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I N T R O D U C C I O N 

El estudio de los mecanismos moleculares del funoionamien-

to del Sistema nervioso Central puede enfocarse, entre otros, a 

dOs niveles generales: metabolitos de bajo peso molecula~ que po-

siblemente participan en los fenómenos de transmisión del impulso 

eléctrico, y metabolismo de ma.cromolécula.s (proteinas). En las 

siguientes secciones se revisarm1 los datos más pertinentes en re-

laci6n con el objetivo general del presente trabajo de tesis, que 

es el aportar nuevos datos que permitan un mejor entendimiento de 

la posible relaci6n fisiológica entre ambos niveleso 

(SNC) presenta caracteristicas funcionales y estructura~es muy im-

:portantes para el organismo; una de ellas, tal vez la más intere-

sante~ es la comtmicación que existe entre todos sus elementos. 

La comunicación entre las células nerviosas se establece por 

medio de impulsos que se ·transmiten de una neurona a otra a través 

de sitios especializados llamádos "Sinapsis"., Numerosos estudios 

realizados han permitido establecer la existencia de dos tipos de 

sinapsis: Eléctrica y Quimica. 

En la sinapsis eláctrica, la transmisi6n del impulso nervio-

... 
so se lleva a nabo de una manera similar al paso de corriente entre 

dos conductores eléctricos, ya q~e las membranas presináptica y 

postsináptica estru1 en contacto directo una con la otrae En cambio, 



Los transmisores utilizados por el sistema nervioso central 

de los mamíferos permanecen en su mayoría mhn identificar, mmque 

algunos como la .Acetilcolina ' el Acido Glutámico parecen tener un 

papel_ como transmisores excitadores, mientras que la Glicina pare-

ce ser un transmisor inhi bmdor en la médula espinal ( .Z ) o 

En los crustáceos se ha demostrado que el transmisor que ac­

túa en las terminaciones neuromusculares inhibidoras es el Acido 

gamma amino butírico (GABA) (3 )e En el SNC de los mamíferos el 

GABA se encuentra en relativa abundancia y· fuera del tejido nervio­

so s61o está presente en pequeñísimas cantidades en el ri116n ( "l) o 

Durante los Últimos años se han acumulado evidencias que apoyan el 

punto de vista de que el GABA ~ciona como transmisor .inhibidoz ~ 

nivel de SNC en mam:!feros ( 3 ) .. Su sintesis· se lleva a cabo exclu­

sivamente en el SNC a partir del Acido Glutámico, que se descarbo­

xila irreversiblemente por la Glutamato Descarboxilasa (GAD) (~-)o 

La GAD es una enzima que se encuentra casic exclusivamente en SNC y 

requiere fosfato de pirido~al·como coenzima.·La principal vía de 

degradaci6n del GAlUl es por transruninaci6n con alfa ceto glutarato 

:para formar Glutamato y f?_emialdehido succínico; la transaminasa que 

aqui interviene también requiere fosfato de piridoxal como cofactom. 
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Síntesis de Proteínas en el Sistema Nervioso Centralo- Reciente-
- " ,,_,....,., "t ...,. • •v -...,e=- ... ..,~ -~-

mente los conceptos acerca de la naturaleza y regulación de los 

procesos involucrados en la Síntesi·s de Proteínas del Sistema Ner-

vioso han tenido modificaciones muy importantes$ Parece s·er que los 

mecanismos b~sicos de la síntesis de proteínas son los mismos que 

en todas las células .. Sin embargo, observado detalladamente la in-

formación sobre aspectos comparativos de esme p~oceso en diversas 

células de orgru1ismos, surgen di~erencias bastante importantes. 

Estas diferencias parecen derivarse de las adaptaciones selectivas 

que una célula sufre de acuerdo a la evolución y a requerimientos 

en el orgrmismo para desempeñar una fUnción específica .. 

Se ha reportado que existen variaciones en la .actividad 

de la s!n·liesis de prote!nas en el cerebro durante el desarrollo. 

Dicha síntesis es más activa en animales jóvenes que en adultoso 

En experimen-tos hechos en corteza cerebral se ha observado que el 

mayor decremento en síntesis de proteínas ocurre inmediatamente · 

después del nacimiento y e9 seguido de una declinaci6n gradual a 

medida que va aumentando la edad del animal ( 0 ) o 

Se han descrito yarias fracciones subcelulares que pre-

sentan actividad en sintesis de proteinas en el SNC: mitocondrias 

de ñeuronas y glia, terminaciones ne~--viosas (sinaptosomas), siste-

rnas nucleares que contienen m~A, membranas axonales y Ribosomas(~ )• 
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Las evidencias existentes de la presencia de sintesis de pro­

teínas mitocondrial en s:rrc, se basaban inicialmente en la observa­

ción de ciertas enzimas cerebrales y de otras protemnas, que se en­

cuentran más concentradas en mitocondrias aisladas, que e~ otras 

fracciones subcelQlares. Aunque esta looal~zación podía explicarse 

por transporte proveniente de los microsomas o por contaminación du­

rrulte el aislamiento, desde hace algunos años se ha demostrado que 

las mi tocondrias cerebrales contienen DNA, PJifA, aminoacil RNA sinte­

tasa y RNA sintetasa dependiente de DNA 93 ) que son componentes re­

queridos para la síntesis'de proteínas. Probablemente por esta ra­

ztin las mitocondrias cerebrales presentan una gran actividad de in­

corporaci6n de aminoácidos marcados a proteínas, tanto "in vivon co­

mo nin vitro 11 o Se ha observado que los sistemas mitocondriales de 

s:íntesis de proteínas en rata no tienen requerimientos de enzimas 

pH 5 o de ATP exógeno ( ,:] ) ~· 

Las terminaciones nerviosas aisladas,o sinaptosomas, presen­

tru1 también·capacidad de incorporar aminoácidos marcados a prote!nas 

en condiciones apropiadas "in vitro 11 ; existen datos obtenidos por 

anal:i.sis autorradiográficos ( 1 o) que establecen definí tivamente que 

dichas estructuras tienen esta capacidad, además de que en esta frac­

ci6n .existe un alto nivel de RilA ( /1 ) o En estudios hechos en siste-

mas libres de céili.ulas en rata, se ha demostrado que el sistema sinap­

-----...v.'O.s.mtl~e---s-:b-n-t-ea-i--s--fl-e-p-r<rG-e-:&lfts-ne----re·qtti-ere-tte-Jt:f.P--ni-d-e-m±ngmr s.l.s-



tema ge~erador de enrgía; aún más, el ATP agregado tiene efecto 

ilulibitorio a cualquier concentraci6n, en contrase con el siste-

ma mitoeondrial en el que el ATP no tiene ningún efecto. Ambos sis· 

·temas no se afectan cuando se ensayan en resencia de ribonucleasa, 

lo cual sugiere que las .fracciones no estan contaminadas con ribo-

somas citoplasmáticos y que dicha enzima no puede atravesar las 

membranas sinaptosomal y mitoconél.rial (JI )o Los dos sistemas se 

ven afectados cua.."ldo se agregan a ellos i:nhibidores de la fosfori-

1aci6n o:ddativa, lo cualm;.~ugiere que la síntesis de proteínas si-

·naptosomal depende de la energía producida por mitocondrias sinap-

tosomaleso 

'6, 
Se han reportado muchos datos (41}121 i3¡11J) acere~ de la in-

hibici6n causada en estos sistemas por la adición de antibi6ticos, 

observándose que afectan a los sistemas de síntesis de proteínas 

mitocondrial, sinaptosomal y ribosomal de diferente manera, lo 

cual puede darnos una idea de las variaciones existentes entre di-

chos sistemaso Por ejempJ..o, el cloramf'enicol inhibe a la síntesis 

de protefnas en mitocondrias, mientras que la ciclohexirnida la in-

hibe en sinaptosomas (~_) y la puromicina afecta tanto al sistema 

mi tocondrial como al ribosomal (l"!J). 

Investigaciones recientes apoyan el concepto de que tam-

bién en el núcleo hay sil1teeis de proteínas; se ha demostrado que 

--------------~~en riboso~leo puriflcados de tejido de mamÍferos, 
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preparaciones hepáticas; más aún, las enzimas pH 5 hepáticas son 

menos efectivas con ribosmmas cerebrales que la preparación pH 5 

cerebral (/0)0 Sistemas análogos de otras fUentes presentan general-

mente una máxima actividad de incorporación de aminoácidos ~n pre-

sencia de bajos niveles de iones y son menos sensibles a alteracio-

nes relativamente peque:fías de estos niveles (':/· ). 

los Últimos mios un gra~ número de observaciones morfológicas y bio-

químicas han sugerido un papel importante para las proteínas en la 

fUnción sináptica. Al mismo tiempo han surgido una serie de eviden-

cias que apoyru1 la idea de que algunos neurotransmisores pueden es-

tar involucrados en la regulación de la síntesis de proteínas; por 

ejemplo, la glándula parótida estimula su síntesis de proteínas por 

la adición de epinefrina ( IÍ ) ; y la incorporación de triptofano mar-

cado a proteínas en cultivos de tehido de la glándula pineal es es15 

tiraulado por norepinefrina ( 1 g). 

Por otro lado, Tewari y Baxter (!q) trabajando en siste-

mas de s:íntesis de proteinas con ribosomas aislados de cerebro de 

rata, encontraron que de más de 20 aminoácidos que fUeron probados 

en concentraciones fisiol6gicas en el sistema, solaJP.ente dos amino-
~ 

ácidos postulados como neurotransmisores, la Glicina y el GABA, es-

timularon claramente la incop!l1rac:L6n a proteínas de leucina, lisina 

-9-



gradiente se guarda en el ret:rigerador hasta su uso. 

Una vez colocada la muestra sobre el gradiente frio, 

Se centrifugá a 37,000 X g en el rotor SW 50 de la centrífuga 

Spinco durante 120 rninutoso Se obtuvieron fracciones d~ 0.5 ml 

del gradienté utilizando una pipeta Pasteuro Todas las operacio­

nes se realizaron a 0-4°0, las fracciones iguales de cada tubo 

se reunieron .. Este procedimiento está basado en el mátodo descri­

to porT!}:Rs.,.-;y y (31). De cada fracción se tomaron 0 .. 05 ml para 
.S¡u~ d ~ v · . 

determinación de proteína total y el resto se precipitó con 

Acido Tricloroácético trCA) al lO% conteniendo 1-leucina 0 .. 5% .. 

El precipitado se lavó una vez con la misma solución .. El sobre­

nadante· de 1 lavado se agrega al· primero y se guarda (en adelante 
1 
'i 

se le llamará fracción TCA soluble) y el precipitado se lavó con ; 
1·' 

1 ml de TCA. al 10;.0 y se calentó en un baño de agua en ebullición ~~~ 

durante 20 minutos, para destruir los arninoacil tRNA (1~), se 

lavó 3 veces con etanol-eter 3:1 para extraer el TCA y se disol­

vip una alícuota de Oe2 ml en NOS para solubilizar; se añadió 

lo ml del líquido de centelleo descri'to por. Johnson (2~) que 

contiene: 180 ml de tolueno, 180 ml de dioxano, 108o2 ml de eta­

nol, 2 "5 g de PPO, 25 mg de POPOP y 41.6 g de_ naftaleno para 

500 ml de líquido. A O .. 3• ml de la fracción TCA soluble se añadi6 

lO ml·del mismo líquido, la radiactividad se contó en un Conta-. 

dor da centelleo Nuclear Chicago.·La eficiencia del sistema fu~ 

de 56% (standard interno) tanto para TCA soluble como para la 

proteína .. 

Par~ verificar la pureza de las fracciones subcelulares 

obtenidas en el gradiénte se utilizaron marcadores enzirnáticos 

(Deshidrogenasa succínica y l~ctica y acetilcolinesterasa) y 

.1 
.~iJ 



~ ,. 

Las fracciones pH 5 y ribosomal se resuspendieron suave­

mente en medio M, y se tom6 una alícuota de 0.05 ml para deter­

minar la cantidad de proteína por el método de Lowrry (3~)o Una 

vez calculado el volumen ~n el que se encuentra la cantidad de 

. proteína deseada, se preparó el sistema de incubación para la 

síntesis de proteínas., Se usaron dos sistemas diferentes que tie­

nen la com~\ición indicada en la tabla l. 

Los componentes se agregaron en el orden en que se pre­

sentan en la tabla 1., La raacci6n se detuvo a los diferentes tiem. 

pos ensayados agregando 2 ml de TCA 7.5% conteniendo leucina al 

1~. Para obtener las proteínas, se centrifugó 10 minutos a 2000 

rpm, el precipi tad6 se disolvió en 0 .. 5 ml de leucina. 0_.,2 M en 
!l 

l\JaOH 0.,25 M y_ se agregó 2 ml de TCA. al 5%. Se lavó el precipita- "1¡ 

l~ 

do con 2 ml de TCA al 5 % y se coloc6 en un bafio de agua hirvien~~ 

do durante 15 minutos .. Se centrifugó y elvpreeipi:mafipilbedooloc6 

de nuevo en un baño de agua hirviendo durante 15 minutoso Se 

centrifugó y lav6 el precipitado 2 veces con una mezcla etanol­

eter 3:1. Se secó el precipitado en baño de agua hirviendo, y se 

disolvió en 0.4 ml de 1\faCl 0 .. 15 1\J, agregando 5 a 8 gotas. de Na.OH 

ll\f.· Se tomó una alícuota de 0.05 ml para determinar la cantidad 

de prote~na presente, por el mátodo de Lowrry (JL). La radioaoti-l 
. 

vi dad de una almcuota de 3 o ... 2 ml se contó como se ha indic~.do an-

teriormente, despuás de añadir 10 ml del líquido de centelleo de 

Johnson (~b) descrito antes. 
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RE S u·L T A D O S 

Para observar la distribuci6n de las fracciones subcelula-

res en el gradiente continuo, se midio, la actividad de enzimas que 

por ser caract~risticas de tma. deteJ:."lllinada estructura subcelular!') 

pueden servir como marcadores de ellas en el gradiente. La deshi-

drogenasa succinica (DHS) es una enzima característica de mitocon-

driasfl la deshidrogenasa láctica (DHL) marca la presencia de :frac-

ci.6n solucle celular y la acetilcolinesterasa (.AchE) se encuentra. 

en estructuras membranales, inclusive la membrana sinaptosomalo 

14. 
En la f'igu.ra ( :L:) se muestra la distribuci6n de estas enzi- ~~ 

~ 
mas en el. gradienteo Puede verse que en las :fracciones ·1 y 2 la DHS ~ 

~ 

y la .AchE se encuentrrul en muy baja concentraoi6n, mien'tras que la • 
D'ffL se encuentra sumamente elevada., En las fracciones 3, 4.Y 5 la 

DHS y ~a DHL se encuentran en mucho menor cantidad y la AohE tiene 

aquf una concentración más elevadao La DHL y DHS en las fracciones 

6 y 7 se encuentran en concentraciones aún menores, en tanto que la 

AchE alcanza aquí su máximO nivel,o Las fracciones s, 9 y 10 preaen-

tan una'concentraci6n de DHS muy elevada, aunque la AchE tambi~n se 

encuentra aqui aumentada probablemente por contaminaci&no En estas 

fracciones la actividad de DiiL es muy pequefta¿ 

Además de los marcadores enzimáticos, se hizo un control 

morfológico de la pureza de las fracciones del gradiente• En las 
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lar ribosomas de animales tratados con FPGAH y controles para ensa,.s 

yar un sistema de síntesis de proteínas libre de células "in vitro"o 

Al iniciar los ensayos de la técnica para la separaci6n 

de ribosomas y fracci6n pH 5 y el acoplamiento de dichas'fracciones 

en un sistema de síntesis de proteínas, se observ6 que no había in-

corporaci6n de leucina marcada a proteínas. Como esto podría deber-

se a la acci6n de la ribonucleasa presente, se pensó en agregar al 

sistema un inhibidor de dicha enzima, encon·lirando a la Bentonita co--

mo el más adecuado (,~1 ) • En la tabla II se muestra el efecto de la 

Bentoni ta ar1adida en diferentes pa:;Jos de la separaci6n de los ribo- ; 

somas y la frac9i6n pl:I 5, obsel~vándose que su actividad como i:rlhibi-1 

! 
i 

dor de la ribonucleasa es Óptima cuando se agregH al t~jido antes 

de homogeneizar j¡anto si se torJa en cuenta el ren~imiento de la pro-

teína total en ambas fracciones, como si se considera la linearidad 

de la incorporación de leucina marcada a proteínas durante 60 minu-

tos. 

El procedimiento para la separaci6n·de las partículas ribo-

80males y fracción pH 5 y la incubación para la síntesis de proteí- • 

nas, se hizo en todos los casos en el mismo día, ya que manteniendo 

congeladas las fracciones PH 5 y ribosomal y montando el sistema de 

inéubación al día sit;,.ru.iente, se pierde aproximadamente el 50% de la 

actividad. 

Para el en2ayo de la incorporación de leucina Me a prote:!-

-_30-
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cerebros en ambas mezclas de incubación, se observó que la activi-

dad del sistema de Campbell es menor que en el de Tewari, aunque la 

linearidad del primero se mantiene durante más tiempo figo (1 1 ). 

En fw¡ción de todos los datos anteriores los siguientes ~xperimen-

tos se llevaron a cabo con el sistema de Campbello 

Para observar el efecto que tiene sobre la síntesis de 

proteínas ribosomal la disminución de los niveles de GABA "in llivo", 

se administró a los ratones FPGAH. Después de 29 minutos se proce-

di6 a aislar los ribosomal y la fracción pH 5 tanto del cerebro de 

animales tratados como de m1llnales a los que se inyectó NaCl 0.9%o 

Los resultados de la incorporación de leucina ;!!'te a prote:!nas en 

ambos grupos se muestran en la figo ( ]:Z), donde puede observarse 

una inhibición de 12, 23 y 24% a los 20, 40 y 60 minutos de incu-

baci6n respectivamente, en la actividad del sistema obtenido de los 

animales tratados, :::..,especto al valor control. No se observó inhi-

bición a los 10 minutos de incubaci6no 

En un intento de ~establecer si la diferencia observada en-

tre controles y tratados se debía realmente a la administración de 

FPGAH o a la falta de reproducibilidad del sistema, ya que la inhi-

bición observada no rue muy grande y no fué constante en el tiempo, 

se ~btuvieron separadamente ribosomas Y fracción pH5 del cerebro de 

dos grupos de ratones tratados arnbos con NaCl O o 9/~ el mismo d:!a y 

se midió la s:!ntesis de proteínas 11 in vitro" con las fracciones 
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obtenidas de arabos grupos. Se observó rma diferencia en la activi­

dad de los sistemas similar a la reportada en la fig. (!J) para 

grupos control y tratados con FPGAH fig. (/~).Para comprobar este 

hallazgo se separaron ribosomas y fraoci6n pH 5 del cerebJ?o de dos 

grupos de animales control y uno de animales tratados con FPGAH en 

el mismo día y se midi6 la síntesis de proteínas "in vitro 11 , como se 

observa en la gi.g. (/ 1
/), la diferencia entre cada uno de los contro­

les y el tratado es de la misma m.a.gnitud que la diferencia encontra­

da entre ambos controles. 



erado en la re&~laci6n de la síntesis de proteinaso El presente 

trabajo de tesis tuvo como objetivo fundamental el estudio del efec-

to de la FPGAH sobre la síntesis de proteínas de distintas partí-

culas subcelulares del cerebroo 

En la separación de las fracciones subcelulares se ob-

servó promero la distribución que presentaban en el gradiente, ha-

ciendo uso de marcadores enzimáticos y verificando pos~iormente su 

pureza por medio de l:Iicroscopffia Electrónica, de tal manera que pu~ 

do observarse que las fracciones 1 y 2 corresponden a la .fracción 

soluble celular; 3, 4 y "5 a estruct~ras membranales, 6 y 7 a si-

naptosomas y en las fracciones a, 9 y lO aparecen mitocondrias 

F;g:u.ras ( .. ::-:-, :· <! .r 1' ) .1. .• •. ) ) _, ) ') o 

El hecho de que la leucina ~e agregada al homogeneíza-

do de cerebro y colocado en UlL gradiente no apareciera incorporada 

a proteínas, es una evide.ncia de que los resultados obtenidos co-

rresponden realmente a la incorporación de dicho aminoácido a pro-

teinas en ·el sistema ensayado .• Se observó qué la proteína en el 
• 

~radiente presenta la misma distribución en animales controles y 
o 

tratados; esto es, el tratamiento eón la droga no afecta dicha dis-

tribución, lo cual permite hace:r.· una comparación adecuada entre 

1 · t d L · · 6 a 1 · 1 4c os.. grupos experJ..men a os. a J..ncorporacJ.. n e eucJ.na .....__ a pro-

teínas de todas las fracciones del gradiente se ve afectada por la 

disrninuci6n en los niveles de GA:BA producidos por la droga, pe1r1o 



CONCLUSIOHES. 

Los datos obtenidos en los experimentos "in vivo" son con-

siderados con la idea de que el GABA puede funcionar como regula-

dar de la s!nt,sis de proteínas en el SNC, expresada anteriormen-

te por otros autores (1? 11, _-:;_¡ b ) . En re laci 6n con el sistema ribo-

somal empleado en los experimentos 11 in vitro", mo podernos asentar 

definitivamente que no se encontr6 el efecto esperado, sino que· 

las.tácnicas, como lo indican también los hallazgos de otros gru­

pos (3-5")68), no' son las más adecuA-das para estudiar el posible pa-

pel del Gi\..BA en la s.fntesis de proteínas cerebrale 

\ 

.. 
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