ti frente a la rebina íl-ig. 15) < tanto por nig de p»ro teína

como por pollo? se dehsn como se deduce de ia Fig. 31 a la

distinta proporción de forma (3- que tienen ambos tejidos; del

ordsii de 5 veces mas de actividad total en el fcectum que en la

retina ísi nos f"i jan'OE en Is distinta, escala de ]a F i g.. 33).

Este aumento proporcional ds* ferinas CS*,. freiite a GE-, ,, se- ha

observado en músculo estriado y e n varias áreas del cerebro de

rata (365,386).
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Las actividades específicas de las formas ds menor

velocidad de sedimentación (Ge y Gi, ) son. sin embarpo,

comparables en la retios y el tectum (Fig.- 32). Además* la

actividad específica de estas formas permanece prácticamente

constante a lo largo del periodo de tiempo considerado. Este

hecho había sido oüservsdo por Marchsnd y col, (355) y son

sustancial mente semejantes a. los resultados de Rieger y Vigny

en cerebro de rata. También concuerda con el hecho propuesto

por algunos autores de que G,, y Gs son precursoras de G*,.

í2¿)9>; la ca'ntidsd de formas globulares de menor tamaño ss

mantendría constan be porque irían ensamblándose a G,.v en

proporción o velocidad semejante a la de su propia síntesis.

5.3.S.1, Desarrollo de formas globulares solubles en

detergente.

Los estudios de aoiubi iizacicn realizados en pollos de 10

días mostraban c3&vemente la existencia de formas (globulares)

de ia AChE que requerían debei-qente para su extracción (Tabla

11 í ) . Adcjinás observamos que estas formas interaccionaban con

el. Tritón X-J.00 ya que en presencia. de dicho detergente el

coeficiente de sedimentación se reducía a una unidad, fenómeno

ya descrito en la literatura para estas formas i Bé 1 ?£7A -, 3Q3. > .

El estudio de las formas G hidrofóbicas se está abordando

en la actualidad con bastante interés por numerosos grupos de

investigación que trabajan con la AChE ( 128 , 27¿t < E75 , S77 , 278 ) .

Hay que destacar que ei término de formas solubles en

detergente ÍGn) que hemos empleado en el presente trabajo se

adapta mejor a nuestros 1 esultados ys que &1. criterio de

hidrofobicidad varia según los autores. En otros casos se
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habla de formas unidas a membrana (331), pero estos términos

deben de manejarse con precaución cuando se trabaja con el

enzima purificado y-a que i a AChE tiene afinidad por molécuiss

que pueden proporcionar ls í ¡ idrofob ic idad ,. Estas moléculas

pueden constituir par be de la estructura de la membrana en la

que el enzima se encuentra anclado (381)., En cualquier caso se

ha probado la exisier.cia de dichas formas hidrofóbicas en

preparaciones del enzima con bastante' grade- de pureza

La reproducibilidad de nuestros resultados por dishintos

métodos de extracción sugeriría que las diferencias de

solubilidad mostradas por los dos tipos de estructuras (formas

G 3 o solubles en baja concentración de sal y Forjas B° que

requieren detergente para su extracción) se deben a su

estructura intrínseca. Núeste o método de ensayo secuencia!

coincido con los métodos idóneos descritos en la libera tura

p s r a la e ;•; t r s c c i 6 n de estas f' o 1" ¿ñas ( 39 i ) ,.

Nuestro es ti.¡dio trata de ver la distribución comparativa

de ios dos tipo= de formas B íque difieren en CÜSIK-C' a

r eqi.'Ei iosiento de de l,erc;eri be; en ls retina y ei bec tu.!?', óptico a

} o iarqo del d^serrol lo embrionario y posínatal íhssls el dís

20 > del pollo (Fiq,. 34-39 )„ Se observa que en I O E priíí:s-¡ os

días de desarrollo embrionario es tud i actos ? 83 y ISñ, i a

actividad total de AChE que COÍÍIO hemos indicado an ter iormen te -

se distribuye entre ISE formas globulares es de alrededor de

un '50% de formas GD y G!3 en retina. (Fig, 34 y -35) y en tecburn

(Fig. 3ó y 37). Esto queda también reflejado en ei perfil del

cociente entre los dos tipos de formas (Fiq. 38 y 39), A lo

largo del desarrollo» la fracción G° pasa de SO a un Ó5*Á en la
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retina y del 50 al BQ'A en el tectmn, mostrando un perfil

creciente a lo largo de pr éc t j.camente todo el desarrollo. Esto

indica que coexisten los dos tipos de fracciones con

predominio de las G D ÍFig. 38 y 39, cociente G^/íB11 menor que 1

y decrec iente) ..

El aumento en formas G" (global) a lo largo de i. periodo

de tiempo considerado es debido aparentemen be a Iss formas G*,. 5

ya que los perfiles de ¡es formas de menor ve ioci dad no

señalan el predominio claro de ninguno de los dos tipos de

formas G. Esto concuerda con numerosos estudios realizados en

distintos sistemas í325?335,366).

Hay que destacar también en estos res-uJtados Jos "picos"

observados en los primeros momentos tras la eclosión. Esto

podría apuntar hacia un efecto regulador de la. estimulación

visual por aparición de la señal luminosa* no sólo a nivel de

i a AChE global* Bino también en la distribución relativa en

todas sus formas moleculares.

Nuestros resultados muestran por una parto el elevado

porcentaje de forma G*. en el desarrollo postnafcal y

especialmente en la forma que requiere detergente. Esto

coincide. con el periodo de acumulación de membranas y

crecimiento de a.xonss y dendritas y concuerda c:o\-\ los

resultados de numerosas investigaciones tanto en músculo y

ganglios de pollo íS80,3R1f355) como en otros tejidos de

ver tebrarios <850,£74,27?,386 - 338,339) „

En cuanto s ?s función, muchos trabajos apuntan a que la

Forma. 8*, hidrofóbica se encuentra en la vecindad de la

sinapsis a.iclads en la membrana plasmática

< 250,S5S,£75„ESO,3 J3,339 > .
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El papel de la formas G*3 no esté claro aún, aunque

podrían ser simplemente precursoras o productos de? degradación

de las formas asimétricas que no contienen el perecer

(nonómeros h i drof ota icos.

No se conoce bien en la actualidad) si el origen de j.as

formas hidrofófaicas obedece a la existencia de genes

específicos (277) - o si se producen por mod i f icac i entes

postranscripciona1 es o postraducionales C2S1). Todos ios

resultados apuntan a que las formas G15 y Gs posean distinta

localización celular, de lo que derivaría probablernents su

i m p ] i c a c i ó n e n d i B t i n t a f u i "i c i ó r,-..



E 7 H

5.H. DESARROLLO DE FORMAS MOLECULARES DE AChE EN CULTIVOS DE

RETINA Y TECTUM.

Ei desarrollo de- la AChE en cultivo presenta propiedades

sa b i sf actor i. as (Fig, 17), Por ello decidimos abordar el

estudio de las foriTias moleculat es con el fin de ver si nuestro

sistema de cultivos reproducís los resultados observados :'in

vivo", lo que haría de este sistema una herramienta de trabajo

útil para posterior estudio sobre regulación, síntesis e

.interconvertibilidad entre las distintas formas.

La mayor parte de les estudios en cultivo se han

realizado con cé Juilas de músculo" (859,297,325-390) o de

sistema nervioso periférico (310,392). Nosotros queríamos

probar si se producía la expresión de todas las for(T;3B de AChE

que habíamos descrito :'in vivo" en cultivos de resgregac ion

celular. Núes ti" os resultados muestran la apar ic ion en la

retina, y el tectum de las formas de AChE descritas en estos

tejidos ': i n v i vo " „

Podemos observar la aparición de formas Ai E ÍFiq. 4¿i-4ó)

en t,ma p¡ oporciórt muy baja? como corresponde al estado de

desanollo embrionario» Esta actividad aumenta en la primera

semana en cultivo. A partir de este momento del desarrollo,

tanto la proporción en dicha forma» como sus actividades

específicas y totales decaen, reduciéndose hasta llegar a

ve)ocs3 prójimos a cero después de 29 días en cultivo.

El perfil que he/riG!= obtenido para 'Ja ferina A i S en cultivo

recuerda al que presenta esta forma :iir, vivo" en el tectum. Si

hacemos ia corrección de 1 a edad de los tejidos, por adición
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CÍE- los 7 días de incubación dei embrión pi'evios 9 la puesta en

cultivo podemos ver a] igual que ocurre con Ja A I S de tectum

durante el desarrollo l! i n ovo" que is actividad aumenta

durante los dos primeros estadios del desarrollo considerados -

En e] embrión in vivo ¡a A t E ss estabiliza hasta el día IOS

postnatal en tectum mientras que en cultivo se produce un

decrecimiento constante. La. aparición de formas Ars» en cultivo

ha sido observada en varios sistemas- especislmetE en el

músculo de pollo y rata (297?3EE,39Í) e incluso se ha

demostrado su esternal izacion (39E) y su ensamblaje

intracelular (393). El grupo de inestress ha encontrado que ls

forma Ais producida en cultivo posee las mi =«133 propiedades

que el enzima sintetizado I:in vivo" en cuanto 3 la agregación

a baja fuerza iónica y el efecto da la col agen-asa

(. 393 , 3 9 H , 395 j .

Nuestros estudios prueban la aparición de formas A,.ÍH>? 6*,.

y Gffi-, 1. en cultivo» Ss requieren estudios de e;-:tracciói'i

diferencial y con inhibidores, par¿^ que podamos asignar una

]ceaJizacion celular a. las distintas formas del ercims,

Los perfiles .de desarrollo de 1 a proporción de formas G

totales en sus formas estructurales S<.. y G E,, inusstran un

pstrfin muy similar da desarro iJo "¿n vivo" y en cultivo (Fig.

31 y >V+) . Se observa una proporción creciente de forma tS*,, al

svanjar el desarrollo^ muy similar en ambos casos. Las curvas

de actividad específica de G,< por ejemplo, se mantienen en

aumento durante un tiempo mayor en cultivo que I:in vivoI: (Fig.

3 2 ) . Esto parece indicar que la degradación de proteínas que

ocurre durante el desarrollo en cultivo (Fig. 1 -1 •> pudiara

afectar en menor proporción a la AChE que a otras proteínas
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del tojjido. También podemos observar que la curva de actividad

específica de S** en cultivo sigue fielmente, los perfiles- de

desarrollo de la actividad AChE globsl (Fig. 17> en retina y

tectum, como cabría esperar por ser la forma nayoritaría

ia 3 rededor de 60 a .1 70% do actividad en lo 5 últimos días

co nE i derados¡ en ambos teji dos.
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5*5. REGULACIÓN DEL DESARROLLO DE AChE F'OR INIERACCIONES

CELULARES EMBRI QNAR I AS Y VARIACIONES DE LA ACTIVIDAD VISUAL

POSTNATAL.

Durante el desarrollo postnatsl temprano observamos, en

I C E perfiles de a c t i v i d a d A C h E c a m b ios n o t able == c o i n c i d e n tes

con el periodo de apertura de los ojos del pollo y la

adaptación de este al entorno. Los estudios de regulación de

} s. función visual nos pueden dar información de la variación

d e i rí esar r o lio ds IB AChE por mod u1 ac i ó ¡ -¡ de factores

intrínsecos o ambientales, Con este objeto se han sometido a

jos animales de experimentación a enucleación, depr ivsci.ón ?

adición de drogas I:in ovo" y también he;nos analizado el efecto

que tiene sobre 3 a AChE j'a c o agregación celular1 en cultivo»

5 .. 5 . 1 . Reguiacióni_.d§l_de||rr:;ll,C:j_:le la ACnE j.¡or inberacci_gijes

ce i_u isreSi

El establecimiento de conexiones intsrneuronsies

específicas durante el desairoJ lo es la clave de i a

complejidad estructural / f une ion 3.3. del sistsms nervioso

adi.'ltü. La sorprendente rep roduc i b i 1 i dad asi pahróc» general de

cene;; iones i ntercelu ] er es ísináp ticas o de otro tipo) pudiera

Explicarse) bien por una secuencia cronológicsmante ordenada

de fenómenos celulares y e>;tricelulares (división, migración

.,.,„) que asegurasen la torna de contacto de las células

pertinentes en el moínento adecuado del desarro 1 lo 5 o bien por

1 a pi esei'icia) en la membrana. de las célijlss comp 1 ementar iss-

de moléculas específicas capaces de v^ooitorzísr^e y de
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determinar interacciones temporales o permanentes, con

independencia de una sincronización precisa en el desarrollo

de los diversos grupos celulares implicados en el

establecimiento de un sistema funcional mente coordinado (25-2).

El sistema visual * tanto en vertebrados como en invertebrados!

ha sido repetidamente utilizado para estudiar la interacción

entre sistemas neurona íes que deben establecer conexiones

específicas durante el desarrollo como requisito previo ai

establecimiento de una función (357).

L O E resultados obtenidos hasta ahora sugieren que ambas

hipótesis sobre el mecanismo de reconocimiento interneuronal

pudieran ser al menos parcialmente ciertas» En general, en

e E t o s traba j o s msrtc i o n a d b s se h a n u t i 1 i z a d o crit e r i o s

morfológicos para definir las diversas interacciones. Nuestro

enfoque, sin embargo? se basa en el postulado cíe que toda

interacción intercelular en el sistema, nervioso debe tener

consecuencias funcionales medibles a corto o largo plazo. Esto

se cumple claramente» er, e3 caso de la formación ríe Einápsis,

aunque no sea éste el único tipo posible de interacción

específica en el sistema nervioso.

Con el antecedente de que el demarro]Jo del sistema

c:o í i i'iér g ico en el tec tum óptico del embrión de pollo depende

de 15 llegada puntual al tectum de las fibras del nei vio

óptico (399), iios hemos decidido precisamente a estudiai cómo

diversas formas de interacción eutv e la retina y el tectum del

embi ion de poJ]o influyen en la onteqenia de] sistema

coi tnérgico de neuro transmi si ó¡i en ambas estructuras»

Con el fin de poder valorar la importancia de factores

témpora 3 es y de sincronización entre las poblaciones
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onal CT. retiniana= y bectales hemos puesto a punto un

sistema "i n vi tro11 que permite variar artificialmente el

momento del desarrollo en que la retina y el bec bu ni comienzan

su i vi ter a.cc i ón „

El sistema visual del pollo es muy adecuado para este

tipo de investigación debido a que la mayor parte de las

fibras del nerv-io óptico atraviesan y conectan con el lóbulo

óptico contralateral. Esta disposición anatómica permite

utilizar el lado ipsilateral como control interno (8,55).

L O E experimentos de eni.tcleac ion, ablación parcial?

rotación y trasplante han sido herramientas muy útiles para el

estudio del desarrollo del sistema. visual de" ver tefarados

5.5.1.1. Efecto de? la enucleación temprana sobre el tectum

ópt ico.

La eliminación de la conexión aferente en una región del

BMC permite un estudio detallado de ésta en ausencia de un

posible factor morfogenético. De esta forma se puede

establecer el momento exacto en que la región en cuestión,

depende de la señal y así examinar la fases críticas en las

que la formación de una conexión ejerce su efecto primerio

í 3 9 ? ) .

Nuestros resultados sobre el efecto de la. enucleación

temprana de un ojo (el derecho) sobre la actividad de AChE en

el tectum ÍFig. H'7 ) concuerdan con los descritos en la

literatura en varios aspectos.

Por una parte observamos una reducción en la cantidad de

proteina del tectum desaf erentado <Tn>) frente al tectum
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ipsilateral o control í T^) . b.sto ha sido observado también por

Kelly y Cowan (397) y Bondy y col. (398)., Muestras

observaciones confirman los resultados de estos autofes sobre

la disminución diferencial de i. a cantidad de pro t© i na del

tectum contra 1 atsra i si ojo enu.cleado . que es observable

i.ncjuso morfológicamente a partir del nacimiento. Esta pérdida

de volumen se atribuye & un elevado grado de n:Merte celular

poi atrofia o degeneración de neuronas diferenciadas y& que la

desaf erentac ion del tectum en el segundo o tercer día d&l

desai rollo embr ionsr iono afecta, al desarrollo fcectsl a par til-

de la fecha en que r.s hubiera establecido el contacto

retinotectal . Los efectos de la enucleación pueden ser- menos

dramáticos si ésta se llevaba a cabo en periodos más svsníados

del desarrollo ¡. £5,397).

Hay que destacar en la Fig. V7 que la csnbj.dsd de

pro teína era infei ior en si tecturn dasafsrentado frauts al

tectum control- y -3 su ves en el tec cuín derecho í control

interno del pollo eriuc lesdo > EG> obssrva una pequerls i'edLicción

en i a cantidad de pro te:i. u3 frente a la de polios normales

pertenecientes al mismo lo be.. Ello puede tener relación con el

f a 1.! o d e p a r t e d e 1 a <•;-: i n & n s i s e n t r e a trb o s 1 ó b ¡; ]. o s t e c t a 1 e s r

que producirían alteraciones secundarias en el lóbulo que

recibe la cone;: id. n visual.. También puede deberse este efecto

sin embargo, a problemas de nutrición y desarrollo general por

i.infl menor capacidad funcional» con incidencia en la

31 i mentacion„

En la Fig. H~7 se ve que el efecto de la enucleación sobre

.la actividad específica de la flChE es prácticamente riulo,

mientras que e.l efecto sobre la actividad
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acetilcolinesterasica total se limita a reproducir lógicamente

los valores obtenidos de cantidad de pro te i na.

La actividad del enzima colinérqico ChAT muestra uv^

patrón de desarrollo muy semejante al de IB AChE (Fig.. 51) con

una disminución no tan constante de la razón Tj/To a ]o largo

del desarrollo (Fig. 5S) mientras que la. actividad específica

no se ve afectada por la enucleación al igual ocurría con la

actividad AChE. Este paralelismo entre las dos actividades

enzimáticas ha sido descrito por Henks y Fonum en la paloma?

en la que se observa una reducción enzimábica tras cuatro

Eemsnas de enucleación., Estos autores concluyen que la AChE es

un buen marcador col inérgico en el tectum de estes ave-s í 35M-) .

Los datos obtenidos en nuestros experimentos concuei dan

con los de otros autores (399) y parecen indicar que si las

fibras de la retina no ] legan al tectum (COITÍÍ ocurre en pollos

a JOS que se les e;-;tirps la vesícula óptica) no se observan

variaciones notables en la actividad especifica de ) o 5 en 7 i (Tías

col inérgicos. La reducción de la actividad total de estos

enzimas en el tectum desafei etitado ocurre so jámente cuando los

centros ópticos muestran atrofia. Esto sugiere que la

actividad global de estos ensiiitas en el cuerpo celular es en

genera] 5 independí en te de la conexión re t i no fcec ba.l y puede

estar relacionada con otras funciones neuronaJ.es- También

pudieran influir en los resultados la conservación de fibras

nerviosas que van de la retina al tectum ipsilaterai ya que en

pollos enucleadoE no se produciría la degeneración de estas

fibras (55,59).

5.5.1.2. ínter ac: iones celulares en cultivos de coagregados ds
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retine y tectum.

El sistema auxiliar da cultivos de agregación celular nos

permite estudiar 3a autonomía relativa y/o dependencia n;jit».'.a

de'i tectum y la retins du. ante el desarrolle- del sistema

visual. La capacidad de esta tipo da cultivos de organissrse

t r i d imens i ona Imsn he según ios propios requerin:ientos

celulares) en función d=> posibles mecanismos de rsconoc J ÍÍI i ei ¡ :o

específico? y sin dependencia, alguna, de sustratos artificiales

o biológicos? ie confiare i.! na especial i do ríe i dad psra el

estudio de los mecanismos y efectos de 1 a=. interacciones

celulares durante el desarrolla.

para estudiar Is interacción celular de retina y tect¡;m

en este contexto hemos comparado los resultados obtenidos en

los coagregados de rebina y tectum con los valores

correspo n d i e n t e s a caos. u n o de e s t o 5 tei :i d o B C U 1 ti.vad o K

ai s i adámente„

L O E resultados que se muestran (Fig. 53) indican que los

parámetros generales, proteína y DfJA, muestran una fr-ejor

preservación cuantitativa en el coagregado frente 3 los

cultivos aislados (Fig., 54). Esto muestra clsrafliante que 1.a

i, n t e 1 a c: c i ó i •> re í; i, 11 o b e c b =• ,1 s j s)" c e u 11 ef e c t o t r1 ó f' i c c:< g a n a r a 1

s o b r e la m a d u r a c i ó n d~3Í si. stesid^j lo cual tiene un s i g n i f i c a d o

biológico potencisimente importante.

La actividad de los enzimas col inérgicos también refleja

€?1 efecto positivo de la it'itei acción. Este «inergisme es más

evidente en la actividad ChAT y concuerda con los resultados

obtenidos por el grupos de Bottiieb utilizando también

cultivos sincrónicos (400;,.

Nuestros resuJ bados confirman que el sistema de
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ín " i n vibro" representa una intess.iite opción

metodológica para el estudio de la interacción entre grupos

celulares que van a dar una función general coordinada! como

es el caso del sistema visual. Esto ha sido demostrado también

por Adler y col. (¿(01). Este sinergismo muestra una

dependencia temporal ya que es preciso que las células

procedan de embriones de la misma edad (33.1).

Aumentos de la actividad ChAT similares a ios observados

en cultivos reti notectales se han observado en células de

médula espinal en co-cultivo con células de músculo

esquelético (173).

En cuanto a los análisis de distribución de formas

moleculares de AChE en los coagregados (Figs. 56 y 57) indican

que, como en el caso de tectuun cJesaferentado, la interacción

celular no parece producir cambios en la distribución de la

AChE entre sus diferentes estructuras y sólo se observan

cambios en las actividades globales.

En nuestro sistema de coaqregacion hemos observado, como

ha descrito Kato (£57) en cultivos de músculo y ganglio!. que

ja forma A i e se expresa casi en igual proporción en los

cultivos aislados (Fiqu 57) que en el coagregado. L..s síntesis

de las formas mol aculares de la AChE en el tectuns no sería

pues consecuencia de la inervación retinians sino que

aparecerían por la capacidad endógena del tectum de

diferenciarse en ese sentido a determinada edad del

desarrollo. Este fenííTieno ha sido recientemente observado

también en la A1E? del músculo por Toutant y col. (390).

5.5.2. F\'§g.y!í5c_l(ÍD_d_£=?_3.ci. f une i.ón_|3g5tnata l._tgínprana_Ejqr_ef ecto
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Nuestros experimentos realizados en pollos dapr i. vados de

luz al nacer indican que no se observan diferencias

remarcables entre el tectum y la retiría ya- que .1.3 relación

entre ambos tejidos es muy pió;; i ¡na a 1. Jeru.53 i i nsky y de

Robertis í^Ol) han observado una reducción en la actividad

total de AChE del bsctunri coi ifcra lateral al ojo deprivado y

también en el receptor mu =car :¡.nico de la ACh y apuntan al

flecho de que esba rsducc ió'n transitoria y las actividades en

ambos tecta se equilibran en el 3S día postembr ionar i o, En

cualquier caso las diferencias observadas son muy pequeñas

cerno podemos ver también por nuestros resultados»

5 „ 5. 3 „ Adición <^g™_dr_oc|ss_cgji_iné£g¿ces_dyran^e^ %}__dej=ar£_o_l l_o

La estrecha relación existente entre IB actividad AChE y

los receptores para ACh a. nivel sináptico sugirió la.

P o s i b i 1 i d a d d e e ;-¡ p 1 o r a r los posibles sfect o E> d e .1 b i o qu. e o d e

I C E receptores (.ñuscar í < ¡icos pr i tic ipalman be > en et desarrollo

de la AChE.

Se ha describo por ejempio un desarrollo paralelo de los

receptores mu.se ar í ni eos ds ACh y la actividad ChAT' en bulbo"

olfatorio de rata (360)„ Muestres experimentos realizados con

atropina son un primer 3jampio de un estudio a mas largo

plazo, que intenta ver la correlación entre las actividades de

tos en rimas co ] j nér q i eos y el receptor a lo 3 ar go de*}

desarrollo. Se puede observa i 1. Tabla X) que La atropina

produce una reducción de actividad AChE que afecta a las

iss globulares, ya que la proporción de Aie> sintetizada no



v^ria (incluso aumenta) en presencia de atropina 500 mM:

produciéndose una reducción muy pequeña de la actividad total

de esta forma»

Esto confirma la relación existente entre el desarrollo

de la AChE y el estado fisiológico del receptor de ACh.

RnEsell y col. (4-03) han comprobado un efecto inverso

inhibiendo la AChE cosí OFPj lo que produce un aumento de la

ACh libre que parece conducir a una reducción en los niveles

de ver. ep to res mu se 5 r í n i eos.

Los experimentos que se suponen en este trahsjo indican

que si sistema reti no tac tal es un sistema de estudio válido

para ver la distribución molecular de la AChE durante el

desarrollo» incluyendo su regulación. Estudios futuros Eiobre

la síntesis y e>: ter na 1 i zac: ion del enzima pueden darnos mucha

información sobre los interrogantes que se plantean en este

trabajo» Resulta interesante también proseguir con los

estudios en el músculo esquelético tanto ':in vivo1' como eri

cultivo? pues nos ofrecen la posibilidad de analizar por

separado las dos clases de formas asimétricas que hemos

descrito.
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l-.Li sistema retinotectal del. pollo es un si s

válido para estadios de desarrollo de

neuro transirás i ón col inérg i es ? teniendo en cuenta la

presencia y actividad significativa de los enzimas de

síntesis icol i na eceti 11ransferasa> y de degrsdacién

de la acatiicolina i acet i Ico I ines terssü 1 ? y I-a

evolución característica y reprocluc ib le que? presentan

éstos a lo Jarqo del periodo de cieEsrrollo

embrjonari o y postnatsl consideratio.

£2«El periodo de desarrollo utilizado en este estudio es

una etapa de d i fsre11c i ac i ó n como se ob s.er va po i • i 5

estabilidad da la cantidad de DMA, el aumento de la

proteína total? ls relación protsíns/DMA y por la

evo lucíón de 1os par ámet ros coiinérgicos.

3 £ « E1 p e r f í 1 c i.v r a c t e r i. s 11 c o d e 3 a. sesti ico] i P e E t e- v L* \= fi -

así como 1 B B d i f erenc i & •:; de d i »t r i bLJción en t ¡ • e su =

f o r m a s no .1 ecui ares indi cari que la, sí n t e s i s de e s t í

ensifíiñ esbé. regulada por el proceso ós desarrolle:..

Esto no 55 suficienbe sin embargo? para Ssignsr'ls un

papel de marcador de inervación co 1 i nérgica ..

42.El sistema de cultivos histotipices de agregados de

células embrionarias; es una herrsmi en(;á fnuy útil

para el análisis de las relaciones exisbsntes entre

los aconrec i-TiJ evitos bioquímicos y morfológicos

durante la .-¡sduración del sistema nervioso, Esto lo
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prueban los perfiles obtenidos de desarrollo de

aceti]colinester353) colina acetiltransferassj el

porcentaje de coliriesterasa verdadera y la supresión

de todas las formas moleculares de la

acet i. Ico 1 i nes terasa en cultivo.

53.Los estudios refí] izados en retina» tectum-, mCiscLilo

esquelético de pollo y en el sistema nervioso central

de otras especies de vertebrados, indicar, la

existencia de dos clases de formas asi mefcricss; ia

clase I e>: tr aí ble en medios de .alta fuerza iónica y

i a clase II que necesita además un agente qualante

para su solubi 1 izscióvt. Nosotros podemos conciuií-j

que en el sistema > etinotecbal del pollo la pi íctica

totalidad de las formas asimétricas perte¡ iscsn a is

clase Ií¡ siendo ei EDTAn junto con aits

concentración ds sal requerimientos indispensables

para. su 50l.ubiU2acJ.on. Además, estas formas

presentan 1-3 particularidad de agregar en presencia

de calcio,

6 9 .En la retina, \B proporción relativa de formas A

aumenta a ío largo del desarrollo de manera mono toua n

alcanzando un mé;;imo de cerca de un J 0"Á en el pollo

adulto- En el tectum óptico, en cambio, esta forma no

supera el 3V< e incluso presenta valores inferiores en

el pollo adulto. Esta notable diferencia en la

evolución postnatal de estas formas, en ambas

estructuras, no invalida la hipótesis de la posible
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participación especifica de I 3. scstilcülicestei3=9

asimétrica en la f t.mc: .i ór< siriápticai pero sugiere una

diferencia funcional iinpovtante entre Í35 sinapsis

colinéraicas retiiiunsá y b&ctsies.



•'-lase II sobre l?s de la clase I, trss el nacimiento)

en el rriúsculo de la extremidad inferior del pollo

sugiere un mayor requerimiento fisiológico da estas

formas para los procesos de locomoción que se inician

con la eclosión*

3?-.Hemos observado la existencia de dos tipos de formas

globulares en eJ sistema retinotecbal de II pollo que

presentan diferencias sn cuanto a la necesidad de

detergente para su sütracciún. En la retina y si

tectumi al avanzar en el desarrollo, se Cibásrvs un

predominio de ¡as formas globulares solubles en

medios con detergente frente a las formas solubles en

medies acuosos con baja concentración E;?! ins. Este

hecho ha sido correlacionado con el aumento de ]3

cantidad de membrana subsiguiente a la producción y

crecimiento de sxoüas y dendritas.

9 3 . T o rJ a. s J' a s f o r m as m o e I. c u l a r e s de a c e t .i ] c: o 1 i r¡ e E t e r a. E a

caracterizadas en le retina, el tectum (y múscu1 o i j

tanto asimétricas como -globulares (y* dentro de estas

últimas tanto solubles en medios acuosos? corno en

detergente) presentan :jn perfil de desarrollo

característico y reproducible, con notables

diferencias entre las diversas formas. EJ 3 o . supone

una invalidación do los estudios sobre desarrollo de

tejidos nerviosos y musculares que pretenden

correlacionar la actividad global de la
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la vez) con determinados •fenómenos ce lu l a res .



102.La dessferentación tectal produce una reducción de

Xas actividades de aceti Ico 1 inesterasa y colina

aceti 1 transíerasa totales? que refleja sílgmente la

disminución de la cantidad de proteína en el lado

afectado, con conservación de la actividad

específica. Tampoco hay alteraciones en la

distribución de forreas estructurales de- —Ja

scetiICD!inesterasa. Esto parece indicar que la

síntesis de 1. s>.s formas moleculares del enzima en el

tectüiTi no está regulada por la inervación retiniana,

sino que se debe a la capacidad genética autónoma del

tectum par,3 eüpresar una determinada población de

formas del - enzima en determinado comento del

desarro i lo.

i id. Las i n terac i o nes iielulaves retinofcectal es en cultivos

de c o agregado;» revElan u.n efecto sinercjístico <=» nivel

de maduración celular global, también en la actividad

espec í f i c a de 1 a c.o lina acet i .1 t r sr.sf er aE= a „ Este¿

efecto 5Lf!5rgisticD en cuanto a la actividad

específica de la colina aceti 1transíersss no parece

corresponderse con ios resultados de JOB e>;per imentos

de tiesaferentac.iiJii y pueden deberse a t..ma simple

efecto de rescate trófico del tectum que es el tejido

que sufre un menor desarrollo aislado en cultivo. Los

cambios en la actividad de- la aceti Ico 1 inesterasa son

inconsistentes y se adscribirían probablemente a un

efecto trófico no específico. Tampoco hay efecto

sobro la distribución de formas moleculares-



.Lss fcM mas SEÍHIÉLI icas de la acet i .1 ce ] i nesterssa en

el sistema rebi notects1 del pollo no ss ven afectadas

durante el dessrrc.-Ho ni por ] es interacciones

celulares entre estos dos tejido™j ni por la función

visual temprana, ni por acción ds antagonistas

cclinérqicos del receptor muscarínicD. Estos

rEEU.ltñdcs relativos no permiten confirmar ti i

descartar la posible participación de dichas formas

asimétricas en -funciones sinápticas colinérgicas.
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