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RESUMEN 

" SINTESIS y LlBERACION IN VIVO DE PROTEINAS EN EL 
SISTEMA NERVIOSO CENTRAL DE MAMIFEROS (RATA)" 

La regulación fisiológica de los eventos neuroquimicos y su integración dentro del 
funcionamiento del sistema nervioso central pueden ser estudiadas a través de 
las técnicas de perfusión in vivo. Para lograr la perfusión in vivo de núcleos 
profundos del cerebro se requiere de sondas o cánulas de infusión-extracción 
(push-pull) confiables y de sistemas de presion amortiguantes que permitan la 
administración de liquidos fisiológicos al parénquima cerebral. Estas 
manipulaciones facilitan no solo la introducción de compuestos químicos y 
agentes farmacológícos síno que además permiten la colección y análisis de 
muestras biológicas obtenidas de estructuras nerviosas definidas. A través de la 
manipulación de las técnicas de perfusión en el animal in vivo aunadas a las 
modificaciones realizadas a la cánula de perfusión y al sistema de extracción, 
respectivamente; se logro incrementar el área de difusión entre el tejido y el medio 
de perfusión, la respuesta tisular a la estimulación local del tejido a lo largo de las 
sesiones de perfusión; y asimismo se logro la disminución de los accidentes 
hidrodinamicos, inducidos por lesiones mecánicas que se producen por los 
sistemas de perfusión cerrados a la presion atmosférica. La aplicación de las 
modific~ciones en nuestro sistema de perfusión, las cuales consistieron; en la 
modificación del diseño geométrico de la cánula concéntrica de uso común 
(Gaddum-Myers) y la apertura del sistema de extracción a la presion atmosférica, 
permitió colectar en forma exitosa muestras de perfusado del estriado de la rata, 
correspondientes a la liberación espontanea y liberación estimulada de material 
proteico endógeno determinado por el método de Lowry, posterior a la 
despolarización química del tejido estriatal con un medio de perfusión c-cnteniendo 
50 mM del ion K> en presencia de EGTA o del antagonista de canales de calcio, 
Verapamil. 

Asimismo, se exploró el origen celular del material proteico liberado, a través de la 
inyección de un pulso único del precursor metabólico radioactivo "S-metionina al 
estriado de la rata. Estos estudios demostraron que solamente una pequeña 
fracción del material proteico endógeno sintetizado de novo es liberable de sus 
pozas endógenas posterior a la estimularon química del estriado de la rata. Dicha 
liberación resultó ser dependiente de la presencia extracelular del ion calcio, 
observándose que dicha liberación fisiológica ocurre en fonma similar con la 
liberación de los neurotransmisores peptídicos y no peptídicos, proteinas 
endógenas como la Acetilcolinesterasa, Dopamina-Beta-Hidroxilasa, 
Cromograninas y Neurotrofinas en el sistema nervioso central de mamíferos. En 
adición estos estudios muestran la relevancia funcional que pudieran ejercer estas 
moléculas de naturaleza proteica en la regulación de la transmisión sinaptica. 
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SUMMARY 

"IN VIVO RElEASE OF NEWl y SYNTHETlZED PROTEIN lIKE MATERIAL 
FROM THE CENTRAL NERVOUS SYSTEM OF MAMMAlS IRA T)". 

The physiological regulalion of neurochemical evenls and Iheir integration into 
neural funclion can be sludied Ihrough oul Ihe in vivo approach of Ihe perfusion 
lechniques The in vivo perfusion of deep brain nuclei requires reliable probes and 
pressure buffering syslems lo allow Ihe adminislration 01 physiological fluids into 
Ihe brain. This sel of manipulalions facililales Ihe inlroduction 01 chemical and 
pharmacological compounds as well as sampling chemicals inlo and lrom defined 
neural structures. Through oul the manipulalion 01 Ihe perfusion techniques. and 
Ihe modificalion performed on Ihe perfusion cannula and extraclion syslems, we 
have succeeded in increasing the diffusion exchange area belween Ihe lissue and 
Ihe perfusion medium, the neural responsiveness 01 Ihe lissue lo local slimulalion 
alon9 Ihe perfusion sessions, and decreasing the hydrodynamics accidents 
induced by the mechanical lesions produced by perfusing devices (i.e., extraction 
syslems close lo Ihe almospheric pressure). Using our modifications performed on 
Ihe perfusion syslem, which consisl on a novel design on Ihe geomelry 01 the most 
common used coricentric push-pull cannula (Gaddum_Myers) and the opening 01 
Ihe extraclion system to the atmospheric pressure, we succeeded in collecting 
perfusate samples 01 both spontaneous and evoked release 01 protein like 
material, estimated by the method 01 lowry, afler depolarizing the nerve tissue 
(striatum 01 Ihe rat) with perfusion media containing 50 mM K', either in the 
presence of EGTA or the calcium-channel blocker Verapamil. In addition, we 
explored Ihe possible cell origin of the release material, by in vivo injecting a single 
pulse 01 a radiolabeled metabolic precursor ("S-Methionine) into Ihe striatum 01 
Ihe ral. Briefly, we showed Ihal a small Iraclion 01 the endogenous prolein material 
synthesized is released by slriatal neurons and such release is dependent on the 
presence 01 extracelular calcium, which support the hypothesis Ihal Ihese protein 
malerial secreled inlo Ihe extracellular space mighl exert importanl aclions at the 
synapsi, as shown for other neuroactive substances, including, Ihe vast number 01 
peplidergic and non peplidergic Iransmitters as well as neurolrophic subslances 
(neurolrophins), and enzymes such as Dopamine-Beta-Hydroxilase and 
Acelylcholineslerase. 
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INTRODUCCION 

El avance científico esta vinculado al desarrollo de métodos y estrategias 
experimentales que permiten observar, analizar y cualificar los fenómenos naturales. 
Desde el inicio del presente siglo, el funcionamiento del sistema nervioso de los 
mamiferos ha sido una de las interrogantes que mas ha atraído la atencíón de la 
investigación neurocientifica. El descubrimiento de la unidad anatómo-funcional que 
conforma el sistema nervioso central de todo mamífero, la neurona, ha permitido 
sentar las bases para explicar el funcionamiento de la comunicación química 
interneuronal. 

Hacia 1906, Sherrington denomina el termino sinápsis al sustrato anatómico que 
determina la comunicación entre las células nerviosas. Paralelamente, Bois, 
Raymond, Elliot, Loewi y Dale establecen los principios de la teoria quimica de la 
comunicación interneuronal. De esta forma, se establece que la transmisión nerviosa 
se inicia con la llegada del impulso nervioso a la terminal sináptica, induciéndose la 
liberación de un "mediador químico" al espacio intersináptico, que al interaccionar con 
la membrana de la célula posináptica [mediado a través de la interacción del ligando 
(agente neurohumoral) con un receptor especifico, generando mecanismos de 
señalamiento de postraducción membranal (v.g., proteínas G, generación de AMPc y 
proteinas-cinasas, etc.), se genera una señal eléctrica, propagándose el impulso 
nervioso a través de vías neuronales especificas. Estos agentes neurohumorales han 
sido definidos como neurotransmisores de naturaleza peptídica y no peptídica. 

Bajo este contexto general, un criterio importante para catalogar una sustancia 
química como neurotransmisor es la demostración experimental de su liberación en 
condiciones fisiológicas. Las técnicas neuroquimicas que permiten el análisis in vitro 
han brindado un avance sustancial en el estudio de los eventos neuroquimicos que se 
suscitan en la neurotransmisión. 

A pesar de la complejidad del sistema nervioso, se tiene la convicción de que la 
transmisión del impulso nervioso de una neurona a otra representa el evento 
fundamental en la función neural, lo que ha propiciado el desarrollo de uno de los 
enfoques mas exitosos desde el punto de vista experimental en la neurociencia actual; 
el estudio del funcionamiento del sistema nervioso a través del papel fisiológico que 
desempeilan los neurotransmisores en la expresión de estados conductuales en el 
animal de experimentación. Esto ha permitido generar dentro del contexto de la 
neuroquimica actual el concepto de "la codificación neurohumoral de las funciones 
cerebrales" (Myers y Drucker-Colin, 1974), donde a través de nuevas alternativas 
metodológicas y estrategias experimentales se ha podido evaluar los eventos 
neurobiolÓgicos implicados en la transmisión sináptica en estructuras neurales 
definidas que asociados con la preservación de la conectividad nerviosa con el resto 



del cerebro, se ha facilitado el estudio de la neuroquimica in vivo y su correlación con 
la conducta desarrollada en el animal bajo experimentación, 

A 

Figura 1.-, Ilustración esquemática de diferentes tipos de sínápsís 
que establecen las neuronas del SNC de mamíferos 

A-l.' Representación esquemática de un botón sináptico en contacto con una espina 
dendrítica ; donde se observan una especialización pre y posináptica a nivel 
membranal. 
BI.· Se muestra un axón que hace múltiples contactos sinápticos en el soma o 
tallo dendritico en una neurona posináptica; 
el., Ejemplo de un contacto sináptico de tipo "Calix" donde se establecen millares 
de espeCializaciones sinápticas, 
01.- Contacto sináptico tipo glomerular, entre una terminal axónica y múltiples 
dendritas (Walmsley y col., 1998), 
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LA NEUROQUIMICA IN VIVO 

La experimentación neuroquimica en regiones cerebrales aisladas y/o en estructuras 
celulares (v.g., cultivos celulares) y subcelulares (sinaptosomas) mecánicamente 
fraccionadas, han facilitado el control de las condiciones experimentales sobre las 
cuales son estudiadas. Más aun, el aislamiento tiene como consecuencia la perdida 
de las conexiones nerviosas con el resto del cerebro y del organismo entero. Por lo 
que los enfoques experimentales realizados in vivo, obtienen una gran ventaja para 
estudiar la regulación fisiológica de los eventos neuroquimicos con relación a la 
integración con las funciones cerebrales del animal in vivo. Bajo este contexto, la 
técnica de perfusión Push-Pull (infusión-extracción de liquidos artificiales) ha 
demostrado ser una herramienta de extrema utilidad en el estudio de la liberación in 
vivo de agentes neuroactivos en el sistema nervioso central de animales en libre 
movimiento. Este procedimiento permite realizar estudios en regiones cerebrales 
especificas, en particular en áreas anatómicas profundas del cerebro del animal (v.g., 
ganglios básales) donde la preservación de las conexiones neurales es critico para 
evaluar las eventos neuroquimicos y conductuales que se suscitan en el animal 
consciente. Asimismo, a través de la infusión y extracción continua de líquidos 
fisiológicos artificiales conjuntamente con la recolección inmediata de muestras 
biológicas en el sitio de perfusión, mediante la disposición de cánulas concéntricas 
(infusión-extracción) acopladas a un sistema de bombeo, se favorece la 
administración y recolección de substancias químicas del tejido cerebral. 

1.- Cánulas y Sistemas de perfusión. 

Desde finales de la década de los 50's, Fox y Hilton (1958) disenaron un sistema de 
tubos paralelos para perfundir tejido subcutáneo. Este sistema modificado, 
inicialmente por Gaddum (1961) y posteriormente por Myers (Myers y Beleslin, 1970), 
permitió adaptar un sístema de tubos concéntricos de infusión y extracción para 
estudiar y localizar el sitio de liberación de sustancias en el sistema nervioso central 
de mamíferos, técnica que revolucionó, el estudio de la neuroquímica in vivo. 

El principio funcional de estas cánulas concéntricas se basa en la infusión controlada 
y extracción simultánea de liquidos fisiológicos a través del tejido nervioso. La 
disposición intracerebral de esta cánula permite la formación de una superficie de 
contacto y difusión bidireccional que se establece entre el liquido administrado y el 
área tisular perfundida. Asimismo, es posible administrar diversos agentes 
neuroactivos resuspendidos en el liquido de infusión (v.g., neurotransmisores 
exógenos, fármacos, etc.,) y recolectar en forma fraccionada el liquido extraído del 
cerebro del animal in vivo para su análisis ulterior (Bayón y Drucker-Colin., 1985; 
Bayón 1987). El diseño de cánulas concéntricas de uso común (Gaddum-Myers) ( 

3 



figura 2) implantadas en el animal de experimentación se basa en la protrusión de la 
tubería interna (infusión) del cuerpo de la tuberia exterior (extracción). 

r;:====: 'lNFUS10N 

GUIA DE LA 
CANULA 

CANULA DE ___ -;¡ 
EXTRACC10N 

CANULA DE 
INFUSION 

CAMARA 

SISTEtAA DE F\JAC\ON 
DE LA CANULA 

AREA DE 
PERFU$ION 

Figura 2.- Modelo de Cánula Gaddum-Myers. Este sistema 
está conformado por dos sistemas de tuberias concéntricas; una tubería de infusión 
(blanco)y otra tubería de extracción (punteado), separados por dos piezas de acero 
inoxidable atornilladas entre sí (achuradol, que conforman la cámara superior. Esta 
cánula de peñusión es fijada al cerebro del animal por medio de una cánula-guía 
(negro). La cánula de infusión protruye del cuerpo de la tuberia de extracción. 
permitiendo la salida de líquido al tejido. La circulación de liquido esta mediada por la 
diferencia de presiones en el sistema de bombeo cerrado a la presión atmosférica, 
limitando el cambio de presiones que dañan el tejido durante los ensayos de 
peñusión. 
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Uno de los factores que limitan el uso común de estas cánulas (conectadas mediante 
tuberías de polietileno a bombas de perfusión) es la aplicación de sistemas de 
bombeo continuos, cerrados a la presion atmosférica; lo que produce durante la 
experimentación altos indices de fracasos debido al desarrollo de presiones negativas 
que se ejercen en el sitio de perfusión, que adicionalmente al efecto erosivo del liquido 
de perfusión que baña el tejido, producen fragmentación del tejido y sangrados 
profusos lo que determina la frecuente obliteración de la porción terminal del tubo de 
extracción, produciendo una obstrucción en el flujo de líquido y la alteración de la 
viabilidad de la preparación (figura 3), 

JERINGAS 

INFUSION 

EXTRACCION 

~~~~-HU€SO 
GUIA DE LA CANULA 

CANULA DE EXTRACCION 

CANULA DE INFUSION 

_AREA DE PERFUSION 

Figura 3.- Modelo de un sistema de perfusiÓn aislado de la presiÓn 
atmosférica 

La cánula de perfusión fijada al cerebro del animal, está conectada a través de 
tuberías de polietileno a jeringas reciprocantes acopladas a una bomba de perfusión, 
que permite la infusión y extracción de líquidos mediante la aplicación de presiones 
simultáneas establecidas por la velocidad de flujo que se determina en el sistema de 
bombeo. 
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Con el objeto de minimizar el daño mecánico inducido por la circulación de liquido en 
el sitio de perfusión. nueslro laboratorio realizo una modificación en la geometria de la 
cánula de uso tradicional. 

En nuestro modelo de cánula se realizó una "ranuración o hendidura" en la porción 
terminal del cuerpo externo de la cánula (tuberia de extracción) con el objeto de 
aumentar el área de perfusión (de1 mm' a 2-2.5 mm') / volúmen de liquido infundido 
por unidad de tiempo (ver ftgura 3). Asimismo. la tuberia interna (push) se ocultó del 
cuerpo de la tubería externa. con el objeto de minimizar en lo posible la erosión del 
tejido perfundido. por el liquido circulante. modificándose adicionalmente el sistema de 
perfusión. donde el sistema de extracción cánula externa-bomba polistáltica se expuso 
a la presion atmosférica. modificándose las velocidades relativas de infusión (50 
"I/min) y extracción (100 "I/min) (Bayón y col.. 1985) (ver figura 4). 

Los cambios de presión hidrostática en el área de perfusión se dan básicamente por la 
presencia de una presion positiva en el sistema de infusión. lo que conlleva la 
acumulación de líquido. desplazamiento y ruptura de los elementos tisulares en el 
área perfundida ylo la existencia de presiones negativas en el sistema de extracción. 
que originan ta erosión y lesión en el tejido. logrando la obstrucción en el flujo del 
líquido de perfusión. Cuando son utilizados procedimientos de bombeo del liquido de 
perfusión. que no poseen la capacidad y eficiencia para equilibrar las alteraciones de 
presion suscitadas por cambios en la resistencia del tejido en el área de perfusión 
(v.g .• edema. oclusión) como son los sistemas "cerrados" de perfusión. que mantienen 
un flujo constante a to largo del área tisular perfundida (aislado de la presion 
atmosférica). se producen con alta frecuencia los fenómenos mencionados 
anteriormente. 

Sin embargo. los sistemas "abiertos" a la presion atmosférica (diagrama 2. en 
publicación Salud Mental. anexada) no requieren de mecanismos de infusión y 
extracción de alta precisión y utilizan bombas perostálticas pulsátiles que infunden y 
extraen liquido al presionar peristálticamente tuberías de silastic o teflon colocadas 
sobre rodillos que giran a la velocidad deseada. El balance de entrada y salida de 
liquido en el área de perfusión se logra mediante la apertura del sistema de extracción 
(v.g .• tubería de extracción) a la presion atmosférica (Neouillon y col.. 1977). De esta 
forma. los cambios de presión pueden ser equilibradas por la entrada de aire dentro 
del sistema de extracción cuando la resistencia del tejido varia. evitándose el 
desarrollo de presiones negativas en el sitio de perfusión (Bayón y col. 1985. 1986). 

En estudíos preliminares se comprobó el funcionamiento de los dos diseños de cánula 
con el propósito de registrar el daño y viabilidad del tejido perfundido. Se utilizaron 
marcadores químicos (proteína endógena total. actividades enzimáticas como LDH. 
colinesterasas y proteasas) y fisicos de lesión (sangrados y alteracióri en la 
recuperación del liquido de perfusión) (Bayón y col .. 1985) asi como un marcador 
interno para determinar el proceso de difusión tejido-medio de perfusión (analizado 
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por medio de la concentración de proteina endógena) y un marcador externo, 
indicador de difusión, medio de perfusión-área de tejido perfundido (analizado por 
medio del indice de captura lísular de 'H-GABA) (Bayón y col., 1985, 1986). La 
viabilidad del tejido durante la perfusión se determinó en base a la respuesta del tejido 
por liberar en condiciones basales y en condiciones de estimulación quimica con 
soluciones despolarizantes que contienen una alta concentración del ion K' (50 mM) 
neurotransmisores peptidicos y no peptidicos. (Bayón y col., 1986). 

La aplicación del modelo de cánula de perfusión modificada en nuestro laboratorio, 
produjo resultados positivos en cuanto a la reduccción del indice y frecuencia de 
obstrucciones a lo largo de las sesiones de perfusión continua (6-8 hrs), minimizando 
la presencia de lesiones mecánicas y manteniendo una eficiencia en la perfusión 
continua de liquidas artificiales, lo que determinó la recolección continua de muestras 
biológicas durante las sesiones de perfUSión en el animal en libre movimiento. 

La confiabilidad, reproducibilidad y resolución temporal que ofrece esta técnica de 
perfusión, nos han permitido extender su uso al estudio de los mecanismos que 
regulan la liberación in vivo, de sustancias neuroactivas en estructuras anatómicas 
definidas como el estriado de la rata, lo que permite analizar y asociar la 
experimentación neuroquimica con cambios conductuales en el animal consciente. 

El desarrollo de diversos procedimientos metodológicos de perfusión y técnicas 
análogas implementadas inicialmente por Gaddum-Myers, ofrecen y exhiben el mismo 
procedimiento funcional de perfusión previamente expuesto. (Feldberg y Myers, 1966; 
Carr y Moore, 1969; Besleslin y Myers, 1970). Sin embargo, la utilidad de éstas, se 
encuentra restringida a supeñlCies o cavidades cerebrales y son técnicamente 
inadecuadas para estudiar eventos neuroquimicos en regiones discretas localizadas 
en el interior del parénquima cerebral (Kovacs, 1976; Ungerstedt, 1982; Hamberger y 
col., 1985). Las membranas de diálisis originalmente descritas por Delgado (Delgado, 
1970), ofrecen una ventaja experimental en el estudio neuroquimico de áreas 
discretas del cerebro, pero su desventaja radica en la presencia de una membrana de 
permeación que permite una lenta y baja eficiencia en el intercambio de liquido 
infundido y el tejido perfundido. Aunque hoy en dia este diseño y procedimiento de 
perfusión ha sido reemplazado por el desarrollo de nuevos sistemas de perfusión que 
utilizan sondas de microdiálisis (Arias y coi., 1998; Remblier y col., 1998; Kikuchi y 
col., 1998; Ikarashi y cOI., 1998; Konya y col., 1998), su uso experimental es 
inadecuado en el estudio de la liberación de agentes neuroactivos de alta masa 
molecular (v.g., proteinas), al restringir la permeabilidad de proteinas con diferentes 
masas moleculares. 

Asimismo, la utilización y aplicación de diferentes técnicas de perfusión in vivo han 
favorecido el estudio de la regulación de la liberación de diferentes peptidos 
bioactivos localizados en discretas áreas anatómicas del cerebro del animal (Bayón, 
1981', Landgraf, 1996, Woljak y col., 1996; Cardenas y Ramirez, 1996, Saleh, 1997; 
Tohei y col., 1998; Morris y Pavia, 1998;). 
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En general, nuestros resultados muestran que el uso combinado de nuestro modelo 
de cánula de punta ranurada y el sistema de extracción abierto a la presión 
atmosférica, demuestran ser una técnica eficaz y confiable en la detección de la 
liberación in vivo de neurotransmisores exógenos (GABA-H'), proteina endógena y 
proteina endógena marcada con el precursor metabólico Metionina-S" (Leff P. y 
Antón B., 1999, publicación anexada) evocada por la estimulación quimica y/o 
farmacológica del tejido cerebral. 

PUSH CANNUC'--JI 

Figura 4.- Modelo de cánula con [anuración en el extremo terminal del 

sistema de extracciÓn. Al igual que la cánula Gaddum-Myers esta cánula está 
conformada por dos sistemas de tuberias concéntricas; una tuberia de infusión 
(achurado) y otra tuberia de extracción (punteado), separados por dos piezas de 
acero inoxidable atornilladas entre si (rayado), que conforman la cámara superior..A 
diferencia de la anterior, el disello de esta cánula se basa en la modificación de la 
geometria de la tuberia de extracción, realízandose en us extremo terminal una 
hendidura o ranuración, que permite proteger el área tisular bajo perfusión del efecto 
erosionante del liquido circulante, y asimismo permite aumentar la superficie de 
conlacto entre el liquido circulante y el tejido perfundido Las tuberias concéntricas de 
infusión-extracción están acopladas por tuberias de silastic a una bomba peristáltica 
que permite manejar diferentes velocidades de flujo de líquidos artificiales y cuyo 
sistema de extracción se encuentra abierto a la presión atmosférica, compensando de 
esta manera la diferencia de presiones ejercidas durante la perfusión del tejido (ver 
diagrama 2 en publicación Salud Mental, pago 39). 
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PROTEINAS y ENZIMAS COMO POSIBLES 
MENSAJEROS EN LA COMUNICACION QUIMICA 

INTERNEURONAL 

1.- Generalidades 

la estimulación del tejido nervioso. además de inducir la liberación de 
neurotransmisores de naturaleza peptídica (Bayón y col.. 1985, 1986; Sirinathsinghi y 
col., 1989; Olive y Maidment, 1998) aminoácidos y aminas bíogénicas, induce la 
liberación de sustancias proteicas de alta masa molecular, si bien algunas de ellas 
han sido bien caracterizadas (AChE; DBH, factores tróficos o neurotrofinas) (Bayón y 
col., 1985, 1986; Greenfreld y col., 1984; Greenfield, 1991) desde el punto de vista 
bioquímico, fisiológico y molecular, existen una variedad de moléculas proteicas aun 
no caracterizadas a nivel funcional y molecular que' son liberables fisiológicamente 
apartir de celulas neuronales y celúlas gliales, presentan un potencial enorme de 
estudio, para identificar, caracterizar y aislar nuevas sustancias neuroactivas con 
posibles funciones regulatorias en la neurotransmisión del SNC de mamíferos (Bayón 
y col., 1985, 1986, leff y Anton, 1999). Diversos enfoques experimentales han sido 
utilizados para estudiar y analizar los mecanismos y eventos quimico-moleculares que 
regulan la secreción de las diversas moléculas neuroactivas en el sistema nervioso 
central. En particular aquellos que han permitido identificar, a'lslar, clonar y 
caracterizar la funcionalidad de diferentes proteínas asociadas a vesículas exociticas 
involucradas en el transporte intracelular de vesículas sinápticas, la fusión de estas a 
la termínal presináptica (membrana vesicularl membrana plasmatica), reciclaje y 
endocitosis de vesículas exociticas. Estos eventos moleculares determinan el 
acoplamiento del fenómeno fisiológico "estimulo-secreción" mismos que facilitan la 
neurosecreción de múltiples mensajeros químicos en el sistema nervioso central y 
glándulas de Secreción interna (sistema APUD o de neurosecreción) en diversas 
especies de vertebrados e invertebrados (De Camilli y Reinhard, 1990; Bajjalieh y 
Scheller, 1995; Volknandt, 1995; Matthews, 1996). 

2.- Rutas de secrecion en celulas eucarioticas 

las células eucarióticas se caracterizan por poseer dos rutas diferentes de secreción 
exocítica, mediante la cual diversos productos de secreción son depositados al 
espacio extracelular. la secreción de tipo constitutiVa, ruta de secreción básica 
operante en todas las células de los organismos vivos, se caracteriza por el transporte 
constante de vesículas pequeñas (50 nm) provenientes de aparato de Golgi (Trans
Golgl) a la superficie celular, donde se lleva a cabo el proceso de exocitosis del 
contenido vesicular , mismo que no requiere el almacenamiento intermedio y 
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procesamiento del contenido vesicular y es responsable por el recambio de 
componentes membranales de la membrana de superticie (De Camilli y Reinhard, 
1990). Asimismo, múltiples células diferenciadas (v.g., neuronas, células endocrinas y 
neuroendocrinas, etc.) responden secretando o liberando sus conlenidos vesiculares a 
través de una ruta de secreción regulada, involucrada en la segregacion, transporte, 
almacenamiento, concentración, procesamiento enzimático y exocitosis del material 
vesicular exportado (v.g., proteínas, prepropéptidos, mensajeros químicos peptídícos y 
no peptídícos, etc.) en respuesta a un apropiado estimulo (químíco, farmacológico, 
eléctrico, etc.) (De Camilli y Reinhard, 1990). La coexistencia de ambas rutas de 
secreción en una misma célula ha permitido esclarecer con mayor precisión las 
eventos moleculares que determinan las rutas de secreción celular (De Camilli y 
Reinhard, 1990; Volkandt, 1994). 

3.- Aspectos moleculares de la secrecion neuronal 

(Interaccion de proteinas vesiculares y proteínas membranales) 

La neurotransmisíón representa la forma de comunicación primordial en el sistema 
nervioso central y los cambios que regulan o detE;!rminan la efectividad de este 
proceso, es lo que define la plasticidad cerebral en conjunto con las estructuras que 
conforman las múltiples conexiones sinápticas (ver figura 1) (Bajjalieh y Scheller, 
1995; Matthews, 1996; Bennett y col .. 1997; Bennett, 1998). La neurosecreción se 
distingue de la secreción constitutiva por ser regulada y activada particularmente a 
través de la difusión de concentraciones nanomolares del ion Ca" al espacio 
intraneuronal posterior a los eventos ionicos que regulan la despolarización neuronal. 
La secreción regulada, comparte rasgos similares con la secreción constitutiva, 
utilizando elementos estructurales del citoplasma (v.g., actina) que facilitan el 
transporte, segregación y Imovilización submembranal de vesículas exocíticas y 
componentes moleculares de origen membranal (v.g., fosfolipidos ácidos) que 
determinan y facilitan entre otras moleculas efectoras, los eventos de fusión 
membranal de vesículas exociticas.(Oe Camilli y Reinhard, 1990; O'Connor y col., 
1994; Volnandt, 1994; Bajjalieh y Scheller, 1995). Mediante la clonación y 
caracterización molecular de diversas proteínas constitutivas de vesículas sinápticas 
se ha podido evaluar múltiples funciones relacionados con los eventos fisiológicos y 
moleculares involucrados en la secreción inducida de moléculas bioactivas 
(neurotransmisores peptidicos y no peptídicos)(Volkandt, 1995; MaHhews, 1996). 
Estas moléculas proteicas integradas o asociadas a la membrana vesicular han sido 
localizadas en distintas vesículas sinápticas (SSV y SOCV) y en vesículas secretorias 
(v.g .. gránulos cromafines, LOCV), en el tejido neuronal y en tejidos de secreción 
neuroendocrina (v.g., glándula adrenal) en múltiples especies de vertebrados (v.g .. 
rata, bovino) e invertertebrados (v.g., moluscos marinos,) (Volkandl. 1995; Avery y 
col., 1997). Estas proteinas, incluyen transportadores de moléculas pequeñas, como 
el complejo proteico-hetero-oligomérico que comforma la bomba protónica vacuolar; 
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V-A TPasa (Mr; 750 Kd); el transportador intravesicular de moléculas pequeñas (calcio, 
ATP, nucleótidos, cloro), la protefna neuronal SV-2A, SV-28 (M.M.,80-150 kDa), 
proteínas transportadoras de aminas biogénicas (ACh); VMAT-1, VMAT-2 (M:M.,; 50-
65 kOa); proteinas integrales de vesículas, sensoras de Ca'· intracelular, relacionadas 
con el proceso de secreción como la sinaptogamina-p65; sinaptogamina 1, 
sinaptogamina 1/1, la frequenina, la neuronal NCS-1 (Lang y col., 1997; Thomas y 
Elferink, 1997; Mizuta y col., 1997, Baram y col., 1998; McFerran y col., 1998); 
proteínas relacionadas con la fusión de vesículas con la membrana plasmatica, 
asociadas al citoesqueleto celular (Velentijn y col., 1998), como las moléculas 
sinaptobrevinasNAMPs, las sinaptofisinas, sintaxinas, rabphi/ina-3a (rab-3a), la 
proteína Noc2; asi como proteínas relacionadas con la formación de poros 
membrana les, las sinaptoporinas (Bauerfeind y col., 1995; Avery y col., 1997; Tasaka 
y col., 1998); proteinas relacionadas con el transporte y movilización de vesículas a 
sitios activos en las terminales sinápticas; como proteínas asociadas a GTP (GTP
binding proteins, Proteína Rho) (Jena y col., 1992;Gasman y col., 1997; Zhang y col., 
1998); proteínas ínvolucradas en la activación y regulación funcional de las proteínas 
sinápticas por fosforilación, como la calmodulina-proteina cinasa 11 (Ca/CaM-K 11) [ver 
esquema de configuración membranal de vesícula sináptica colinérgica (figura 5)). 
Asimismo diversos estudios han reportado la presencia de un grupo de proteínas 
solubles denominados como proteínas SNARE, como las proteínas vesiculares 
denominadas SNAPs (synaptosomal-associated proteins, por sus síglas en inglés) 
(v.g., SNAP-23, SNAP-25) (Hohne-Zell y col., 1997; Linial y col., 1997; Sadoul y col., 
1997a y b; Huang y col., 1998; Nemoz-Gaillard y col., 1998; Gou y col., 1998). 
Asimismo, dentro de este grupo de proteínas, se enmarcan otras proteínas 
denominados CSPs (cystein string proteins, por sus síglas en inglés) (Brown y col., 
1998), proteínas citosólicas dependientes Ca'· y ATP, definidas como CAPs (Ann y 
col., 1997), la proteina de fusion sensible a N-eti/ma/eimida, NSF (Burgoyne y Margan, 
1998); las cuales parecen regular el proceso de exocitosis de diversas vesículas 
endocíticas, mediando la fusión membranal de estas a la membrana celular en forma 
dependiente de la concentracíon intracelular del ion Ca++ (O'Connor y col., 1994; 
Baüaliah y Scheller, 1995; De Bello y col., 1995; Matthews, 1996; Enguish y col., 1997; 
Davletov y col., 1998; Koizumi e Inoue, 1998). En adición, este mecánismo de fusión 
membranal resulta ser dependiente de la activación de diversas proteínas cinasas 
dependientes e independientes de la actividad de AMPc (Naor y col., 1989; Billiard y 
col., 1997; Clegg y col., 1998, Scott y col., 1998, Shefler y col .. 1996) que en su 
conjunto determinan la forma en que los mensajeros químicos son liberados por los 
mecánismos moleculares de e)(ocitosis. Indistintamente, diversos estudios de 
inmunohistoquímica (IHQ), utilizando anticuerpos selectivos ínmunoreactivos a 
diferentes marcadores proteícos vesiculares, han confirmado la existencia de múltiples 
vesículas neurosecretorias, incluyendo un subtipo de vesículas híbridas (SDCV, sma" 
dense core vesicles, por sus siglas en inglés), resultantes de la fusión de vesículas 
sínáptícas pequel\as (SSV, sma" synaptic vesicles) y gránulos neurosecretorios 
(LDCV, large dense core vesicles) que almacenan el mismo material proteico liberable 
(DBH, Cromograninas, AChE, peptidos neuroactivos y aminas biogénicas e iones) 
(Bauerfeínd y col., 1995; Gooda" y col., 1997) (figuras 5 y 6). 
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Figura 5.-

Representación esquemática de los constituyentes moleculares de 
una vesícula sináptica colinérgica (Volkandt, 1994). 
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Figura 6.- Componentes moleculares involucrados en la fusión de 
vesículas secretorias a la membrana plasmática 

En este esquema se puede apreciar la red de moléculas que intervienen en el 
proceso de fusión, formando partículas submembranales que determinan el sitio de 
acoplamiento vesícula ·membrana y su fusión con esta. En la figura superior, se 
puede apreciar que la estimulación de la célula induce la movilización submembranal 
(vesicle in exclusion zone) y atracamiento de vesiculas exocíticas (primed docked 
vesicle) en sitios activos específicos donde se efectúa la fusión vesícula-membrana, 
evento mediando por la presencia de proteínas del ciloesqueleto como la actina. En la 
figura inferior, se aprecia el complejo proteiCO que interviene y determina el evento de 
fusión membrana!. La vesícula secretoria asociada a la proteína sinaptobrevina 
interactua con otra serie de proteínas, como la NSF (ver texto) y proteinas definidas 
como SNAPs (ver texto), que en conjunto con la sinlaxina permiten el acoplamiento 
vesícula-membrana, esquematizado en este caso para los gránulos cromafines (Livett, 
1993). 
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4.- Liberación de proteínas en el Sistema Nervioso Central y 
Periferico de mamíferos. 

a).- LiberaciÓn in vivo de proteínas al Liquido cefalo@quideo (LCR) y al Espacio 
extracelular (EEe).- Diversos estudios experimentales, han mostrado la liberación 
fisiológica continua de proteínas hacia el liquido cefaloraquideo en el cerebro de 
mamiferos (v.g., conejos. gatos) conjuntamente con la liberación inducida de 
neurotransmisores (v.g., 5-HT) a través la perfusión ventriculo-cisternal (Barkai y col., 
1978,; Barkai, 1979, Drucker- Colín y Spanis, 1975). Estos estudios demostraron por 
un lado, que la concentración promedio detectada en el lCR del material reactivo a 
Lowry (MRl) en los perfusados colectados (780 ± 97 Ilg/ml) dependia de las 
condiciones experimentales a los que era sujetos los animales de experimentación. 
Estos estudios hacen mencion, que el 85 % del material proteico total estimado en 
este compartimento, correspondiente a proteinas con una masa molecular mayor a los 
50 kDa, es secretado a una velocidad promedio de 4.5 Ilg/min, en tanto que la 
administracion peritoneal previa de anestésicos como el pentobarbital (266± 65 IJg/ml) 
o el tratamiento con antagonistas dopaminérgicos como el haloperidol (166± 38 
ug/ml), reducen significativamente (60-75 %) la velocidad de secrecion de esta 
fraccion proteica (Barkai, 1979). Mismos estudios reportan, que los niveles del 
material proteico de menor masa molecular « 50 kDa) en el lCR (82 ± 18 ¡.Ig/m!) la 
velocidad de secrecion es reducida en un 50 % con el mismo tratamiento 
farmacológico (1.75-2.14 IJg/min) (Barkai, 1979). En extensión a estos resultados 
experimentales, Kaczmarek y Adey observan, a través de la perfusión in vivo de la 
corteza cerebral de gatos, la liberación de glucoproteinas marcadas con precursores 
metabólicos radioactivos se incrementa considerablemente con la aplicación de 
soluciones despolarizantes que contienen 40 mM de K' (Kaczmarek y Adey, 1975). 
Sobre este contexto, Friedel y col., identifican un grupo de proteínas de origen 
neuronal liberados al EEC en el sistema neurosecretor fotocerebral de la langosta. 
Dicha liberacion fue observada posterior a la estimulacion y propagación de un 
potencial de acción. Siendo esta liberacion producto de la despolarizacion neuronal y 
de la corriente entrante de Ca" al espacio intraneuronal (Friedel y col., 1981). 

Diferentes líneas de investigación, empleando técnicas inmunoquímicas y métodos de 
doble marcaje de proteínas con aminoácidos radioactivos, reportan liberación 
neuronal de glucoproteinas al espacio extracelular (EEe) (Benowilz y Shashoua, 
1979) durante entrenamientos conductuales especificos en vertebrados marinos, 
como el pez carpa; cuyo recambio se incrementa posterior a la adquisición de un 
aprendizaje establecido y a la consolidación de una memoria a lar90 plazo (Shashoua, 
1985); otros grupos de investigación demuestran, mediante la perfusión de la 
formación reticular del cerebro de gatos, empleando cánulas de perfusión "push-pull", 
la correlación entre la liberación espontanea de material proteico con el desarrollo de 
estados conductuales (sueno) (Drucker-Colin y Spanis, 1975), cuya liberación sigue 
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un curso diurno de oscilación, incrementándose substancialmente durante la fase 
profunda del sueno REM (MOR). 

b).- Liberación in vitra de proteínas al espacio extracelular (EEC),-

El tejido neuronal representativo de la unión neuromosucular, ha sido quizá la 
preparación in vitro más estudiada en el campo de la liberación de proteínas de origen 
neuronal. Los trabajos iniciales de Musick y Hubbard, y posteriormente de otros, 
mostraron que la estimulación del nervio frénico produce una liberación significativa y 
prolongada de material reactívo a Lowry (MRL) en conjunto con la liberación de ACh, 
en forma dependiente del Ca" extracelular, misma que se incrementa con la 
exposición a antagonistas colinérgicos (d-tubocuranina) o con la exposición a altas 
concentraciones del ion K< (Musick y Hubbard, 1972, Bray y Harris, 1975, Musick , 
1979), efecto antagonizado por iones MgH Bajo este contexto, diversos estudios 
experimentales muestran que el material proteico recién sintetizado incluyendo la 
actividad de colinesterasas (Younkin, 1978), no solo es transportado axonalmente por 
nervíos periféricos a diferentes velocidades (Hines y Garwood, 1977), y liberado al 
medio extracelular durante la estimulación eléctrica de estos (7 Hzl30-60 5eg.) 
(Musick, 1979), sino que este materíal sintetizado a partir de diferentes precursores 
metabólicos es capaz de ser translocado transinápticamente al tejido muscular en 
cuatro pulsos u 'ondas proteicas· diferentes (Korr y col., 1967, Appletauer y Korr, 
1975), liberado al EEC en una concentracion promedio de 75-1251191 en 24 hrs (Hines 
y Garwood, 1977). Esta concentración equivale aproximadamente al 1 % del contenido 
total de proteína tisular, y a u rango de 10-40 % de la incorporación tisular total del 
trazador (Leu-C"). Estudios posteriores utilizando mismas preparaciones biológicas, 
muestran que una porción del material proteico (> 50%) es sintetizado por células 
gliales satélites localizadas en los ganglios simpaticos paravertebrales y/o por células 
de Schwamm y translocada a los nervios subyacentes posterior a su difusión al EEC 
(Lasek, 1970, Tedechi y col., 1981). 

Bajo este lineamiento, Sweadner reporta la liberación espontanea e inducida de un 
grupo de glucoproteinas solubles provenientes del cultivo de neuronas simpáticas del 
ganglio cervical superior de la rata. Sus observaciones muestran que el 2-3 % del 
material proteico total sintetízado in vitro, resulto ser estable a lo largo de 9 hrs. (t,,, de 
9 hrs) yes liberado al medio extracelular. Este material no es producto de degradación 
proteolítica (el patrón electroforético de las proteínas sintetizadas de novo, no varia 
cuando se expone el material en contacto con inhibidores de proteasas) (Sweadner, 
1981) Tanto la liberación espontanea como inducida de este grupo variable de 
proteínas provienen de terminales axónicas, dendritas y/o cuerpos neuronales, y 
asimismo parecen ser dependendientes del grado y estado de diferenciación neuronal 
(PaHerson, 1978, Sweadner, 1981). Estos eventos ontogenicos, parecen modificar el 
típo y número de proteínas secretadas (Sweadner, 1981, Heydorn y col., 1985). En 
extensión a estás observaciones experimentales, Sweadner muestra que la 
modificacíón postraduccional de proteínas precursoras (Pl-210 kDa, P3-215 kDa), 
origina la expresión e inserción membranal de proteínas de menor peso molecular 
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(B2-185 kDa y B4-180 kDa), ricas en manosa y no en ácido siálicD. ori9inando 
proteínas solubles (S1; S4) cuando el medio se condiciona para incrementar la 
liberación .de neurotransmisores (NA, ACh). Estas proteinas solubles son liberadas al 
EEC en forma dependiente de la concentracion del Ca" externo y de la actividad de 
proteasas especificas dependientes de este ion cuando el cultivo es estimulado con 
soluciones despolarizantes (K' 30 mM) (Rodeman y col.. 1982) (Sweadner. 1983 a y 
b). Estas proteinas liberadas parecen corresponder o derivar de una proteina integral 
de membrana previamewnte caracterizada llamada glucoproteina, NILE (McGuire y 
col., 1978). 

Asimismo. diversos grupos de investigación. utilizando rebanadas de tejido cerebral. 
reportan la liberación tónica (no estimulada) de glucoproteínas marcadas con 
diferentes radioisotopos en explantes del lóbulo intermedio de la hipofisis (Thorton. 
1982). la liberación in vitro de material proteico al EEC. posterior a la estimulación 
eléctrica del hipocampo de la rata (Duffy y col.. 1981; Hesse y col.. 1984) y/o la 
liberación in vitro de material proteico posterior a la despolarización quimica del tejido 
hipocampal con 50 mM de K' en presencia de'Ca" (1.8 mM) (Thorton, 1982). 

En adicion a estos resultados, estudios posteriores muestran que los tejidos 
endocrinos, como las celulas alfa y beta del páncreas de rata y humano, secretoras de 
glucágon e insulina, expresan en la superficie membranal una inmunoreactividad 
específICa a antígenos peptídicos correspondientes a insulina, el péptido e, glucágon 
y cromograninas, en los sitios donde se produce el fenómeno de fusión y exocitosis 
de gránulos secretorios (Lars-Inge y col., 1989) 

Además de los estudios de liberación neuronal de macromoléculas, diferentes 
estudios realizados a partir de preparaciones de cultivo de diferentes líneas tumorales 
de glía (v.g., glioma-C6, astrocitoma) y lineas celulares híbridas (v.g., neuroblastoma), 
demuestran la liberación al medio extracelular de un grupo extenso de glucoproteínas, 
incluyendo el factor de crecimiento neural, NGF (ver más adelante en sección de 
neurotrotinas) (Arenander y De Vellis. 1980, t981 a y b) que poseen la capacidad de 
promover el crecimiento y diferenciación de neuronas sensoriales (Truding y col, 1975, 
Schubert 1978, Salton y col., 1983, Yavin y col., 1986). 

5.- Cromogranjnas 

El estudio de la liberación de proteínas tiene sus origenes desde la década de los 
60's, donde diversos grupos de investigación habian reportado la liberación de 
componentes proteicos en células cromatines de la medula adrenal, que en forma 
simultánea con la liberación de catecolaminas estas eran almacenadas en los 
gránulos cromafines y liberados por exocitosis, mediante la aplicación de acetilcolina 
(Banks y col., 1965; Kirshner y col., 1967). Estas proteínas de variables masas 
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moleculares han sido refereridas y conocidas en la literatura como cromograninas 
(Blaschko y col., 1967; Winkler y Fischer-Colbrie, 1992 ). Estas substancias bioactivas 
estan representadas por un grupo heterogéneo de moléculas de alta masa molecular, 
donde la Cromogranina A (De PoHer y col., 1969, 1970) Y la Oopamina Beta
Hidroxilasa (OBH) (Viveros y col., 1968) parecen conformar el paquete proteíco 
intravesicular de mayor abundancia. Subsecuentemente diversos estudios han podido 
confirmar la co-liberación inducida (por estimulación eléctrica del tejido) de 
catecolaminas en terminales adrenérgicas, conjuntamente con la familia de 
Cromograninas y OBH, en forma dependendiente de la presencia de Ca" en el medio 
de incubaci6n (De PoHer y col., 1969 ). Estas moléculas son almacenadas en 
vesiculas "grandes' (LOCV) conjuntamente con norepinefrina (NE), representando el 
87% de las proteínas ácidas solubles en el espacio intravesicular, conjuntamente con 
la OBH (fracci6n representada por el 4% del contenido vesicular), péptídos bioactivos, 
derivados de sus precursores proteícos específicos (v.g., encefalinas, el péptido, 
NPY), (que conforman el 1 % del contenido soluble vesicular) (Fischer-Colbrie y col., 
1989; Geffen y col., 1974). 

Si bien las técnicas inmunohistoquímicas, han facilitado la detección inmunoreactiva 
de las cromograninas en diferentes tejidos neuroendocrinos (v.g., sistema de 
neurosecreci6n interna ) (Simon y coi., 1989) en áreas neuroanatomicas y sistemas 
neuronales específicos del SNC de mamíferos (Weiler y col., 1990; Muñoz y col., 
1990; Mahata y col., 1993, Kirschmair y col., 1995; Majdoubi y coi., 1996;) así como su 
presencia en el compartimento ventriculo-cisternal del cerebro de mamíferos (v.g., 
LCR) (O'Connor y col., 1993; Elder y col., 1998); la aplicación de las técnicas de 
radioinmunoensayo (v.g., RIA, por sus siglas en ingles) han favorecido el diágnostico 
tumoral de diferentes neoplasmas malignos de origen endocrino y neuroendocrino, 
utilizando los diferentes familias de cromograninas (v.g., cromogranina A, 
Cromogranina B y Secretogranina 11/ Cromogranina C ) como marcadores tumorales 
selectivos para diferenciar lineas tumorales neuroendocrinas que secretan en 
abundancia estos productos proteicos escindidos de sus respectivas moléculas 
precursoras. Además, estas moléculas son altamente utilizadas como excelentes 
marcadores intracelulares de las etapas de maduración, segregación y transporte de 
los gránulos de secreción y por tanto utilizados como marcadores de la ruta de 
secreción exocitica (Simon y col.. 1989; Fischer -Colbrie y col, 1995). Sobre este 
lineamiento, se ha observado que la fusi6n de proteínas recombinantes, como la 
cromogranina B (hCgB) y la proteina fluorescente-GFP (hCgB-GFP) en células 
transfectadas (v.g., S65T, EGFP) son capaces de segregar la cromogranina B en 
vesiculas endocíticas asociadas con el marcador proteico vesicular (sinaptogamina 1), 
siendo el contenido vesicular liberado bajo estimulación química de las células con 50 
mM de K· , en presencia de Ca"; evento que resulta ser similar a lo observado 
cuando se estimula quimicamente celúlas tumorales como la linea tumoral 
neuroendocrina, PC12 (Kaether y col., 1997). 

Las cromograninas representan una familia de precursores proteicos, cuya regulación 
de su transcripción a nivel celular ha sido recientemente descrita en tejidos 
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neuroendocrinos (Canaff y col., 1998) y en el tejido nervioso (Shen y Gundlach, 1998) 
de donde se han aislado, identificado y caracterizado respectivamente, una gran 
familia de neuropeptidos bioactivos como la secretoneurina (péptido derivado de la 
cromogranina C)(Kirscmair y col, 1993); el peptido PE-11 (derivados de la 
Cromogranina B) (Kroesen y col., 1996) y péptidos bioactivos derivados de la 
Cromogranina A (Vasostatina, ¡l-granina, pancreastatina, el peptido GE-25) 
(Kísrchmaír y col., 1995; Cohn y col., 1995) y otra nueva proteína obtenída del mísmo 
precursor (NESP55) (Lovisettí-Scamíhorn y col., 1999) parecen procesarse en forma 
diferencial durante el transporte axonal de sus precursores (figura 7). 

-18 1 40 76 114 240 288 347 419 448 ---
Fragment 

Cga ('''01 
Vasostatin ('.71) 

S-Granin \,.1\4\ 

Pancreastatin "40-2111 

Parastatin (347""1 

Target tissue 

Thyroid C-cells, tumor cens 
Vascular Museulature 
Parathyroid 
Panero Islet, Pa~athyroid.Pit. 
Parathyroid 

Figura 7-. CaracterizaciÓn Molecular de la Cromogranina A.- Representación 
esquemática del fragmento polipeptidico de la Cromogranina A, y peptidos 
caracterizados que se derivan del procesamiento proteolitico intravesicular de esta 
preprohormona en células neuroendocrinas y células neuronales. Diferentes 
fragmentos peptidicos localizados en la preprohorrnona han sido aislados, 
identificados (columna izquierda, fragments) y caracterizados funcionalmente con 
respecto a las actividades biólogicas que estos fragmentos peptídicos expresan y 
ejercen en los tejidos endocrinos blanco afectados (columna derecha, targe! tissue) 
(Kirshmaír y col, 1995) 
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6.- Acetilcolinesterasa y Butirilcolinesterasa 

al.- IntroducciÓn.- La acetilcolinesterasa representa la proteina mas estudiada e 
investigada dentro del amplio espectro de macromoléculas identificadas, aisladas. 
clonadas y caracterizadas molecularmente tanto en especies de vertebrados 
(Randall,1994) como de invertebrados (Lewis y col., 1982; Toutant, 1989; Meyer y 
col., 1998). La acetilcolinesterasa (AChE; E.C. 3.1.1.7) es la enzima involucrada en la 
hidrólisis del neurotransmisor acetilcolina (Ach) y tanto esta como la 
butirilcolinesterasa (BuChE; E.C. 3.1.1.8) existen en los tejidos (membranas 
plasmáticas) y liquidas biol6gicos (plasma y LCR) como polímeros en dos 
comformaciones estructurales, como proteínas anfifilicas simétricas , formados por la 
asociación de distintas subunidades catalíticas globulares; G" G" G, las cuales son 
extraídas con soluciones amortiguadoras de baja fuerza ionica ylo con detergentes 
ionicos cuando se encuentran insertartadas o ancladas a membranas plasmáticas a 
través de un glucolípido que contienen fosfatidilinositol asociado a un fragmento 
peptidico hidrofóbico de 20 kDa (Fuentes y col., 1988, Inestrosa y Perelman, 1989; 
Spinedi y col., 1993). La sintesis y transcripción diferencial del precursor proteíco 
parece ser regulada por peptidos péquenos como es el caso del dipéptido, Glicil-L
Glutamina (Koelle,1988). 

Las formas globulares se encuentran ancladas a proteinas de colágena de la matriz 
extracelular, a través de proteoglucanos extracelulares, formando parte de proteínas 
mas complejas (Insertos y Perelman, 1989; Toutant, 1989), esto es, como estructuras 
proteicas asimétricas del tipo A" As., A".(Brimijoin, 1983; Fadic e Inestrosa, 1989; 
Toutant y col., 1990; Saez-Valero y col., 1993). Estas proteinas son ensambladas en 
el aparato de Golgi (Rotundo, 1984) transportadas y secretadas al espacio 
extracelular (figura 8 y 9) Y asimismo depositadas en las terminales sinápticas de la 
placa neuromuscular. La estructura comformacional que adoptan estas 
macromoléculas en el espacio intercelular es importante, pués de esta comformación 
tridimensional se determina la inducción, la agregación y expresión del receptor 
colinérgico (ACh-R) en las terminaciones multisinápticas que se establece en la placa 
neuromuscular (Wallace y col., 1985). 

Asimismo, se ha demostrado que las diferentes formas globulares (v.g., 4S, G2 ; lOS, 
G,) tanto de acetilcolínesterasa y butirilcolinesteresas (3S,10S), se encuentran 
altamente distribuidas conjuntamente con la expresión inmunoreactiva de péptidos 
bioactivos y factores de crecimiento (v.g., Factor de Crecimiento Neural, NGF) 
(Peterson y col., 1994), en diversas áreas anatómicas del cerebro adulto y fetal de 
mamíferos (Planas y col., 1994; Schlaggar y col., 1994; Yao y Godfrey, 1998; Darvesh 
y col., 1998) incluyendo el cerebro humano (Mesulam y Geula, 1994), y el tejido 
nervioso en regeneración (Pokay y Grant, 1984; Engel y Kreulzberg., 1986; Layer y 
col .• 1987', Millar y Chubb., 1987', Brimijoin y col.. 1990; Geula y col., 1993; Pogorelov 
y col., 1993). 
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Particulannente, se ha localizado la expresión de diferentes isoformas de AChE, en 
las terminales sinápticas neuronales (Rotundo y Carbonetto, 1987) y en vesículas 
secretorias en la glándula adrenal (Gratzl y col., 1981) donde previamente diversos 
autores han detectado la liberación inducida (con alta concentracion de K-, en 
presencia del ion Ca" en el medio de incubación) de una isoforma enzimática soluble 
(fracción V) en peñusados del nervio frénico y nervio esplénico (Chubb y Smith, 1975). 

Más aun, en el tejido nervioso se ha colocalizado la expresión de esta fracción 
isoenzimática con el sistema neuronal de captura de ACh a nivel de la terminal 
presináptica (Raiteri y col., 1986). Diversos estudios han confirmado que la expresión 
celular de las diferentes ísoformas de las coflnesterasas que expresan las celúlas 
neuronales y musculares esta mediada por diferentes formas de excisión (splicing) de 
multiples RNAm (Schumacher y col., 1988) que codifican las diferentes isoformas 
celulares de AChE, cuyos transcritos parecen provenir de una sola copia genómica 
(Schumacher y col., 1988; Rotundo y col., 1988; Li Y col., 1991). A través de las 
técnicas de hibridización in si/u se ha podido demostrar la amplia distribución de los 
RNAm que codifican la diversidad de isoformas de AChE. en el tejido neuronal de 
mamíferos superiores (v.g., mono rhesus y humano) (Landwehrmeyer y col., 1993) y 
en diversas líneas tumorales de humano (Karpel y col., 1994). 

Asimismo, se ha demostrado que la forma predominante de acetilcolinesteasa y 
butirilcolinesterasa, que circulan en liquidas biológicos es la forma globular G" en una 
relación de 1:0.5, respectivamente (Attack y col., 1987). 

Finalmente, diversos trabajos experimentales pioneros, realizados en su mayoría en 
explantes de tejido ylo cultivos primarios de los mismos; han establecido y 
demostrado, la ruta de secreción de las diferentes isoformas de AChE; su inserción en 
la membrana plasmática en cultivo de células musculares (Rotundo y Fambrough, 
1980; Rossi y Rotundo., 1992) la inducción de la sintesis enzimática en células 
musculares, por peptidos bioactivos secretados por las motoneuronas (v.g., Calcitoni 
Gene Related-Peptide, CGRP) (ChOi y col., 1998), asi como la secreción fisiológica 
basal y estimulada (50 mM de K- o carbacol) de AChE (G,) conjuntamente con la 
liberación inducida de norepinéfrina (NE) a partir del cultivo primario de la linea 
tumoral adrenomeduiar, PC12, en presencia de inhibidores de esterasas (v.g., 
paroxón, fosfolina) (Mizobe y col., 1984; Schweitzer y Kelly, 1985; SChweitzer, 1993), 
demostrandosé adicionalmente la presencia de distintas isoformas de AChE en 
vesículas de secreción como son los gránulos cromafines (Bon y col., 1990). 

b).- SecreciÓn neyronal de Acelilcolinesterasa CAChE), Observaciones iniciales 
revelaron que la AChE y colinesterasas inespecíficas (ChE) unidas a membranas 
(Silver, 1974) podian ocurrir en formas solubles (Chubb y Smith, 1975, a y b). Previos 
estudios habían confirmado que la AChE se encontraba en espacios extracelulares 
tanto de la placa neuromuscular y en el sistema nervioso central (Kasa, 1968; 
Kreutzberg y Tóth, 1974, Kreutzberg y Kaiya, 1974). Una tercera parte de la fracción 
de AChE intracelular, recién sintetizada parece ser incorporada a membranas 
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plasmáticas (Rotundo y Famborough, 1980). Eslos antecedentes conjuntamente con 
la observación de la presencia de colinesterasas en el LCR (Plattner, 1930, Davson, 
1970), permitió caracterizar por estudios electroforéticos, la existencia de 5 fracciones 
solubles isoenzimáticas de colinesterasas (ChE) resultando que una sola isoespecie 
enzimática (de baja movilidad electroforética) era capaz de liberarse en forma 
fisiológica del tejido neuronal (Yaksh y col., 1973; Chubb y Smith 1975) El plasma solo 
contiene colinesterasas inespecíficas por lo que su origen a partir de este 
compartimento era dudoso (Chubb y Smith, 1975). Chubb y Smith reportan por vez 
primera que la fracción isoenzimática V sufre un incremento considerable en el 
compartimeno ventricular del cerebro de mamiferos posterior a la estimulación 
eléctrica del tejido nervioso periférico (Chubb y Smith, 1974; Fuenmayor y col., 1976). 
Estos autores muestran que ésta fracción se ca-libera conjuntamente con Ach, misma 
que es capaz de liberarse bajo estimulación química del tejido adrenal cuando se 
aplica un medio de incubación que contiene una alta concentracion del ion K· y Ca·· 
(Chubb y col., 1976). Asimismo, estos estudios hacen entrever que proteínas 
marcadoras del compartimento intracelular, como es la enzima Lactato 
Deshidrogenasa, LDH, no se incrementa con la estimulación del tejido (Chubb y 
Smith,1975b). 

En extensión a los hallazgos mencionados anateriormente, diversos estudios in vilro, 
han corroborarado que la liberación de AChE durante la estimulación eléctrica de la 
preparación del nervio frénico-hemidiafragma, es dependiente de la presencia de Ca" 
exógeno e inhibida por la aplicación exógena del ion Mg" (Skau y Brimijoin, 1978). 

Por otro lado, la administración sistémica del clorpromazina (fármaco utilizado para 
aumentar la actividad colinérgica endógena) produce un incrementa sustancial fronto
caudal en la actividad de esta enzima en el LCR de especies mamiferas, datos que 
apoyan el posible origen neuronal de la liberación de la AChE (Bareggi y Giacobanni, 
1978). Este incremento ventriculo-cisternal de AChE inducida par este fármaco, es 
bloqueado par atropina, datos que permiten sugerir que las neuronas que integran 
diferentes sistemas de neurotransmisión en áreas anátomicas profundas del cerebro, 
coma las células dopaminérgicas de la sustancia nigra (pars compacta), pudiesen ser 
sensibles a la acción de estos fármacos, y ser las responsables de las variación de la 
concentracion de AChE en el LCR (Greenfield y cal., 1978). 
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Figura 8. Representación esquemática de las diferentes 
formas moleculares de la AChE y su anclaje a las membranas 
plasmáticas (Koelle, 1988) 

La figura superior (al muestra la disposición y estructura de las formas asimétricas de 
la Acetilcolinesterasa y su anclaje a la matriz extracelular, mediante la interacción de 
la cola de colágena (COllagen-like tail) con las cadenas laterales como son los 
glucosaminglucanos presentes en moléculas proteícas que conforman la matriz 
extracelular (proteoglucanos). 

La figura inferior (b) muestra la inserción de las isoformas dimericas de la 
Acetilcolinesterasa (AChE) a la membrana plasmática a través del complejo 
glucolipido-fofatidilinositol localizado en la porción carboxilo terminal de las 
subunidades catalíticas (figura izquierda). La isoforma tetramérica del a AChE parece 
anclarse a la membrana plasmática mediante un polipéptido de 20 kDa. Se 
esquematiza la localización aproximada del sitio sensible a la acción proteolítica de la 
proteinasa K (prol K I que escinde enzimáticamente este fragmento polipeptídico 
(figura derecha). 
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Figura 9 

Hipótesis sobre la regulación de la síntesís de AChE por el dipéptido 
Gly-Gln en neuronas adrenérgicas del ganglio cervical syperior. 

El dipéptido Gly-Gln en combinación con un factor neurotrófico (PI) liberado de la 
terminal presináptica atraviesa la membrana plasmática (1) Y la membrana nuclear (2) 
donde en combinación con el factor trófico o libre induce la transcripción del gen de 
AChE (3). El RNAm transcrito en traducido en el rER (4), sintetizándose la forma 
monomerica G, de la AChE (5). Una fraccióD monomerica es transportada a la 
membrana neuronal (dendritas y cuerpo celular) donde se ensambla a una forma 
globular tetramérica G. (6) Y otra fracción de esta es depositada en la sinápsis como 
una proteina compleja (A" ) asociada a colagéna (7). En fibras colinérgicas 
preganglionares la forma letramérica de la AChE es la que predomina en las 
prolongaciones axónicas mas no en axones adrenérgicos (Koelle. 1988). 
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Los estudios que hicieron posible determinar el origen neuronal de la secreción de 
AChE fueron ampliados con la implementación de la técnica de perfusión intracerebral 
"push-pull" (ver cápitulo referente a la Neuroquimica in vivo). Este procedimiento 
permitió localizar con mayor precisión las áreas neuroanátomicas involucradas en la 
secreción fisiológica de la AChE. Inicialmente, diversos trabajos experimentales 
observarán que la estimulación eléctrica de áreas especificas del cerebro de 
mamiferos (V.G., gato) como el núcleo estriado y la sustancia nigra mesencéfalica 
inducia un incremento significativo de los niveles basales de AChE especifica 
(fracción V) en el LCR (Greenfield y Smith, 1979). Mediante la inserción intracerebral 
de cánulas de perfusión simultáneas en el núcleo caudado y la sustancia nigra, 
Greenf¡eld y col. demostraron la liberación espontánea e inducida de AChE (mediante 
la infusión local de medios de perfusión, conteniendo altas concentraciones del ion K', 
en ambas regiones subcorticales (Greenfield y col., 1980). Estos hallazgos 
experimentales, hacían evidente que la liberación estriato-nigral de AChE está 
estrechamente relacionada con el sistema neuronal dopaminérgico, resultados que 
eran sustentados por las observaciones inmunohistoquimicas que revelaban que las 
neuronas dopaminérgicas ademas de mostrar una inmunoreactividad positiva a DA, 
mostraban la expresión inmunoreactiva a AChE (Butcher y Woolf, 1982) en las 
membranas presinapticas de fibras aferentes nigro-estriata!es (Lehman y Fibigier, 
1978). 

Con el fin de determinar el grado de participacion del sistema nigro-estriatal en la 
liberación de AChE, mismos autores demuestran que la les ion del tracto 
dopaminergico nigro-estriata! con 6-hidroxi-dopamina, reduce dramaticamente la 
liberación espontánea de la isoenzima en un 70 % del valor control promedio en el 
estriado de gatos conjuntamente con la ausencia de una respuesta de liberación de la 
misma por alto K' . Más aun, la depleción obtenida en el contenido tisular de DA en la 
sustancia nigra; reforzaba la hipótesis sobre el origen de la liberación de la AChE a 
partir de las terminales presinápticas de las fibras aferentes dopaminergicas nigro
estriatalesm (Greenfield y col., 1983 a y b). En extensión a estos resultados, diversos 
datos experimentales confirman que la liberación espontanea de AChE y DA son 
incrementadas tanto en el estriado como en la sustancia nigra ipsilateral cuando se 
infunden localmente fármacos agonistas dopaminérgicos como la anfetamina, efectos 
que resultan no alterar la liberación espontanea de ChE inespecificas en ambas 
estructuras (Leviel y col., 1979; Greenfield y Shaw, 1982). 

Por otro tado, el hecho que la administración local con TTX (bloqueador selectivo de 
canales de Na' y por ende del impulso nervioso) no reduce significativamente la 
liberación espontánea de la isoenzima y DA en la sustancia nigra, en tanto que la 
liberación de ambas moléculas Se incrementa con la presencia de alto K' (50 mM) y 
Ca" (2.0 mM) en el medio de perfusión; permitió sugerir el posible origen dendritico 
de la liberación de la AChE en las neuronas dopáminergicas (Greenfield 1984a). En 
apoyo a estas observaciones experimentales, diversos estudios de 
inmunohistoquimica han demostrado la translocación de AChE del soma neuronal a 
dendritas y su secreción al medio extra celular a partir de motoneuronas de 
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mamíferos, donde ésta es depositada en la membrana basal de capilares adyacentes 
(Kreutzberg y T6th, 1974). Por tanto, la liberación de la AChE parece no solo 
derivarse de terminales presinapticas de axones aferentes dopaminérgicos en el 
estriado, sino también a partir de dendritas y cuerpos celulares de neuronas nigro
estriatales, donde su liberación espontanea no es afectada por la despolarización 
·química o eléctrica del tejido nigral. Estos datos sugieren en un contexto general, que 
su presencia en el medio extracelular no parece estar supeditada a un proceso 
secretorio dependiente de respuestas modulatorias asociadas a señales de actividad 
neural especificas (Greenfield, 1984a). El hecho que una alta proporción de la 
isoenzima se encuentre a nivel presináptico, ylo asociada a membrana; sugiere que la 
poza liberable de la proteína no esta completamente relacionada únicamente con la 
inactivacion de ACh (Greenfield, 1984b). Aunque diversos estudios han propuesto 
que la AChE liberada de terminales axonicas de nervios periféricos, pudiese ser 
relevante como "material trófico· para mantener la integridad estructural de la 
neuronas (Hines y Garwood, 1977) ylo las estructuras de inervación (Wallace, 1985), 
fenómeno que pudiese darse para las neuronas dopaminérgicas nigro-estriatales 
(Greenfield, 1984a) como se ha demostrado su posible papel como factor neurotrófico 
en el desarrollo y extensión de neuritas en neuronas dopaminergicas extraídas del 
cerebro de rata de 1 día de edad posnatal (Jones y col., 1995). 

Interesante resulta el hecho que estructuras no colinérgicas similares a la sustancia 
nigra sean capaces de líberar AChE en forma espontánea e inducida, como es el caso 
de la corteza cerebelar, donde la aplicación local de concentraciones despolarízanles 
del ion K' (30 mM) incrementan la liberación espontánea de AChE al medio 
extracelular en forma dependiente de Ca", tanto en la corteza cerebelar ipsilateral 
como contralateral; misma que no es afectada por agentes colinomiméticos (v.g., 
carbacol) evidencias experimentales que ha permitido sugerir que los eventos 
neuronales polisinápticos son capaces de regular en forma fisiológica la liberación de 
la isoenzima en ambas cortezas cerebelares (Appleyard y coi., 1988). Asimismo, para 
evaluar el sistema de peñusión, y la viabilidad del tejido durante la estimulación 
química del tejido estriato-pallidal con agentes despolarizantes (K' 50 mM) Bayón y 
col., observaron un incremento importante en la liberación de AChE (134-240 %) 
sobre el nivel basal en regiones cerebrales subcorticales (v.g., estriado y globus 
pallidus) (Bayón y col., 1985, 1986). 

ej.- LiberaciÓn de neuronal de AChE: Estudios in vitro.- La secreción constitutiva 
y regulada de AChE ha sido estudiada in vitro en diferentes lineas celulares tumorales 
de origen neuroendócrino así como en explantes de tejido neuronal fetal (Schweitzer, 
1993; Biagonni y col., 1995). A partir de cultivos primarios de neuronas de medula 
espinal de pollo, del hibrido tumoral de roedor; el neuroblastoma de 1 oacc 15 y el 
neuroblastoma N18TG2, se ha podido estimar que la fracción de AChE secretada por 
las neuronas espinales es predominantemente la isoforma G, representando el 90% 
de la actividad ectocelular dela enzima. Asimismo, la secreción de AChE en las lineas 
tumorales no· parece afectarse cuando se exponen a un tratamiento con drogas que 
alteran la estructura fibrilar del citoesqueleto (v.g. citocalasina B), pero si en presencia 
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de drogas que alteran el transporte intracelular de vesiculas secretorias a la superficie 
submembranal (v.g., nocodazol), observándose que esta droga per se, reduce la 
secreción de la enzima en un 50%; datos que sugieren el requerimiento de este 
transporte intracelular de la enzima sintetizada de novo previo a su secreción (Biagoni 
y col., 1995). Estos estudios, reflejan que independientemente de la expresión de la 
actividad ectocelular de AChE en la membranas plasmáticas de las células tumorales, 
la aplicación de altas concentraciones del ion K' en el medio de incubación 
(l00mmolll) o agonistas colinérgicos (carbacol,l OOmmol/l) producen un incremento 
sustancial (",200%) en la liberación de la enzima con respeclo a su liberación basal, 
liberación que resulta ser dependiente de la presencia del ion Ca" medio de 
incubación (Biagonni y col., 1995). Asimismo extractos de tejido muscular embrional 
de pollo, parecen incrementar en un 200 % la secreción espontánea de AChE 
neuronal así como también la actividad intracelular de la enzima tanto en las neuronas 
espinales (58%) como en el hibridoma 108CC15 (57%). Sin embargo, los mismos 
extractos musculares reducen la secreción de la enzima en un 50 % e incrementan 
solo un 10 % la actividad celular de la enzima en la linea tumoral N18TG2 (Biagonni y 
col., 1995). 

d).- Funciones no colinérgícas de Acetilcolínesterasa.- Los hallazgos 
experimentales que han permitido elucidar los mecanismos fisiológicos que regulan la 
liberación de la isoenzima y el neurotransmisor dopaminérgico, dopamina (DA); a 
partir de terminales axónicas ylo dendriticas, conjuntamente con la demostración 
inmunohistoquímica sobre la ausencia de un sistema de neurotransmisión colinérgica 
efector en la sustancia nigra, ha permitido plantear el origen exclusivo de la enzima a 
partir de las celulas dopaminérgicas nigro-estriatales (Greenfield, 1984b Mercer y col., 
1979; liesli y col., 1980;) así como posibles nuevas funciones intrínsecas de esta 
enzima sobre la actividad neuronal de estas células (Greenfield, 1984b; 1991). 

Bajo este contexto, estudios posteriores han mostrado que la aplicación exógena de 
concentraciones fisiológicas de la enzima similares a las estimadas en el espacio 
extracelular, inhiben la tasa de disparo neuronal de las vias nigro-estriatales, efecto no 
observado con la aplicación exógena de butirilcolinesterasa. Este efecto no parece ser 
mediado por la hidrólisis de ACh (Greenfield y col.. 1981; Weston y Greenfield, 1986). 

Asimismo, diversos estudios conductuales, han demostrado que la lesión unilateral de 
las fibras dopaminérgicas nigro-estriatales con 6-hidroxi-dopamina induce un patrón 
de giro en la rata en dirección contralateral al sitio lesionado (Ungerstedt, 1971), 
fenómeno que ha sido analizado como respuesta a un desequilibrio en el contenido 
tisular de DA, almacenada en las terminales dopaminérgicas en neuronas 
nigroestriatales (Pycock, 1980). Estos efectos parecen ser mimetizados con la 
inyección local de AChE a la sustancia nigra, en animales no lesionados, efecto que 
se extiende por tres semanas ante la aplicación de una dosis única de la isoenzima 
(Greenfield y col., 1984b). Asimismo, se ha observado que una proteasa asociada a la 
AChE membranal, con actividades de tipo carboxipeptídasa y tipo tripsína. parecen 
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funcionar como una enzima denominada como APP-secretasa, que escinde en 
condiciones normales una proteina (PA4) a partir de un precursor proteíco 
transmembranal (AAP), presente en los depósitos amiloideos de pacientes con 
emfermedad de Alzheimer, depósitos que parecen contener o asociarse con la 
enzima AChE (Small y col., 1991). Adicionalmente, se observó que la incubación de 
AChE en presencia de cromogranina A, extraída y purificada de los gránulos 
cromafines de bovino; es capaz de escindir enzimáticamente y producir diferentes 
fragmentos peplídicos de bajo peso molecular derivados de la cromogranina, similar al 
efecto de enzimas tipo tripsina (Small y col., 1986). Independientemente de que estas 
actividades no esterásicas se deban a la presencia de enzimas contaminantes 
asociadas durante la purificación de la isoenzima (Checler y Vincent, 1989), diversos 
estudios experimentales han demostrado la existencia de múltiples actividades 
biológicas que parecen expresar estas enzimas (Balasubramanian y Bhanumathy, 
1993) (ver tabla adjunta): 

TABLA ,. Actividades biolÓgicas propuestas para las cotinesterasas 

ActiYidad BiotÓgica Colinesterasas involucradas 

Actividad Aryl-acrilamidasa sensible a aminas 
Actividad tipo Metallo-carboxipeptidasa 
Hidrólisis de Cocaína 
Diferenciación de células neuronales 
División celular y tumorigénesis 
Funciones especificas en la sustancia nigra: 
(Funciones tróficas y apertura de canales ionicos , K + 
InteracciÓn célyla - célula 

(Balasubramanian y Bhanumathy, 1993) 

AChE,BChE 
AChE, BChE 
BChE 
AChE,BChE 
AChE, BChE 

AChE 
AChE BChE 

En resúmen, la AChE parece no solo ejercen acciones modulatorias en las neuronas 
nigro-estriatales, donde la secreción dendritica de la enzima pudiese regular distintas 
funciones locomotoras en el animal in vivo (Greenfield, 1991), sino que además la 
enzima liberable, parece contener una actividad de endopeptidasa, ejercer efectos 
tróficos sobre neuronas durante el desarrollo, crecimiento y diferenciación del SNC de 
mamíferos y regular en forma indirecta la difusión de iones al axoplasma a través de 
la apertura especifica y selectiva de canales iónicos membranales (Greenfield, 
1984,1991; Appleyard, 1992; Balasubramanian y Bhanumathy, 1993; Jones y col., 
1995). 

27 



7.- Liberación de Enzimas; Deshidrogenasa Láctica y Dopamina-l3-
hidroxilasa. 

al.- LiberaciÓn de Deshidrogenasa lácUca (LOH).- Esta enzima de origen 
cHoplasmático. es una proteina soluble. tradicionalmente utilizada como "enzima de 
escape" y por tanto útil en el señalamiento "bioquimico" de daño tisular. Diversos 
autores han empleado la medición de su actividad en perfusados cerebrales con el 
fin de registrar las variables metodológicas durante las sesiones de perfusión, como el 
grado de lesión del tejido perfundido y la contaminación plamática del mismo como 
consecuencia de la extravasación y/o ruptura de vasos sanguíneos (Greenfield y col.. 
1980; Greenfield y Shaw. 1982; Greenfield y col.,1983b). La especificidad que ofrece 
esta enzima como marcador bioquimico de daño tisular ha sido muy objetable. 

Observaciones experimentales previas, han demostrado que la activación del sistema 
aferente nigro'estriatal posterior a la aplicación nigral de anfetamina, no induce 
incrementos en la liberación de LDH a perfusados tanto en esta estructura como en el 
estriado ipsilateral (Greenfield y Shaw, 1982). En tanto que la administración local de 
alto K' produce un incremento en la tasa de liberación espontánea de esta enzima en 
la sustancia nigra y un decremento simultáneo de ésta en el estriado ipsilateral 
(Greenfield y col.. 1983b), la lesión unilateral de la via nigro-estriatal con 6-0H-DA, 
produce un decremento significativo en la liberación espontánea de ésta en la 
sustancía nigra y una reducción del 50 % del valor obtenido de su liberación inducida 
por alto K' en el estriado ipsilateral (Greenfield y col., 1983b). Estos resultados han 
permitida sugerir que la liberación de la enzima en el estriado proviene de 
compartimentos subcelulares en las terminales nerviosas dopaminérgicas y que el 
incremento de su liberación neuronal observado es proporcional y dependiente de la 
actividad y frecuencia de disparo neuronal de esta vía de transmisión dopaminérgica 
(Greenfield y col., 1983b). 

En adición a lo expuesto, los estudios experimentales que han demostrado la co
liberación de la LDH conjuntamente con otras enzimas, como la aminopeptidasa 
(fracción isoenzimática de movilidad electroforética rápida). han permitido sugerir que 
aunque estas isoenzimas pudiesen estar ca-almacenadas en las mismos 
compartimentos subcelulares en las neuronas dopáminergicas nigro-estriatales, 
ambas enzimas pudiesen tener una gran utilidad como trazadores bioquímicos 
indicadores de lesión tisular y por tanto deben ser utilizados con cautela cuando son 
utilizados para evaluar en adición con otros marcadores citoplasmáticos el daño tisular 
pertinente durante las sesiones de perfusion in vivo (Greenfield y col., 1983b). 
Asimismo, esta enzima conjuntamente con la liberación de proteasas inespecíficas ha 
sido de utilidad para evaluar la viabilidad del tejido neuronal y las respuestas de 
liberación de péptidos bioactivos y proteína endógena durante la estimulación química 
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del tejido durante las sesiones de perfusion cerebral en el animal in vivo (Bayón y col., 
1985, 1986). 

b).- oopamjna Beta-Hjdroxilasa,- Inicialmente, Kirchner reportó que la DA no sólo 
es transportada en gránulos cromafines en las células neuroendocrinas de la médula 
adrenal, sino que este neurotransmisor era metabolizado y transformado a 
norepinéfrina (NE) por actividades enzimáticas especificas (Kirchner, 1962). Este 
estudio, permitió posteriormente identificar la enzima catecolaminérgica responsable 
de la conversión DA-NE, la Dopamina-p-hidroxilasa (E.C.l.14.17.1), localizándola por 
ensayos bioquímicos e inmunoenzimáticos en vesículas sinápticas (SDCV) en 
neuronas noradrenérgicas y gránulos de neurosecreción (LDCV) en tejidos 
neuroendocrinos (médula adrenal) conjuntamente con la norepinéfrina. Asimismo, 
estudios posteriores demostrarón que la estimulación eléctrica o química del tejido, 
inducía la liberación conjunta de la enzima, cromograninas y NE (Viveros y col., 1968; 
Geffen y coi., 1969; De Polter y col., 1970; Smith y col., 1970, Matsumoto y col., 1987) 
(figura 10). Mas aun, los tejidos de neurosecreción y lineas tumorales derivadas 
(feocromocitoma medular, PC12), expresan dos isoformas de la enzima; una fracción 
soluble (sDBH), conformada por una subunidad de 70 kDa, misma que es almacenada 
en el interior de los gránulos cromafines y secretada bajo los mecanismos de 
regulación exocitica; y otra fracción membranal (mDBH), conformada por dos 
subunidades proteicas transmembranales de 70 y 75 kDa, cuyo sitio activo parece 
estar localizado hacia el compartimente intravesicular, es reciclada posterior a la 
exocitosis del material soluble intravesicular (Joh y Huang, 1986; Taylor y Fleming, 
1989). 

El análisis de la secuencia de aminoácidos de la enzima, deducido mediante la 
identificación y clonación de diversos cDNAs, aislados del feocromocitoma de bovinos 
y humanos, han permitido demostrar la expresión de un fragmento peptidico 
hidrofóbico en el extremo amino terminal de la proteina precursora, que determina el 
anclaje membranal de la enzima mediante la interacción no covalente con fostolípidos 
(v.g., fosfatidilserina) que integran la membrana de las vesiculas exociticas; 
mecánismo que parece depender del el pH intravesicular (Taylor y Fleming, 1989). 
Estos resultados han permitido presuponer que las dos isoformas enzimáticas 
codificadas en un soólo RNAm, son resultado de las modificaciones postraduccionales 
que sufre la enzima después de su sintesis ribosomal, que determinan por un lado la 
escisión del fragmento hidrofóbico del extremo amino terminal de una isotorma (sDBH) 
y su liberación subsecuente, y por otro lado el anclaje membranal de la otra isoforma 
(mDBH) (Taylor y Fleming, 1989). Asimismo, diversos estudios experimentales, han 
revelado la ca-localización inmunohistoquímica de estas fracciones isoenzimálicas en 
vias neuronales adrenérgicos en el sistema nervioso de vertebrados e invertebrados, 
en combinación con diferentes peptidos bioactivos, proteínas como la GAP-43, que 
resultan estar co-almacenados en diferentes tipos de vesículas exociticas 
(Schwarzenbrunner y col., 1992; Bailhache y Bathazart, 1993; Berger y Alvarez, 1994; 
Wootherspoon y Prestley, 1995) 
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Figura 10-. Síntesis. almacenamiento y liberación de catecolamjnas - En las 
neuronas dopaminérgicas (DA), la dopamina es liberada a partir de vesiculas 
correspondientes. Asimismo, en neuronas noradrenérgicas (NE), la norepinéfrína es 
sintetizada a partir de DA, concentrada y almacenada en vesículas que contiene la 
dopamina-beta-hidroxilasa (DBH). Durante la exocitosis tanto la EN como la DBH son 
liberadas al medio extracelular (Tong y Onyou, 1989) 
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8.- Neurotrofjnas 

a).- Introducción.- Las neurotrofinas representan un grupo heterogéneo de 
proteinas diméricas. que comparten características estructurales y funcionales en 
común. particularmente en lo referente al efecto de influenciar y promover el desarrollo 
y la regeneración del sistema nervioso de vertebrados e invertebrados. Durante más 
de cuatro décadas diferentes estudios experimentales han permitido establecer las 
bases biológicas y moleculares que ejercen los diferentes factores tróficos para 
favorecer y establecer la sobrevivencia de diversos grupos neuronales, en particular 
las neuronas de tipo sensorial, a lo largo de la ontogénesis del sistema nervioso, y 
posterior a su diferenciación pos natal (Lewin y Barde, 1996). En general, estas 
moléculas proteicas, no están limitadas a prevenir la muerte celular, evento 
programado en diversos grupos neuronales durante la embriogénesis del sistema 
nervioso. Una extensa familia de factores neurotróficos han sido recientemente 
aislados. identificados y caracterizados funcional y mOlecularmente, iniciandose con el 
descubrimiento y aislamiento del factor de crecimiento neural (NGF) cuya 
identificación y caracterización inicial (Levi-Montalcini, 1960), permitió la 
caracterización posterior de un grupo adicional de moléculas con actividad 
neurotrófica y de un grupo de receptores especiflcos de alta afmidad y selectividad 
que median las actividades biológicas de estos ligandos proteicos (Lewin y Barde, 
1996). 

b).- Neurotrofinas y sus receptores.- A través de la biologia molecular, las 
técnicas de recombinación genómica y la generación de anticuerpos especificas, se 
ha podida determinar tres grupos de genes que codifican en los vertebrados y en 
especies marinas, diversos grupos de proteinas tróficas (v.g., factor de crecimiento 
glial; GDNF) (Henderson y col., 1994); conformados por homodimeros naturales y 
heterodimeros artificiales (BDNF-NT-3) (Acklin y col., 1993; Jungbluth y col., 1994) 
como son el factor neurotrofico derivado del cerebro, BONF (brain-derived 
neurotrophic factor,por sus siglas en ingles); la neurotrofina·3 (NT-3); el factor de 
crecimiento neural (NGF), la neurotrofina-4 (NT -4) aislado y clonado a partir del 
batracio, Xenopous Laevis (Hallbook y col., 1991) y su equivalente en especies 
mamiferas, la neurotrofina·5 (NT-5). Ambas moléculas designadas como neurotrofina, 
NT -4/5 muestran propiedades tróficas similares en diferentes lineas celulares y 
sistemas de ensayo in vitro (Davies y col 1993', Lewin y Barde, 1996). y la 
neurotrofina NT-6; (Gotz y col.. 1994). Estas proteinas además de ejercer propiedas 
neurotróficas en diferentes sistemas celulares in vitro e in vivo (Lewin y Barde, 1996); 
muestran una alta homologia en SU secuencia de aminoácidos, lo que ha permitido 
suponer que el origen ancestral de proteinas secretorias como el BNDF y NT-3 
surgieron previamente a la aparición del NGF en la escala filogenética (Barde, 1994) 
probablemente a partir de un gen ancestral codificando la neurotrofina, NT -3. (Urfer y 
col.. 1994). 
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Estas proteínas neurotróficas actúan sobre tres distintos receptores celulares 
recientemente identificados y clonados por técnicas de recombinación genómica 
(Lewin y Barde, 1996) denominados; p75, trk-A, trk-B, trk-C; sobre los cuales las 
neurotrofinas ejercen sus propiedades de mantenimiento y sobrevivencia de las 
neuronas, propiedades mitogénicas sobre neuronas y neuroblastos del SNC (v.g., 
celulas ganglionares de la retina; sistema septo-hipocampal, neuronas talámicas) y 
SNP de mamíferos (neuronas simpáticas del sistema ganglionar paravertebral, y 
neuronas sensoriales de la raíz dorsal, nervios periféricos) (Hofer y Barde, 1988; 
Verge y col., 1989; Hory-Lee y col, 1993; Mansour-Robaey, 1994; Cohe-Corey y 
Fraser, 1994; Averill y col., 1994; Barbacid, 1994; Snider, 1994; Davies, 1994; Anton y 
col., 1994, Ryden y coi., 1995; Carter y col., 1995;; Enfors y col., 1995; .. Wright y 
Snider, 1995; Koshlukova y coi., 1996; Marty y col., 1996) y efectos sobre la 
regulación de la neurotransmisión y platicidad neuronal (Lohog y col., 1993; Berninger 
y col., 1993; Kang y Scuman, 1995; Berzhaghi y col., 1995; Cabelli y col., 1995) y 
sobre la atenuación de la forrnación de memoria (L TP) (Korte y col., 1995); activando 
una compleja y variada cascada de segundos mensajeros y sistemas de señalamiento 
intracelular (Kaplan y Stephens, 1994). Estos eventos varian dependiendo del tipo 
neuronal (v.g., neuronas sensoriales, neuronas motoras) (Henderson y col., 1993; 
1994; Williamns y col., 1995); el estado activo de las células (v.g., fase mitótica, 
postmitótica, grado de diferenciación, crecimiento , migración ylo elongación de 
neuritas así como de lesión) (Lewin y Barde,1994). En extensión a estas 
observaciones, se ha podido demostrar que diversos factores tróficos como el NGF. 
GDNF, CNTF. las neurotrofinas, BDNF, NT -3, NT -4, asi como múltiples glucoproteinas 
secretadas al LCR (v.g., el complejo SCO-RF) (Monnerie y col., 1997), mantienen el 
tamaflo y el crecimiento neuronal a través del control homeostático acoplando el nivel 
de degradación de proteínas intracelulares con relación a su biosíntesis (Franklín y 
Johnson, 1998) y promueven la regulación de la fundón sinápt"lca de las 
motoneuronas que ínervan la placa neuromuscular, incrementando la concentración 
de ACh secretado por las terminales sinápticas (Liou y col., 1998), promueven la 
regeneración axonal de la vía nigro-estrial en el cerebro de la rata ( Hagg y Varon, 
1993; Brecknell y col., 1996); 

9.- Síntesis de proteínas en el SNC de vertebrados e invertebrados.-

al.- IntroducciÓn.- Los tejidos neuroendocrinos, en particular, las células beta del 
páncreas, el sistema neurosecretor adrenal de diversos especies de vertebrados, y el 
tejido de secreción neuroendocrina de múltiples invertebrados han aportado quizá las 
bases fundamentales para explicar no sólo los niecanismos biosintéticos de múltiples 
moléculas mensajeras relacionadas en la función de la comunicación química 
intercelular e interneuronal, sino también la comparta mentalización y segregación de 
dichas sustancias bioactívas en diversos tipos de vesículas endociticas, los procesos 
de maduración y condensación del material soluble intravesicular, la ruta y transporte 
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del contenido vesicular así como el fenómeno de exocitosis del material soluble 
intravesicular (Palade, 1975; Rothman, 1981, Tooze y col., 1989, Burgoyne; 1990), 
Estos eventos celulares ocurren similarmente en las neuronas que estructuran el 
sistema nervioso de los diversos organismos (Niremberg, 1970), tal como lo han 
mostrado diversos autores utilizando diferentes preparaciones biológicas in vitro e in 
vivo mediante la aplicación de precursores metabólicos radioactivos y técnicas de 
autoradiografia, rutinariamente empleadas para estudiar la sintesis y modificaciones 
postraduccíonales de proteínas y/o precursores peptídicos previos a la secreción 
exocítica de moléculas bioactivas (Weiss y Hiscoe, 1948, Palay y Palade, 1955, Draz 
y Leblond , 1963; Young y Oroz, 1968). 

bl,- CondensaciÓn y segregaciÓn de proteínas en tejidos exocrinas y 
endocrinos, Un aspecto básíco inicial de la regulación de la síntesis y modificación 
postraduccional de proteínas en las células de secreción endocrina y exocrina, es la 
condensación y concentracíon de macromoléculas en gránulos de secreción 
osmóticamente inertes, eventos celulares que diferencian la secreción regulatoria de 
la secreción constitutiva (Tooze y col., 1989). Diversos estudios experimentales, han 
demostrado, que el material proteico sintetizado en células de secreción endocrina, 
destinado a ser secretado por la ruta de secreción regulator.a, es concentrado ",200 
veces en compartimentos vesiculares (v.g., zimogénos, gránulos intracisternales, 
ICGs) en el reliculo endoplásmico rugoso, (rER) y en el sistema cisternal del aparato 
de Golgi (particularmente en la porción distal del Golgi o Trans-Golgi) (Facqhar y 
Pala de, 1981; Burgess y Kelly, 1987). Asimismo, el material proteico sintetizado es 
diferencialmente concentrado ",10 veces por el mismo sistema vesicular en células 
exocrinas, aunque experimentalmente se ha podido inducir la condensación 
prematura de proteínas en las cisternas del rER y en las cisternas de la región 
proximal (v,g., Cis-Golgi) y medial del Golgi (Broadwell y Oliver, 1981, Tooze y col., 
1989), mediante la hiperestimulación de tejidos neuroendocrinos (v.g., melanotropos 
de la pars intermedia de la hipófisis, las células neurosecretorias de la neurohipofisis, 
las células u y jl del páncreas, etc.), efecto que conlleva a incrementar 
sustancialmente la sintesis, acumulación y concentracióPl prematura de hormonas 
peptídicas como la u- MSH, glucagón, insulina, vasopresina y oxitocina en vesículas 
intracísternalesen los organelos mencionados (Facqhar, 1971, Tooze, 1989). 

cl,- ModificacíÓn postraduccjonal de proteínas de secreciÓn,- Durante la 
segregación y transporte vesicular del material proteíco recién sintetizado desde el 
rER a la porción proximal del Golgi, a través de "elementos de transición" (Rothman y 
col., 1981), diversos modicaciones postraduccionales constitutivas, particularmente la 
glucosilación proximal de las cadenas polipeptídicas recién sintetizadas y la formación 
de puentes disulfuro, dando origen a conformaciones terciarias de las macromoléculas 
(Rothman, 1981). Este material, transportado y concentrado en forma dependiente de 
un gradiente de pH y energía (ATP) en vacuolas de condensación desde el Trans
Golgi a gránulos de secreción, es posteriormente modificado por enzimas de 
glucosilación, acetilación y fosforilación y diversas actividades enzimáticas 
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proteolilicas (endopeptidasas y exopeptidasas), que originan la multifuncionalidad de 
diversas moléculas secretorias con actividades enzimáticas (enzimas digestivas, 
amilasa, DBH, AChE), actividades tróticas (neurotrofinas, GDNF, PDNF, BDNF, IGF I 
Y 11, etc.)(ver sección de abreviaturas, en el inicio del manuscrito), péptidos bioactivos 
(v.g., insulina, glucágon somatostatina, encefalinas, etc.) y precursores peptídicos 
(v.g., cromograninas) (Rothman , 1981; Uvett, 1984; Wacshek y col., 1989; Sundler y 
col, 1989; Takuma y col., 1994). 

dl.- Síntesis v transporte axonal de proteínas en el SNC.- Mediante el empleo de 
isótopos radiactivos acoplados a precursores metabólicos de la sintesis de proteinas 
celulares aunados al empleo de las técnicas de autoradiografia, diversos autores han 
demostrado el transporte vectorial de trazadores radioactivos. desde las regiones 
subcelulares donde se origina la sintesis proteica hacia el citoesqueleto axonal, donde 
el material incorporado a vesiculas endocíticas es transportado por los axones a la 
terminal sináptica de las células nerviosas. Bajo este contexto, se ha podido 
demostrar que posterior a la inyección ventriculo-cisternal, de un precursor radioactivo 
(v.g., Leu-H'), el trazador radioactiva aparece muy tempranamente (5 min.) en el rER 
de las células neuronales, observandose que éste es translocado 20-30 mino 
posteriores al sistema cisternal del aparato de Golgi, donde subsecuentemente la 
radioactividad es localizada y concentrada preferencialmente, en las porciones 
proximal y medial de los axones neuronales, en un gradiente somatofugal 30-90 mino 
posteriores (Edstrom, 1966; Koening, 1967, Young y Droz, 1968). 

De esta manera, diversos estudios experimentales enfocados a estudiar el transporte 
axonal de diversas moléculas protéicas en diferentes preparaciones biológicas del 
tejido nervioso de mamíferos e invertebrados marinos) mostrarón la existencia de dos 
tipos de transportes neuronales: un transporte axona! anterogrado (somatofugal) y un 
transporte dendritico soma/ofuga! (Droz y Leblod, 1962, 1963. Globus y col, 1968; 
Kreutzber y Toth, 1974). Estos estudios. dieron conocimiento que el transporte axonal 
rapido permite el transporte de material proleico vesiculado a una velocidad relativa 
de 200- 400 mm!dia (Mcewen y Grafstein, 1968; Stone 'f col, 1984), en tanto que el 
transporte axonal lento, que facilita el transporte de proteínas estructurales del axón 
(microfilamentos, neurofilamentos y componentes proteicos del axolemma) ocurre a 
velocidades de flujo relativas de 1-5mm/dia o a velocidades intermedias de 4-40 
mm/dia (Lasek , 1970; Willíard, 1974; Heslop, 1975; Blank y Lasek, 1977). Asimismo, 
diversos trabajos, han demostrado que el transporte axonal de vesiculas endociticas 
no ocurre en forma homogénea y regular sino en pulsos "saltatorios" anterogrados y 
retrogradas simultáneamente (Forman y col., 1977), demostrándose que todo material 
proteico segredo a vesiculas secretorias pasa obligatoriamente por el aparato de 
Golgi donde el material intravesicular es modificado posttraduccionalmente 
(Hammeschlag y col., 1982). 

En general puede resumirse que dependiendo del tipo de material biológico 
transportado, las neuronas son capaces de manejar diferentes flujos de transporte 
axonal (Brimijoin, 1975; Koening, 1985). Bajo este concepto, se ha podido demostrar 
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que una fracción importante de material proteico sintetizado de novo y transportado 
vesicularmente por flujo axonal rápido, incluye glucoproteínas y proteínas no 
glucosiladas que contienen un allo grado de grupos sulfato (SO,) acoplados a 
residuos de tirosina (Stone y col, 1984 a y b) como lo confirma el análisis 
electroforético bidimensional de estas sulfoproteínas, revelados por métodos 
autoradioradiográficos (Stone y col., 1983). Asimismo, el transporte dendrítico de 
macromoléculas (observado inicialmente en motoneuronas espinales) ocurre a 
velocidades inferiores al estimado en las prolongaciones axonales; esto es, a 
velocidades relativas de 1-5 ~m/seg., siendo este transporte, similarmente bloqueado 
por antagonistas farmacológicos que inhiben la polimerización de los microtubulos del 
axón (v.g., tubulina), como es la colchicina (Schbert y col., 1972; Kiss y col, 1977). 

Bajo este contexto, se ha podido demostrar también, que las neuronas son capaces 
de transportar vesículas endocíticas (vesículas sinápticas y gránulos de secreción) a 
través de un transporte axonal retrogrado con velocidades relativas similares al flujo 
axonal anterogrado rápido. Este transporte tiene importancia en la regulación del 
reciclaje de proteínas estructurales de membrana, así corno en la degradación y 
reconstitución de proteínas estructurales de la neurona (Kristenson y col., 1971). 

e).- Transferencia de proteínas de origen gUal al axón.- Diversas recopilaciones 
experimentales, enfocados a estudiar la interacción química entre células gliales y 
neuronas, particularmente en el tejido cerebral de invertebrados marinos, han 
demostrado la participación de las células gliales en la transferencia de material 
proteico a las neuronas, en especial, al axolemma neuronal. Estas observaciones se 
basan primeramente, en la aparición de material proteico de origen glial en el 
axoplasma y axolemma del axón gigante del calamar (dm 0.5 mm) posterior a la 
incubación de los axones escindidos de sus cuerpos neuronales con diferentes 
precursores metabólicos de la síntesis proteica; segundo, el axoplasmma aislado de 
células gliales periaxonales, no incorporan aminoácidos radioactivos a proteínas 
estructurales de membrana; y tercero; la inyección intra-axonal de RNAsas, no reduce 
la deposición de proteinas recién sintetizadas en la membrana axonal (Lasek y coI:, 
1971; Tytell y Lasek, 1981). 

Mas aun, estos autores muestran la translocación de una fracción heterogénea ('" 
40%) de proteínas de origen glíal (12-200 kDa) a la membrana y citoplasma axonal 
por un mecanismo dependiente del Ca" extracelular (Lasek., 1977; Tytell y Lasek, 
1981), siendo en su mayoria polipéptidos diferentes a los comúnmente sintetizados en 
el soma neuronal (Tytell y Lasek, 1984). Estas proteinas pudiesen funcionar como 
factores tróficos, relevantes para la viabilidad funcional del axón ylo de soporte para la 
regeneración del mismo (Goldstein, 1982). 

Mediante el empleo de la microscopia electrónica, diversos autores se han percatado 
de la presencia de "canales citoplásmicos', representados por áreas de "continuidad" 
entre el citoplasma axonal y el citoplasma 9lial, estructuras microanatómicas, que 
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pudiesen explicar el flujo bidireccional de material proteico de origen neuronal como 
glial (Perrachia, 1981; Goldstein, 1982). 

f).- Aspectos relevantes en la interacciÓn neurona-glía.- Estudios pertinentes a 
la regulación de la secreción neuroendocrina de diversas hormonas peptidicas han 
puesto en evidencia. que dicha secreción esta regulada en forma importante por la 
actividad de factores de secreción glial, cuya secreción es controlada, asimismo, por 
diversos esteroides y hormonas de naturaleza peptidica. Bajo este contexto, se ha 
podido establecer que la secreción neuronal de LHRH en la eminencia media del 
hipotálamo, esta regulada por factores tróficos secretados por astroeitos y tanieitos 
(células gliales modificadas que cubren la pared del tercer y cuarto ventriculo), tales 
como TGF-a, IGF-I, a través de su uniÓn con autoreceptores especificos (tipo EPGF) 
expresados en la superficie glial, permitiendo la autoexpresión y autoinducción de la 
secreción del mismo factor así como de otras substancias neuroactivas (v.g., 
prostaglandinas E,) que favorecen la secreción de neuropéptidos y glueoproteinas. 

Asimismo, el análisis ultraestructural del sistema hipotálamo-neurohipofisial (SHN), 
muestra que en diferentes condiciones fisiológicas (v.g., lactancia, deshidratación 
hiperosmolar, etc.), los astrocitos como los pituieitos son capaces de aislar los cuerpos 
neuronales y dendritas entre diferentes grupos neuronales que estructuran el NPV y 
NSO (ver sección de abreviaturas) que al "retraerse" favorecen un incremento en el 
contacto interneuronal asi como con el tejido neuro-hemal (Theodosis y MacVicar, 
1996). 

9).- Transporte transneuronal de proteinas secretorias,- El sistema visual de 
invertebrados ha sido la preparaciÓn biológica mas utilizada, para estudiar la 
transferencia transneuronal de macromoléculas. Utilizando diversos precursores 
metabólicos radioactivos, como 'H-Pro, 'H-Leu, 'H- Asp, 'H-Pro "S-Met, diversos 
autores pudieron confirmar mediante ensayos de autoradiografia, la migración de 
moléculas proteicas sintetizadas en las células ganglionares de la retina al tectum 
óptico contralateral, efecto que no es bloqueado por inhibidores de la sintesis proteica 
(v.g., cicloheximida) (Elam y Agranoff, 1971; Peale y col., 1977). Estos autores 
confirman que la translocación de trazadores radioactivos ocurre independientemente 
a la sintesis de novo de proteínas (Elam y Agranoff, 1971; Peale y col.. 1977). 
Asimismo, en vertebrados superiores (Macaccus rhesus) se comprobó que el material 
proteico sintetizado en la retina (células ganglionares) 3 y 30 dias posteriores a la 
inyección intraocular de 'H-Leu, el 50-70 % de la radioactividad se localizaba en los 
mismos axones ganglionares de la retina, en tanto que un 20-30 % de la 
radioactividad se confinaba en las terminales presinápticas, datos que confirmaban 
que la transferencia de material proteico sintetizado en la retina era transportado por 
un flujo axonal anterogrado rápido a la terminal presinaptica, en tanto que la mayoría 
de la radioactividad localizada en el axoplasma era transportada por un flujo axonal 
lento (Hendrickson, 1972). 
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Bajo este lineamiento, Grafstein, muestra que solo una pequeña fracción de material 
proteico (2%) marcada con 'H-Pro o 'H-Fucosa y precipitada con TCA, localizada 
inicialmente en el tracto óptico y núcleo geniculado lateral (NGL) del primate, es 
translocada transinápticamente a la corteza visual contralateral 5-8 hrs, posteriores a 
la inyección IOC del trazador radioactivo (Grafstein, 1971), localizándose el precursor 
radioactivo incorporado a material proteico, particulannente en la lámina IV de la 
corteza, área donde se incrementaba la señal autoradiográfica (Grafslein y Laureno, 
1973); identificando que una proporción importante del material translocado, está 
integrado porglucoproteinas (Speck y Grafstein, 1973). 

En extensión a los estudios elaborados por eslos autores, las técnicas 
autoradíográficas permiten revelar que el material proteico sintetizado de novo, en la 
relina se deposita en columnas de dominancia ocular en la corteza occipital 
contralateral y estratos similares del núcleo geniculado lateral (NGL) ipsilaleral, misma 
que recibe aferentes axonales de las células ganglionares de la retina relacionada con 
la inyección IOC del precursor metabólico (Weisel y col., 1974, Orager y col., 1974). 
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HIPOTESIS GENERAL 

La estimulación quimica del tejido nervioso induce la liberación de diferentes 
mensajeros químicos que afectan la transmisión sinaptica, entre las que se 
encuentran los péptidos bioactivos, aminoácidos y aminas biogénicas. Asimismo, la 
estimulación química despolarizante del tejido nervioso, induce la liberación de 
sustancias proteícas de alta masa molecular que al igual que los demás 
neurotransmisores son secretadas de las terminales presinapticas al espacia 
interneuronal y por el posible papel funcional que podrian desempeñar en la 
regulación o modulación de la transmisión sinaptica, éstas moléculas mensajeras 
representan una fuente de estudio importante e interesante en el campo de la 
neurobiología y en particular en la química del sistema nervioso central de los 
mamíferos. 

HIPOTESIS EXPERIMENTAL 

1).- El material proteíco liberado bajo estimulación quimica del tejido nervioso, deberia 
estar presente en el espacio extracelular, en una concentración dada que permitierá 
su detección por ensayos químicos utilizados para cuantificar proteinas en líquidos 
biológicos, como es el metódo colorimétrico de Lowry. 

2).- Este material proteico deberá ser facilmente colectado en fracciones de 
perfusado, durante la estimulación quimica del tejida nervioso con soluciones 
despolarizantes o bajo condiciones basales de perfusión (esto es, no estimulación del 
tejido) 

3).- El material proteíco liberado bajo condiciones de estimulación despolarizante del 
tejido nervioso durante la perfusión in vivo del animal (rata) deberá estar enriquecido 
significativamente en las fracciones colectadas durante la estimulación del tejida. 

4).- Este material liberado bajo las condiciones de estimulación con soluciones de 
perfusión despolarizantes, conteniendo 50 mM del ión K-.y 1.8 mM de Ca". (Bayón, y 
col., 1985, 1986), debería ser bloqueado cuando se aplican agentes farmacológicos 
especificas que antagonizan canales de calcio. 

5).- Por tanto, si este material es liberado bajo condiciones de estímulación fisiológica, 
debería por principio provenir del tejido nervioso, esto es, tener un origen neuronal ylo 
glial, y por conclusión no deberán provenir del compartimento vascular o 
compartimentos extraneurales. 
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glial, y por conclusión no deberán provenir del compartimento vascular o 
compartimentos extraneurales. 
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6).- Bajo la hipótesis anterior, el tejido neural deberá liberar material proteico 
sintetizado de novo, cuando el tejido es sujeto a la estimulación química 
despolarizante del mismo posterior de la aplicación local de un precursor metábolico 
radioactiva que sea capaz de incorporarse a a la maquinaria biosintética de proteinas 
de las celúlas neuronales. 

7).- Por consiguiente, la detección de material proteico sintetizado in situ y liberado 
bajo la acción de agentes quimicos que despolarizan el tejido nervioso (K' 50 mM) 
durante los ensayos de perfusión en el animal in vivo, será prueba contundente que 
éste material proteico liberado tiene un origen neuronal y por ende excluye us posible 
origen vascular. 

OBJETIVOS EXPERIMENTALES 

1).- El primer enfoque experimental estuvo centrado al diseño, desarrollo y validación 
de un sistema de perfusión en el animal in vivo, utilizando la cánula de perfusión 
"ranurada", diseño modificado de la cánula perfusión de uso común (Gaddum-Myers) 
y un sistema de extracción abierto a la presión atmosférica. 

2).- Cuantificación del material proteico endógeno secretado al espacio extracelular 
mediante la estimulación quimica despolarizante del tejido estriatal (núcleo estriado) 
utilizando técnicas calorimétricas que permiten Idetectar y estimar concentraciones de 
proteínas en muestras biológicas. 

3).- Diseño, desarrollo y validación de un sistema de inyección intracerebral en el 
animal in vivo de un precursor metábolico radioactiva para evaluar y cuantificar la 
sintesis y secreción neuronal de material proteíco sintétizado de novo en el estriado 
de la rata por medio de la perfusión intracerebral push-pull. 

4).- Cuantificación del material proteico marcado con el trazador radioactiva 
sintetizado en el estriado de la rata. 

5).- Evaluación del papel funcional del ión Ca" y de agentes qUlmlcos y 
farmacológicos neutralizan la acción fisiológica de este ión durante la secreción del 
material proteico total y material proteico sintetizado de novo en el tejido estriatal 

6).- Identificación del origen celular del material proteico sintetizado y secretado por 
la despolarización quimica de tejido nervioso. 
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Procedimientos Experimentales 

la descripción de la metodología en esta tesis se encuentra desglosada en dos 
publicaciones que se anexan (1 y 11). A continuación se describe una guia de los 
procedimientos experimentales que se emplearon para la obtención de los resultados 
referentes a la síntesis y liberación de proteínas en el sistema nervioso de la rata. 

1.- Cánula de perfusión.- Los detalles concernientes al diseño y construcción de la 
cánula de perfusión utilizada en nuestros experimentos se encuentran referidas en las 
siguientes publicaciones 

1).- Release of proteins. enzymes. and the neuroactive peptides. enkephalins from the 
striatum ofthe freely moving ral. Pags 402-403. figura 1. 

11).- Síntesis y liberación in vivo de proteínas en el sistema nervioso central de la rata. 
Pags.: 36-37. diagrama 2. 

2.- procedimientos Quirúrgicos.- En nuestros experimentos de perfusión 
utilizamos el modelo animal experimental de la rata. Las referencias de la cepa 
empleada. sexo. peso y procedimientos quirúrgicos como el sitio de implantación de 
las cánulas se encuentran referidas en las mismas publicaciones: 

1).- Release of proteinas. enzymes. and the neuroactive peptides. enkephalins from the 
striatum ofthe Ireely moving ral. Pags 403-404. 

11).- Síntesis y liberación in vivo de proteínas en el sistema nervioso central de la rata. 
Pag.37. 

3.- procedimientos de perfusión.- Las condiciones ambientales de las sesiones 
de perfusión. localización intracerebral de la cánula de perfusión. procedimientos de 
bombeo de líquido. medios de perfusión usados. condiciones de estimulación 
despolarizante y manejo de las fracciones colectadas. se refieren por igual en ambas 
publicaciones: 

1).- Release 01 proteinas. enzymes. and the neuroactive peptides. enkephalins lrom the 
striatum 01 the Ireely moving ral. Pags. 403-404. figura 1. 

11).- Síntesis y liberación in vivo de proteinas en el sistema nervioso central de la rata. 
Pago 37. díagrama 2 y diagrama 2a. 

4.- Ensayo de muestras biológicas.- Los ensayos bioquímicos utilizados en la 
determinación de neurotransmisores no peptídicos. como 'H-GABA. liberado del tejido 
nervioso bajo estimulación química despolarizante con alto potasio. asi como la 
determinación de material proteico tisular reactivo a Lowry. la cuantificación de la 
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radioactividad incorporada a proteína tisular precipitada con ácido tricloro-acético 
(TCA), cuantíficación de la liberación de proteína total, precipitada con TCA, y 
cuantificación de la liberación proteína marcada con el precursor metabólico, L-"S
Metionina, se refieren en las mismas publicaciones: 

1).- Release of proteinas, enzymes, and the neuroactive peptides, enkephalins from the 
striatum of the freely moving ral. Pags 404-406, figura 1. 

11).- Síntesís y liberación in vivo de proteínas en el sistema nervioso central de la rata. 
Pago 37, diagrama 1. 

5.- Estudio$ de la incorpQraciÓn del trazador 3sS-Metiooina a prQteína tisular en 
el estriado de la rata.-

Diferentes condiciones experimentales preliminares al estudio de la liberación in vivo 
de proteínas marcadas con el trazador radioactiva, L-"S-Metionina, fueron llevadas a 
cabo con el fin de determinar y cuantificar el grado de incorporación del precursor 
metabólico a proteína tisular en el tejido neuronal. Estas condiciones experimentales 
incluyeron :1).- Un grupo experimental control de incorporación in vitro del trazador 
radioactiva a proteina neuronal en homogenados y explantes de tejido estriatal de la 
rata. 2).- Otro grupo experimental control de incorporación in vivo del mismo precursor 
metabólico a proteína neuronal, empleando ratas Wistar previamente anestesiadas y 
fijadas en un aparato estereotáxico. 

aJ.- locQrpQ@ción de trazador radioactivo a homQgenadQs y explantes hervidos 
del estriado de la rata.-

Para llevar a cabo estos estudios, el tejido estriatal (caudo-putamen) de cuatro ratas 
(n=4) machos de la cepa Wistar (peso 250-300 gr.) fue extraído de los cerebros de los 
animales. Dos de estos (n=2) fuerón incubados (hervidos) a una temperatura de 
ebullición de 92 °C/30 min y colocados después en placas de Petrie y expuestos a la 
aplicación (inyección) de un pUlso único de 3 ¡lCi del trazador radioactiva, L-"S
Metionina (A.E. 1180 Ci/mmol) en 10 ¡ll de medio de perfusión (RKB) durante 15 mino 
Estos explantes de tejido estriatal (n=2) fuerón sometidos al proceso de 
homogeneización como se describe más adelante. Los estriados restantes (n=2) (~ 40 
mgl fragmento de tejido húmedo) fuerón homogeneizados a BOa r.p.m 
(Homogenízador Uttraturek) en 1 mi de RKB (4°C) e incubados a una temperatura de 
ebullición de 92 OC/3D mino Estos homogenados fueron expuestos al mismo 
procedimiento de aplicación del precursor metabólico [3 ¡lCi/10 ¡ll de medio de 
perfusíón (RKB) durante 15 min].. Todos los homogenados resultantes fueron 
precípitados ínicialmente en un volúmen de 1.0 mi de una solución fría de 15% 
TCA/10 mM de L-metionina y congelados para su uso posteríor, mismos que fuerán 
subsecuentemente sometidos a B ciclos de centrifugación-precipitación-resuspensjón
precipitación-centrifugación como se detalla en la publicación (Salud Mental., Vol. 22 
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(1) : pago 38, diagrama 1), para obtener un producto final de precipitación 
correspondiente al material proteico tisular extraido de los homogenados del estriado 
de la rata. 

b).-Incorporación in vivo de trazador radioactiva al tejido estriatal de la rata.-

Para llevar a cabo estos estudios, el tejido estriatal (caudo-putamen) de cuatro ratas 
machos de la cepa Wistar (peso 250-300 gr.) (n=4) previamente anestesiados Con una 
mezcla de fluotano/CO,lO, (ver materiales y métodos en publicación 11) y fijadoS en un 
aparato estereotáxico, fue expuesto a la aplicación local de 3 flCi del trazador por 15 
min (como se detalla en el inciso anterior). Las regiones anatómicas correspondientes 
al caudo-putamen fueron extraídas 30 min y 4 hr posterior a la inyección local del 
trazador y sujetas al mismo tratamiento de precipitación con TCA y ciclos de 
centrifugación y precipitación como se ha descrito (ver inciso anterior y publicación 
referida). 

6.- DifusiÓn det trazador radioactiva "S-Metíonina en el cerebro de ta rata.-

Previo a la utilización y validación del sistema de inyección del precursor metabólico 
radioactiva en el estriado de la rata utilizado para determinar el curso temporal de 
incorporación del trazador a proteina tisular en el animal in vivo (como se detalla en la 
pUbliucación 11), se evalúo la capacidad del tejido estriatal (núcleo estriado) por 
"confinar" un volúmen determinado del aminoácido "S-Metionina, cuando el estriado 
del animal in vivo es expuesto a la inyección de un pulso único del precursor 
radioactivo. Para llevar a cabo estos estudios, las regiones del caudoputamen 
(estriados) de diferentes grupos de animales (n=12), fueron expuestas a la inyección 
de un pulso único del trazador (10 flCil 3 ¡rl de RKB) (ver cirugia y aplicación de 
trazador en las publicaciones referidas). Las regiones anatómicas del cerebro de los 
animales correspondientes al sitio anatómico de la aplicación local del trazador 
(cuadrante A)(ver figura 5 en sección de resultados) como de las regiones ipsilaterales 
y contralaterales de los cerebros de los animales (cuadrantes B-H) fueron 
respectivamente disecadas y homogeneizadas a los 15 min , 30 min, 1.5 hr y 4.0 hr 
después de la extracción de los cerebros y de la aplicación del precursor metabólico 
bajo las mismas condiciones experimentales expuestas en el inciso anterior. 

7.- Ensayos de cromatografia en placa fina - Con el fin de determinar si el 
precursor metabólico L- "S-Metionina no incorporado a material proteico era liberable 
de las pozas endógenas celulares, durante las sesiones de perfusión y estimulación 
química despolarizante del tejido estriatal. se realizarán ensayos de cromatografia en 
placa fina para determinar /a presencia de este trazador en: 1).- fracciones de 
perfusados obtenidas durante la estimulacián mecánica del tejido durante la sesión 
de perfusión (n=l) colectadas en un volumen inicial de 1 mi y concentradas en una 
liofilizad ora (LABCONCO) a un volumen final de 500 fll. 2).- en fracciones de 
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perfusado colectadas durante la estimulación química despolarizante del tejido 
estriatal (con 50 mM de K')(n=12) en un volumen inicial de ., 5 mi y concentradas en 
una liofilizadora (LABCONCO) a un volumen final de 500 fll 3).- en fracciones de 1.0 
mI. de sobrenadante de homogenado de estriado. sobre el cual se aplico 3 fiCi del 
trazador radioactivo (n=1). Alicuotas de 20 ¡d de cada una de las fracciones 
mencionadas. fueron individualmente aplicadas en una placa de celulosa no 
fluorescente (Merck). cromatografiadas en una fase móvil con los solventes 
siguientes: Bu/anal: ácido acético: H,O (120: 30: 50) y reveladas posterior al 
corrimiento cromatográfico con ninhidrina. 

4) 



RESULTADOS 

1 ) .• Síntesis y liberaciÓn de proteinas en el SNC de mamíferos (rata). 

Los hallazgos experimentales referentes a la sintesis y liberación de proteínas en el 
núcleo estriado de la rata. se describen en los artículos publicados en las revistas 
científicas insertadas'\,1 manuscrito de esta tesis. 

1).. Bayón. A., Antón, B., Leff, P., and Solano, S. (1986). Release of proteins , 
enzymes, and the neuroactive peptides, enkephalins, from the striatum of the freely 
moving ral. Ann. N.Y. Acad. Sci. 473: 401-417. 

Este capítulo fué enviado por invitación de la Academia de Ciencias de Nueva York 
(presentado en un simposio de la misma) e incluye resultados sobre la liberación 
basal y estimulada de proteínas en los ganglios basales del roedor (estriado y globus 
pallidus). En particular, este artículo hace mención sobre la dependencia parcial de 
liberación de material proteíco de origen estriatal cuando se aplica al tejido mismo, 
agentes farmacológicos que tiene capacidad de quelar cationes divalentes (Ca") 
como es el EGTA (ver figura 4 en este mismo articulo) 

11) .• Phillipe Leff y Benito Antón. (1999). Sintesis y liberación in vivo de proteínas en el 
sistema nervioso central de la rata. Salud Mental. Vol. 22 (1) : 35-45. 

En éste articulo, se detalla los hallazgos experimentales pertinentes al curso temporal 
de incorporación del precursor metabólico L·"S·Metionina a proteína neuronal 
después de la aplicación in vivo del mismo al núcleo estriado de la rata y su 
preciítación con ácido tricloroacético (TCA) (figura 1). Asimismo, éste artículo detalla 
los estudios enfocados a estudiar y cuantificar la liberación in vivo del material 
proteíco sintétizado de novo. Se puede apreciar en la figura 2 y 3 la dependencia 
parcial que muestra la liberación de proteina cuando el Ca" ex1racelular, es quelado 
por el agente farmacológico, EGTA .En contras posición a estos resultados obtenidos, 
se puede observar en la figura 4 el efecto dramático que ejerce el agente 
farmacológico, verapamil (antagonista de canales de calcio), en inhibir 
significativamente (98%) la liberación inducida de proteina total (tecera sesión de 
estimulación. En adición, este articulo muestra la fracción de material proteico 
sintetizado por las neuronas que ha sido liberado por estimulación quimica del tejido 
estriatal y subsecuentemente precipitado con TCA, en relación con la fracción total de 
proteina tisular marcada con el mismo trazador (ver cuadro # 1). 
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2.- Estudios de la incorporaciÓn del trazador 35S-Met¡Qn;na a proteína tisular en 
el estriado de la rata.-

al.' Estydios in vjtro.- Para determinar el grado de incorporación del precursor 
radioactivo en precipitados de proteina neuronal de los homogenados y explantes del 
tejido estriatal previamente hervidos (incubados a 92'CI 30 minI se modificó la 
metodología oríginal utilizada por Mans y Novelli para cuantificar la incorporación de 
aminoácidos radioactivos a prgl¡tin~papeLfill.ro (Mans y Novelli, 1960). Esta 
modificación consistió en colectar tanto los homogeneizados del tejido estriatal como 
las fracciones de perfusado en tubos Eppendorff y someter las diferentes muestras 
biológicas precipitadas previamente con ácido tricloacético (TCA) a 8·9 ciclos de 
centrifugación y resuspensión de las pastillas (pellets) precipitadas [Salud Mental. 
22(1); 35-45]. Utilizando esta variación de la metodología original descrita por Mans y 
Novelli, los resultados experimentales referentes a la incorporación del trazador en 
homogenados y explantes de tejido hervidos, no mostrarón un incremento importante 
en la incorporación del aminoácido radioactivo a proteina tisular una vez que se 
obtuvó el precipitado final de los homogenados (fracción NACL), observándose en 
éstas fracciones una pobre recuperación del trazador (cpm totales) incorporado a 
material reactivo a Lowry (ver figuras de resultados 1 y 21, (0.2% en homogenados 
hervidos; 0.1% en caudados hervidos). 

Mas aun, indistintamente de la preservación del contenido de proteína total (18% -
20%) a lo largo de los ciclos de precipitación y centrifugación en las diferentes 
fracciones obtenidas (Si, P2, NACL) la baja recuperación de trazador incorporado a 
proteina puede asumirse como resultado de la desnaturalización de las acti_idades 
enzimáticas celulares responsables de la biosintesis proteica posterior a la incubación 
de las muestras a temperaturas de ebullicíón de 92 ·C. 

b).- Estudios in vivo.- En extensión a los datos experimentales expuestos 
previamente, los resultados obtenidos después de la aplicación del precusor 
radioactivo en el animal in vivo, y de la extracción y homogeneización del tejido 
estriatal a diferentes tiempos (30 min y 4 hrs), indican que a lo largo de un curso 
temporal de 4 horas existe un incremento proporcional en ta incorporación del trazador 
a proteína tisular, observándose un incremento de 0.7%-1.8% en las fracciones 
precipitadas con TCA y resuspendidas finalmente en una solución de 0.15M NaCl1 
0.1 N NaOH (ver metodología en publicación 11); 30 min y 4 hrs posteriores a la 
apticación locat del precursor radioactivo (figura 3 y 4). Estos resultados muestran 
que en el tejido intacto existe una incorporación significativa del aminoácido 
radioactivo a proteína tisular, evento que puede ser observable a lo largo de un curso 
temporal de síntesis de proteína más extenso., como se muestra en la estimación de 
las actividades específicas de la incorporación del trazador a material reactivo a Lowry 
en un curso temporal de 12 hrs.(Publicación anexa, Salud Mental, figura 1, pag.: 40). 
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3.- DifusiÓn del trazadQr radiQactivQ !"S-MetjQninal en el cerebro de la rata.-

CQn el lin de evaluar la pQsible difusión del trazador a IQ largo del parénquima 
cerebral, la región del caudQ-putámen de diferentes animales previamente 
anestesiadQs y lijados a un aparatQ estereotáxicQ, fue expuesta a la inyección del 
trazadQr radioactivQ (70 X1Q-6 ± 11.5 X10" cpm/3 Id. de RKB). CQmo se puede 
apreciar en las gráficas representativas del curso temporal de incorporación del 
trazador al tejido neurQnal, prácticamente el trazador se confinó al sitiQ anátomico de 
inyección (figura 5, cuadrante A, gráfica inferior), después de estimar la actividad del 
trazador en IQS homogenados de las diferentes áreas neuroanátomicas disecadas 
(Figura 5, cuadrantes A-H) del cerebrQ de los animales. El hecho de que solamente 
una pequeila fracción del trazadQr inyectado al tejido neuronal (~ 5.0 %) haya sido 
localizadQ en regiones adyacentes al sitio de aplicación (cuadrante C), sugiere que el 
trazador no difunde extensamente a lo largo del parénquima a través de líquidos 
biológicos (v.g., LCR) [como se puede observar en las regiones anatómicas 
contralaterales al sitio de inyección del trazador (cuadrantes B y OJ. 

En resúmen, nuestras observaciones experimentales aportan que el trazador es capaz 
de ser "retenido" localmente por el tejido neuronal en el sitio de aplicación del mismo, 
independientemente del porcentaje de trazador eliminado o aclarado por 
extravasación del tejido nervioso (~ 40%) y asimismo, el remanente (~ 60 %) ser 
capturado por las celulas neuronales locales in vivo, transportado e incorporado a la 
maquinaria biosintetica subcelular para IQgrar asi la sintesis de novo de material 
proteico que puede ser analizado en estudios de incorporación in vivo del precursor a 
lo largo de cursos temporales cortos (4 hr ) o extensos (12 hr) como se demuestra en 
la publicación anexada. 

Estos resultados permitierón subsecuentemente, determinar el tiempo necesario que 
requieren las celulas neuronales para sintetizar y detectar el pico máximo de 
incorporación del trazador a material proteicQ sintetizado de novo. Con el objetQ de 
estimar el curso temporal de máxima sintesis proteica, diferentes grupos de ratas 
(n=12) fuerón expuestas a la inyección local del precursor radioactivo a IQ largo de un 
curso temporal de 12 hr como se detalla en la publicación anexa (Salud Mental). Los 
resultados experimentales, mostrarón una estabilidad en la incorpQración del trazador 
a proteina endógena 4·12 horas posteriores a la inyección local del precursor 
metabólico, obserándQse un pico máximo de sintesis prQteica a las 8 hr posterioir a la 
aplicación local del trazadQr. EstQS datos experimentales permitierón establecer CQn 
precisión el tiempo óptimo de iniciQ (4 hrs pQsteriQr a la inyección del trazador) y 
duración de las sesiones de perfusión ( 8 hr máximas) a lo largo del curso temporal en 
que se denota la estabilización del proceso de la sintesis del material proteico en el 
tejido estriatal (4-12 hr) (ver figura 1, pUblicación Salud Mental). 
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4.- Ensayos de cromatografia en placa fina En extensión a los resultados 
obtenidos sobre la liberación in vivo del material proteico sintetizado de novo en el 
estriado de la rata, se analizó adicionalmente, por cromatografia en placa fina, la 
posible liberación del precursor metabólico, "S-Metionina en las fracciones de 
peñusado colectadas durante la estimulación quimica despolarizante del tejido 
neuronal y/o la estimulación mecánica del mismo, como se detalló en la sección de 
procedimientos experimentales. 

El corrimiento cromatográfico de diferentes muestras biológicas (lesión, sobrenadante 
de estriado y material liberado y colectado en peñusados) que contienen el trazador 
radioactiva, muestra que una proporción elevada del trazador (80%) capturado 
localmente por las neuronas estriatales, es liberado bajo estimulación mecánica del 
tejido, como se observa en el corrimiento respectivo de la muestra (figura 6, gráfica 
superior, pico inicial, Rf: 0.20). Asimismo, se puede observar la presencia del 
precursor cuando éste es aplicado exógenamente a una muestra control de 
sobrenadante de estriado de la rata (figura 6, gráfica intermedia, pico inicial, Rf: 0.24), 
en tanto que, las fracciones de peñusado colectadas posterior a la estimulación 
quimica del tejido, no muestran una fracción JiberabJe significativa del trazador 
capturado por el tejido neuronal (figura 6, gráfica inferior, pico inicial, Rf: 0.08). 

Estos resultados sugieren y apoyan que las fracciones de peñusado colectadas 
durante las sesiones de peñusi6n asi como de los homogenados de tejido estriatal 
expuestas a la precipitación inicial con una solución de 15 %TCN10 mM de l
metionina y sujetas subsecuentemente a los ciclos de centrifugación y tratamiento del 
material proteico precipitados con diferentes soluciones orgánicas (etanol, éter-etanol) 
(ver procedimientos experimentales en la publicación anexa, Salud Mental) permite 
excluir la fracción de trazador libre no incorporado a proteina tisular y estimar en forma 
exctusiva et trazador radioactiva incorporado a proteina tiberable ó proteina endógena 
tisular posterior a la precipitación y tratamiento de los peñusados y homogenados de 
tejido estriatal con ácidos y soluciones orgánicas. 

47 



FIGURAS DE RESULTADOS NO 
INCORPORADOS A LAS 

PUBLICACIONES REFERENTES Y 
ANEXADAS AL CUERPO DE LA 

TESIS. 
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FIGURAS DE RESULTADOS 

FIGURA 1.- DeterminaciÓn de "5-Metionina en homogenados hervidos 
El estriado de dos ratas (n=2) fue extraido y homogeneizado en 1.0 mI de RKB 
aplicándose 3 IICi del Irazador para determinar su incorporación a proteína tisular 
siguiendo el protocolo descrito en articulos anexos referente a los ciclos de 
precipitación (con 15 % TCN10 mM l-metionina) centrifugación, resuspensión, 
reprecipitación y centrifugación de las diferentes fracciones obtenidas. la primera 
serie de gráficas (izquierda) representa la determinación de cuentas totales (cpm) del 
trazador presente las fracciones precipitadas con TeA y centrifugadas a lo largo del 
ensayo. la segunda serie de gráficas representa la estimación de proteina analizada 
por el método cuantitativo de lowry en las fracciones se~aladas. 

"5-Met, cpm totales de trazador aplicado. 

LEI, cpm recuperadas del trazador aplicado posterior al lavado externo e interno del 
sistema de inyección üeringa Hamilton-cánula de inyección). 

HOM, cpm recuperadas del trazador en homogenados de estriado (graficas de lado 
izquierdo) y de proteina total (graficas de lado derecho) 

51, cpm recuperadas del trazador en sobrenadantes de estriado (graficas de lado 
izquierdo) y de proteina total (graficas de lado derecho) 

P1, cpm recuperadas del trazador en los primeros precipitados de homogenados 
de estriado (grafrcas de lado izquierdo) y de proteina total (graficas de lado derecho 

P2, cpm recuperadas del trazador en los precipitados de sobrenadantes de estriado 
(graficas de lado izquierdo) y de proteina total (grafrcas de lado derecho 

52-$8= cpm recuperadas del trazador en los sobrenadantes de estriado (grafrcas de 
lado izquierdo) obtenidos durante los ciclos de precipitación-centrifugación
resuspensión y tratamiento con soluciones orgánicas de las respectivas pastillas 
(pel\ets). 

NACL., cpm recuperadas del trazador en las últimas fracciones precipitadas (P8), 
obtenidas a partir de los precipitados de los sobrenadantes de tejido estriatal (S1,S2) 
resuspendidas en 0.15 M de NaCll 0.1 N de NaOH.(graficas de lado izquierdo) y de 
proteina total (grafrcas de lado derecho los ciclos de precipitación-centrifugación 

LAVADOS= ciclos de precipitación-centrifugación-resuspensión-reprecipitación de los 
pastillas resuspendidas con las diferentes soluciones orgánicas 
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% , recuperación porcentual de proteina total estimada por el metódo de Lowry asi 
como de cpm del precursor metabólico aplicado en cada fracciónes obtenidas 

FIGURA 2.- DeterminaciÓn de "S-Metionina en extractos de estriado 
hervidos. El estriado de dos ratas (n=2) fue extraído e incubados a 92'CI 30 min .• 
aplicándose posteriormente 3 ¡lCi del trazador y determinándose su incorporación a 
proteína tisular siguíendo el protocolo descrito en artículos anexos referente a los 
ciclos de precipitación (de homogenados y sobrenadantes con 15 % TeN 10 mM L
metionina)-centrifugación-resuspensión-reprecipitación y centrifugación de las 
diferentes fraccíones obtenidas. La primera serie de gráficas (izquierda) representa la 
determinación de cuentas totales (cpm) en cada fracción precipitada ylo resuspendida 
a lo largo del ensayo. La segunda serie de gráficas representa la estimación de 
proteina analizada por el método cuantitativo de Lowry en las fracciones señaladas. 

FIGURA 3 Y 4.- DeterminaciÓn in yívo de "S-Metionina en et estriado de la 
mliL El estriado de las ratas (n=4) fue extraído posterior a la aplicación local de 3 
¡lCi del trazador a los animales anestesiados, fijados previamente en un aparato 
estereotáxico. La determinación de la incorporación del trazador a proteí~a tisular se 
realizo 30 mino (figura 3) y 4 hrs. (figura 4) posterior a la inyección local del trazador y 
extracción de las regiones anatómicas correspondientes, siguiendo el protocolo 
descrito en artículos anexos referente a los ciclos de precipitación -centrifugación
reslJspensión-reprecipitación y centrifugación de las diferentes fracciones obtenidas . 
La primera serie de gráficas (izquierda) representa la determinación de cuentas 
totales(cpm) en cada fracción precipitada ylo resuspendida a lo largo del ensayo. La 
segunda serie de gráficas representa la estimación de proteina analizada por el 
método cuantitativo de Lowry en las fracciones señaladas. 
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Figura 1 

Incorporación de 35-S-Metionina en Determinación de proteina total (n=2) 
extractos totales hervidos del estriado de la 
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I-Igura 2 

Incorporaclon de 3S-5·Melionina a homogenados Determinación de proleina an 
hervidos (n=2) homogenados hervidos (n=2) 
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rlgura .:l 

Incorporación In Vivo de 35-S-Metionlna a protelna Determinación de proteln. en el 

tisular en el estriado de la rata (n"2) e.trlado de la rata (n-2) 
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Incorporación In Vivo de 35-S-Metionin •• protein. Determinación de protelna en el 
tisular en el estriado de la rata (n=2) estriado de la rata (n"2) 
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FIGURA 5.- DeterminaciÓn de "S-Metionina en diferentes regiones 
anatómicas del cerebro de la rata. 12 ratas anestesiadas y fijadas previamente en 
un aparato estereotáxico, fueron sometidas a la aplicación de un pulso único del 
trazador radioactivo (3 pei). A diferentes tiempos (O, 0.5,1.5, 4.0 hrs.) 8 regiones 
anatómicas (cuadrantes) fueron extraidos y homogeneizados (n=3) como se describe 
en la sección de procedimientos experimentales, con el fin de determinar la actividad 
del trazador (cpm) en cada una de las regiones cerebrales esquematizadas para 
estimar la difusión del precursor radioactiva a lo largo del parénquima cerebral. 
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FIGURA 6.- Determinación de la liberación de "$·Metionina libre en 
perfusados del tejido cerebral. Diferentes muestras de perfusado colectados de 
animales expuestos a la aplicación local del trazador radioactiva fueron ensayadas por 
cromatografía en placa fina (como se detalla en la sección de procedimientos 
experimentales) aplicándose 20 ~I de las muestras representativas por carril. Las 
muestras cromatografiadas son representativas de: 1).- un perfusado colectado 
durante la estimulacióD mecánica del tejido estriatal (lesión). 2).- muestras 
concentradas de perfusados colectados durante la estimulación qUlmlca 
despolarizante del tejido (perfusados) y 3).- muestra de un sobrenadante control de 
estriado de rata (al cuál se le adicionó 3 pei del trazador radioactivo). Las muestras 
fueron sometidas en forma individual al corrimiento cromatográfico. El gel fue cortado 
en secciones de 0.5 mm y los fragmentos fueron colocados individualmente en viales 
de centelleo conteniendo liquido de centelleo (tritosol). 
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Síntesis y lihA\;~dón ;n 1/;"0 
áe proteínas en el sistema 
nervioso central de la rata1 

Philippe leff" 
Benito Antón-

Summary 

We have reportad !he depofarization-evoked ,ektase 01 both 
the inhibitory amino aOO GASA, and lhe peptide neurom
odulatOl" enkephalin (Bayón el al. 1986). AdditIonatty, a parti~ 
cular intere$1ing finding observed along !he course of these 
experimenls were both an in vivo resting and K+-evoked 
release 01 pro(ein-tike material Irom \he strialo-pallidal region 
of lhe ral brain (Bayón, el al. 1986). With regard to lhis ¡!sue. 
Bayón el al. (1986) Observed tha!!he chemica! depolarization 
of \he rst nervous tissue with K+ 50 mM in the preset\Ce or 
absence of Ca++ (1.8 mM) showed that lhis evoked reJease 
matería! as dettH:ted by lowry in coJlecled perfusales was al 
leasl partia]ly dependen! 00 lhe presence of external Ca++, 
and fheir ralease fOUow$ the well knowfI neuronal secrelton 
mechan]sms. A1thotlgh the origjfl of Ihis material was nol 
complelely clesr. we explored Ihe hypolhesís Ihal atleast part 
of tnese material mighl come frem neuronal SOtlTCeS afler 
labeling the Slrialum ot (he ral Wilh sn aminoacid precursor 
such aS 35 S-Melionine. Our results show thal.a small fraction 
of (he inoorporated labered precufsor into TCA precipi{aded 
nerve lissue prole¡n is evekedly released by chernical 
depotari.:z:alion, which suggesls Ihallhe release of this mate
rial iolo Ihe ECS might have am important role in neura! 
communicatíon, 8s.demonstraled w¡th high molecular species 
such 8S AchE and Dopamine Beta-hydroxiJase. 

Key words: Proteins, synthesiS, striatum, nerve tissue, mI. 

Resumen 

Previamente Informamos sobre la liberación inducida por 
deSpolanzacíón deJ aminoácido inhibitorio GASA ydel péplkfo 
modulador encefallna (Bayón y COI. 1986). Un haIIa.:z:go inte
resante obSefVado durante el curso de estos ~tGs 
es el heCho de Que sustancias de alto peso moIewfar cuanti
fICadas por el mModo de Lowry, son liberadas in vivo en con
diciones basales y por estimulaci6n despoIanzanle del tejido 
nervk>SO de fa rala con K+ 50 mM. Dentro de este conlexto, 
Bayón (1986) observó que la liberación il'lducida del material 
proték¡o con K+ 50 mM en el estriado de la rala, eta parcial
mente dependiente de la concentración de Ca++ en el liquido 
de perfusión (1.8 mM), lo Que sugeria que la secreción 
neuronal de este malerial proléico de ;.lito peso molecular, se 
libera por Jos meav¡ismos fisiológiCOS 9stableiÓdos de aco
piamiento "eslímulo-secreción" que se dan para los transmi-

, l..b6ratorIo de ~¡a MoIecIAM, Dlvisi6n deltJvestig.ao. 
n(Js el/fI¡e.s. Instituto Ua"iC8"Q de Pliquilltrl •. Calz. AI'lflco_ 
XochimiICo 101, San Lorenzo Huip(ko, 14370, M6Xk:o D.F. 

, DedIcado • l. fI'IeIIlOria del ex. Alejllolldro Sayó.rl Caso 

sores peptidicos y para fes transmisores no peptidicos. Sin 
embargo. el origen de este material prolék:o, liberado bajo 
estimulación Química despolan.:z:ante del lejido nervioso, aun 
Queda por elucidarse, puesto Que este material pudiera tener 
un oligen plasmaltco mediante la exlravasadón de proteínas 
del compartimento vascular al espacio inlremeuronal. Dentro 
de este contexto exploramos la hipótesis de Que este mate
rial protéico pvdiera lener un Origen neuronal exClusivo, me
diante la aplicación local de un precursor metabólico, como 
es el aminoaddo 15 S-Metionina al estriado de la rata. Nues
tros resultados muestran que sólo una peQuer'la fracción. d9I 
material protéico sintetizado in sítu y precipitado por TeA, es 
liberado en condiciones basales y en condiciones de 
despolarización quimica del tejido nervioso durante la perfu
slon in vívo del estriado de la rata. Estos resultados prelimina
res sugieren, por lo menos, Que este materiat de alto peso 
molecular liberado al espacio sináplico pudiers ejercer hmCio
nes importantes en la comunicación Quimica inlemeuronal. tal 
como se ha encontrado en otras especies de alto peso 
molecular, como laAchE y la dopamina-beta·hidroxilasa (DBH). 

Palabras claves: Proteinas, sintesis. estriado. tejido nervio
so, rata 

Introducción 

Un número importante de estudios experimentales 
ha demostrado la liberación in vivo e in vitro de diferen

tes sustancias oeuroactivas de bajO y alto peso 
molecular cuando el tejido nervioso es despolarizado. 

Se han empleado diversos modelos experimentales 

para estudiar la secreción de estas slJstancias quími
cas. Uno de eStos modelos es el sistema de infusión y 
extracción de lIquidO fisiológico artificial, conocido como 
sistema de perfusión push-puJl. Con este sistema se 

ha estudiado y caracterizado la liberación in vivo, tanto 
en condiciones de reposo como inducida por despo
larización, de diferentes transmisores nerviosos tales 

como los aminoácidos GASA, Dopamina y Glutamato, 
así comO de péptidos bioactivos de baja masa 
molecular, como las encefalinas, CRH, AVP (Bayón y 
col., 1986; Cheramy y cel., 1966; Hery y col., 1986, 
Hoffman y col., 1997; Tahei y coI., 1998). 

Además de estos trabajos, nuestro laboratorio yalIos 
grupos de investigadón han empleado el sistema de 

perfusión push-pul/ (Bayón y col., 1981, 1985, 1986: 
Greenfield, 1980, 1982, 1983a, 1983b,1984) para de
mostrar y caracterizar fisiológicamente, la liberación 
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inducida por la despolartzaclón quimica con una aUa 
concentracIón del Ion K+ (50 mM) de sustancias 
proteicas de alta masa molecular con actividades 
enzimáticas como las proteínas acetilcolineslerasa 
(AchE:) y la deshldrogenasa láctica (OHl). Estos ha
llazgos iniciales mostraron que la liberación de estas 
enzimas, inducida por la despolarización neuronal, fue 
dependiente de la presencia del ion Ca++ en el medio 
de perfusión, al igual que la liberación inducida por la 
despolarización quimica con allo potasio de transmi
sores peptidicos y no peptídicos. Estos resultados per
miten, por lo menos a priori, plantear la existencia hi
potética de mecanismos neuronales de líberación de 
malerial proléico de alto peso molecular, similares a 
tos que son empleadOS para la libefact6n de transmi
sores cfásicos de naturaleza peplidica y no peptidica 
(v.g .• exocitosis). En complemento a esta propuesta 
hipotética, también seria plausible proponer la existen
cia potencial de un nuevo grupo de mensajeros quími
cos, sustancias que serian liberadas por la despotariza
ctón neuronal de naturaleza protéica y de alto peso 
molecular. Este fenómeno de secreción protéica 
neuronal lendrla importantes imp'icaciones en la co
municación química ceJular del sistema nervioso, ya que 
la secreción fisiológica de macrOll'l()5éculas al espacia 
interneuronal pudiera representar una forma adicional 
de regulación de la neurotransmisiOn sinaptfca por pro
teinas neuromoduladoras de bajo recambio metabólico 
con acciones fisiOlógicas prok>ngadas. No obstante 
estos datos expenmentales iniciales. que apoyan la 
existencia de material protéico cuya secreción seJÍa 
incrementada hacia el espacio exlracelular por la 
despolarización neuronal, así como las posibles 
implicaciones funcionales que dicho fenómeno secre· 
torio tendrla en el contexto de la fisioiogla nerviosa. 
hay oa\os experimentales controversiales recientes que 
sugieren que una proporción importante del incremen· 
to del material protéico en el espacío extfacelular ner
vioso. que es inducido por la despolarización quimica 
con alto potasio, no es de origen neuronal (Jenssen y 
col., 1978). sino más bien de origen plasmático. debido 
a un aumenlo en la permeabilidad de los vasos san· 
guineos por la despolarización química (Delepine y 
AUbineu, 1997). En este contexto, se ha propuesto que 
este último mecanismo favorecerla la fiHrac/ón deJ ma· 
terial protéico del espacio vascular al compartimiento 
extracelular del tejido nervioso. Por \o tanto. para re-
solver esta controversia. en el presente traba)o decidi
mos identificar y asegurar el sitio celular de origen de 
la secreción inducida por despotarización con alto 
polasio de material protéico de alto peso molecular. 
Esto$ últimos estudios lOs llevamos a cabo por medio 
de un abordaje experimental que implica la incorpora· 
CiÓR in vivo del aminoácido Metionina. marcadO con el 
isótopo ~ S. Este aminoácido ha sk10 rutinariamente 
empleado para identificar y caraGterjzar molecular· 
mente, en diversas preparaciones biológicas. una am· 
plia gama de moléculas bioactivas de alto y bajo peso 
~ecular (v.gr .• fracciones isoenzimáticas de pepsj· 
nógeno gástrico; la proteinasa inhibidora de la a2 
macroglobu\ína del epitelio comeal; nuevos mensaje-
ros peptidicos en el tejido cerebral de invertebrados 
marinos; el procesamiento diferencial y la estabilidad 

de la prolnsuhna en células beta del p¿mcreas) (Helrn. 
1997: Huang. 1996: Twinning. 1994; Phares. 1996). Asi 
mismo. este trazador radloactlvo fue empleado como 
precursor metabólico para identificar y cuantificar la se· 
creclón inducida por la despolarización quimica del 
material protéico sintetizado de novo en neuronas de 
la región estriato-palidal del cerebro de la rata. 

Objetivos 

1. Diseño. desarrollo y validación de un sistema de in
yección intracerebral de un precursor metabólico 
radiactivo para idenlificar y cuantificar la sintesis y 
secreción neuronal de material proteico en el nÚ· 
cleo estriado de la rata por medio del método de 
perfUSión in vivo intracerebral push-pufl. 

2. Determinatión del curso temporal de incorporación 
del precursor metabólico radioactiva a material 
protéico tisular. 

3. Cuantificación del material protéico marcado con el 
trazador radioactiva sintetizado en el tejido nervio
so del núcleo estriado de la rata, 

4. Cuantificación del material protéico marcado por el 
precursor radioactivo que es secretado mediante 
despolarización química neuronal. 

5. Evaluación del papel fisiológico del ion Ca++ sobre 
la secreción de material protéico marcado COn el 
precursor metabóltco. 1dentificacioo del Drigen celu. 
lar del material protéico recién sintettzado que es 
secretado por la despolariz.ación química del tejido 
nervIoso. 

Materiales y métodos 

Animales de experimentación y cirugla estereotáxlca 
para la inyección intracerebral del aminoácído J'S. 
Metionina. empleado como precursor metabólico para 
fa sintesis y la liberación de material proteico. 

Se emplearon ratas Sprague·Oawley de 300·350 gr. 
las cuales tueron anestesiadas con una mezcla de 
Fluotano/CO;i02 (1.5 % 190 %1 5 OJo) para la implanta· 
ción quirúrgica de una cánula-gula (18 ga) c:oJocada a 
1 mm por arriba del estriado. La recuperaQ6n post-qul. 
rurgica de los animales fue invariablemente de una 
semana. DespuéS de este inteNalo de recuperadOn. 
los animales se emplearon para la inyección del pre. 
cursor radiactivo. Las coordenadas estereotáxicas uti· 
/izadas para la implantación de la cánula-gula y la in. 
serdón de la cánula de inyección fueron tomadas del 
atlas del cerebro de la rata de Watson y Paxinos (1995). 

Inyección intracerebral del aminoácido J'S·Metionina. 
empleado como precursor metabólico de la slntesis de 
prole/na en el estriado de la rata 

Para inyectarles ta lSS·Metionina.las ratas implanta. 
das con la cánula-gula fueron anestesiadas con una 
mezcla de FluotanolCOzl'Ol. fiiadas esterotéxieamente 
y sujetas a una inyección única en el núcleo estriado 
de 10 ~Cil3 ~V15m¡nde3Sg-Metion¡na(1180C¡¡mmol&. 
Amersham). la inyección del precursor radiactivo se 



llevó a cabo medJante la Inserción de una ctmula de 
Infusión push a la cánula-guía implantada en el animal. 
misma que fue acoplada a una jeringa Hamiltonde 10 p.1 
ya una bomba de microinfusión (Harvard). la veloci
dad de inyección del trazador se realizó a 0.2 IJ,J/min. 

Determinación del curso temporal de incorporación del 
trazador radiactivo a material protéico tisular en el es
triado de la rata 

Oiferentes grupos de animales (n = 2) fueron sacrifi
cados por dis\ocacl6n cervical en diferentes tiempos 
despuéS de la inyección del trazador radiactivo (v.g .• 
0.5.1.5.4.0,8.0.12.0 hr).los estriados de los diferen
tes grupos de ratas inyectadas fueron diseClados del 
cereDrO V homogeneizados a 4cC con una soIud6n de 
NaCI 127 mM, KH2PO. 1.18 mM, MgSO.1.18 mM, 
NaHC01 20 mM. D'i+lucosa 2grll (aprox. 40 mg tejido! 
mi de soluCión). Los homogeneizados de lejido fueron 
posteriormente centrifugados a 10,000 f})mI15 min en 
una microfuga de mesa (Microfuge 12, Seckman), y Jos 
sobrenadantes fueron recuperados y precipitados ini
cialmente en una solución de 10 % de TCA (Saker)/ 
10mMlL-Metionina (Merck). Las pastillas de material 
Protéico recuperadas después de esta precipitación 
inielal fueron resl,.lspenátdas en 1.0 mi de una saludón 
de 0.1 N de NaOH y estuvieron invariablemente suje
tas a 9 cidos adicionales de resuspensiónlprecipitaciónl 
centrifugaélónlresuspensión de acuerdo con léI técnica 
es tan dar establecida por Mans y Novelli (1960). 
modifICándose los tiempos de incubación de las pasti~ 
lIas precipitadas en tubos de polietileno Eppendorff de 
1.5m\. Durante kls tres ultimas ciclos (7-9) las pastillas 
fueron resuspendidas e incubadas a 37cC/3D min, en 
1.0 mi de solución de éter-etanol (1:1, V:V) (Baker), 
centrifugadas y resuspendidas subsecuentemente a la 
misma temperatura, en un volumen similar de solución 
de éter (Saker). Finalmente. las pastillas secadas a tem
peratura ambiente fueron resuspendidas en un 1.0 mi 
de solución de NaCI 0.15 M/NaOH O.1N (10:1, V:V). 
Durante cada ciclo de precipitaciónlresuspensión se 
lomaron por duplicado alIcuolas de 40 .... 1 de cada uno 
de los sobrenadantes obtenidos durante los cidos de 
precipitación y resuspensión del material protéiCo pre
cipitado por TCA para cuantificar la cantidad de cpm 
del trazador incorporadO a protelna tisular y, asimismo, 
se lomaron por duplicado alicuotas de 80 ~ para cuan
tificar, por el método de Lowry, la concentración de pro
terna total en las fracciones de homogenado (HOM), 
las sobrenadantes (S,) y las pasUNas precipitadas con 
TeA (P"P2)y reslJspendidas con 0.1 NaOHlO,15M de 
NaCI (P ID)' Los valores de la cantidad de trazador 
radiactivo inccxporado a material protéJco precipitable 
por TeA. fueron referidos en cpmImg de proteína (ver 
el diagrama de flujo). 

Animales dfJ 9xperimelltación y cínJgla 
est8reotáxiCa para fa perfusión PlIsh-pud 

Se emplearon ratas Sprage-Dawte.y de 300-350 gr, 
las cuales fueron anestesiadas con una mezcla de 
FluotanolC02"02 (1.5 % 190 %/5 %) para. ta imp(anta
ción quirúrgica de una cánula-gula (18 9a) cob:ada a 

1 mm por arriba del estriado. la recuperación post-qui
rurgica de los animales fue inVariablemente de una 
semana. Las coordenadas estereotáxicas ulílizadas 
para la implantación de la cánula-guia y la inserción de 
la cánula de perfUSión push-pull fueron tomadas def 
atlas del cerebro de la rala de Watson y Paxinos (1995). 

Sistema de perfusión intracerebral in vivO 

Para la perlusión in vivo se insertó una cánula de infu
sión-extracción de líquido push-pul1 {21 galo diseñada 
para peñundir un área tisular de 1-2 mm2) (ver el diseño 
de la cánula de perfusión). Para la infusión de soluciO
nes quimicas al tejido nervioso, esta canuta fue conec· 
tada a una bomba peristaltica que permitió la infusión 
secuencial de una solución estándar de liquido fisiológt
ca artificial (NaC1127 mM. KHzP04 1.18 mM. MgSO. 
1.18 mM, NaHCOl 20 mM, O-glucasa 2grlL, BSAO.1 %) 
ya sea con una concentración normal (3.70 mM) o 
despolarizante (SO mM) del ion K +. Tanto la infusión (ve-
1000dad de Hujo a 50 p.Vmin) del liquido de perfusión como 
la extracción del mismo (velocidad de flujo a 100 p.Vrnin). 
se hicieron mediante la conexión de la cánula de perfu
sión a una bomba peristáltica de 4 canales (Manostat, 
Thomas), cuyo sistema de extracción permaneció abierto 
a la presi6n atmosférica (Bayón y coL. 1986). 

la dependencia de la liberación de material protéico 
inducida por la estimulación química despolarizante con 
alto potasio del tejido nervioso se evaluó en algunos 
experimentos rnerlian\e la adióón a la soluCión estándar 
de perlusión de loo ... M de EGTAo 50 ~M del ~mtago
nista VERAPAMIL. Las fracciones ce perfusado fueron 
recogidas en tuboS de polietileno cada cuatro minutos. 
colectándose un volumen promedio. por fracción. de 
380 ± 30 Id durante 4 hr de peñusion continua. El ma
terial protéico liberado en las distintas fracciones de 
peñusado fue precipitado a través de la adición de una 
solución de 15 % de ácido trieloro-acético (1: 1, V:V). y 
congelada a _20ce para su análisis ulterior. 

Cuantificación de la incDrporación del trazador radiac
tivo a material protéico sintetizadD y secretado en los 
perfusados del estriado de la rata 

El material protéico marcado con el precursor 
radiactivo, recogido en fracciones de peñusado bajo 
COndiciones experimentales de perfusión basal (no 
despolarización) y de perfusión deSpoIarizante con la 
alta concentración de potasio, fueron procesados y 
sujetos a los mismos métodos de cuantificación que 
los descritos anterionnente para los homogeneizados 
y sobrenadantes del tejido nervioso (ver arriba en la 
sección ·Oeterminación de! curso temporal de incorpo
ración de 15S-Metionina-). 

Resultados 

Incorporación del trazador radiactivo J~S-Metionina 
a material protéiCO tisular en el estriado de la rata 

El nivel máximo de incorporación del aminoácido J5S_ 
Metionina a material protéico tisular en las fracciones 
precipitadas con TCA y en los homogeneizados de te· 
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DIAGRAMA 1 
Oiagrama de ftujo de los ciclos de centrifugación/precipitación 
y resuspensión de los homogeneludO. de los .striados de rata 

(Modificación realizada a la metadorogia otiginal deserlta por Mans. y "o .... elli t196C)) 

InyecCión de 3;;IS.Metionlna al estriado de la rata 
(lO 11 Ci/3¡LI, n = 12) 

• 
I 

Fracción de estriados a tie~pos pre-estableCido' 
~=12 J 

1 
Homogeneización de estriados con solución estandar de 

pt;dusión •• ·C toma de -'¡cuotas plir. 
~ de proteln. tOlal y contenido d. 

S-Metionlna (cpm). Pr.Cipita~Ic::' 15'" 
'TC~'O mm de l-Me~ frl. 

Cen_ e 'f'OOO """''' m;n 

P' 
TomII de .1icuotas pwtI ~~aQ6n de PfOIelna total 'f 

conlenido de S.lMtlonin. (CPU) 

l 
S.1 

Toma de allcuotas par. ~~terminaci6n de proteina total y 
contentdo de S..uetionina (CPM, 
Pf~ QX\ 15 -: JCAlln mM de 

L~In. fria) 

Cen1rifugadón 81.000 """"5 ,"m 

P2 
Relu'penslón en IlOl de 0.1 n de NaOH toma 

de alíeuotH ir.:a determinación de prottina total 
'f contenido de S-Metlonln. (CPM) predpitaciórl con 

15 % TCAl10 mM de l-Meüonina(tda} 
.. incub,dón .. 4 "C/1 hr 

1 

1I 
S.2 

Toma d!!.Hcuotas pa~ determinación de contenido de 
S-Uetionina (CPM) o.sarta so4ud6n 

~ 
Cenlrl~aci6n' 113,000 flltTII1S mln. 

l 

11 
.3 

R •• uspanl~ con 15 % TeA/tO mM de L~ 
(fría) incubaei6n a tempenlttn ambient-"5 mm. 

1 

I Toma ,~\lcuotI. para d!:rminac:i6n de c:ontenido de 
S-Metlonina (CPM) desc.rta SOk.K:i6n J 
Centrifugeaón e ,;.000 """''' min 

1I 
•• 

I 
Resuspenai6n con 15 '" TCNtO mM de L~ 

(fria) ~. 92·Cl1 hr 

1 
S., 

J Toma d~t.[/cuot .. para determinación de contenido 
de S·MetIonin. (CPM} ducartll sotuclón 

Centrifugaóón a l~,OOO rpmI15 min 

~ 

jido estriato-paJidal. se observó a las 8 horas post~ 
res a la inyección local de este precursor en el estriado 
de la rata. La determinación del tiempo óptimo de in-
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~ 
PS 

Resuspensión con 15 % TCNIO mM de l·Me\ionin • 
(fria) incubación de muestra a lemperatura ambiente 

115min 

~ 
s.s 

Toma de ~IiC\ltrtas para determinación de contenido de 
3 S.MeMnina (cpm) descarta solución 

Cenlrifuga,Ción. to,OQO rpmJ,5 min 

~ 
P6 

Resuspensión en un. solución de eter·. et.no! ~1·.\, V·.V) 
incub.cion de 1. muestra 11 37·Cll hr 

~ 
S.6 

I Toma de gllcuolas para determinacIÓn de contenido de 
3 S.Metionina (cpm} deseartll ,oluci6rl 

~nmfugat:i6n a to.ooo rpm/1S min 

~ 
P7 

Resuspensión en una solución de éler: etanol (1:1, V:V) 
incubacion a lempe!"~tura ~mbieRleJ15 mio 

.~ 
S.7 

Toma de ~Hcuotas para detanninaclón de contenido de 
3 S·Metionina (cpm) descarta solución 

Centrifu~;6n a ~o.ooo rpml15 min 

~ 
P8 

ReStl$p8(\sKm el\ una solución de 'ter incubación 
de muestra a 37acJl hr 

...l 
S.8 

Toma de gl1cuot11S par. detenninaci6n de contenido de 
3 S·Metiontna tcpm) descarta lOIución 

centrifuO&ciOn a to.OOO rpm'15 min 

l 
PO 

Re.uspenSión en una sokICi6n de éter incubaci6n de 
muestra a tempef1Itura ambient,e(~S min 

CentrifuGaci6n .. ~O.ooo 1lKW1Smin 

...l . ,. 
Secado de muestra por evaporación • ~tura 

ambiente rtlsu.pensión final de muqtra en SOlución de 
15 M de NaClJO.1 N ~ N.OH toma 4e allcuota~ 
determinaciOn de protelna,.. y contenido de g.. 

Metionina (cpm) ~ de muestnla .2(I"C 

...1 
S.10 

Toma de aI~. pa ... detennínaci6n 

corporaCIón del trazador al ma:tenal protéico SIrvió para 
establecer el tiempo de inicio del estudio de la libera
ción in vivo de material protéico recién sintetizado en 



DIA.GRAMA. 2 

Diagrama de Sistema di! perfUSIÓO push·pull. El dise"o casi· 
co de la cánula de perfuSión es la de Gaddum.Myers (izq). La 
tuberia de InfuSión (m/et. blanco) y de extracción (OUUBt. pun
teado) esttm formadas por dos tubos concentricos de acero 
inol\ldable que forman el la(go de la cánula. Ambas tuberias 
se separan en la cámara superior (negro). La canula guia 
usada en nuestros ekperimentos está diseñada con un sisle· 
ma "broche- que asegura la inserción de la cAnula de perfu· 
siÓn. El inserto muestra la cánula modificada por nuestro gru
po (Bayón y cof. 1986) donde se muestra la porción terminal 
de la cánula de hendidura ($IOl). El sistema de peñusión consta 
de un sistema de bombeo abierto a la presión atomosférica 
(enlritda de aire = 0.5 mm dm). El flujo del sistema de extrac
ción es el doble del sistema de infusión. 

PUSH CA"N'ilA-

esta estruclura cerebral (figura 1). la inyección del pre
cursor metabólico fue constante a lo largo del curso 
temporal de incorporación del trazador a proterna tisular 
(29.44 ± 0.93 x 10" cpm de )5S-Metionina /3 f,1.1115 mino 
n = 6), recuperándose un 80 % (78.5 %) (23.08 ± 0.34 
x 10" cpm) de 3$S-Metionina con respecto al total de 
marea a.plicada in $ñu. Asimismo, se observó que sólo 
15.2 t 1.7 % (3.53 tO.17 x 10" cpm) del 35S--Mellonina 
capturad.o por el tejido, se encontró en lOS homoge
neizados de estriado extraídos a tos diferentes tiem
pos indicad<Js. y 1.35 ± 0.05 % (0.31 ± 0.013 x 1~ 
cpm) de 35S-Meüonina se encontró en las pastHlas pre
cipitadas con TCA(4Isto es 10 % <SeI trazador presente 
en Jos homogeneiZadoS) (r.gura 1. inserto 2). Estos 
datos sugieren que. aprQKttnadamente, 8S % del 
trazador apNcado al tejido nef'Vioso fue removido del 
parenquima cerebral por el sistema venoso censbral, 
ya que ~s estudios preliminares a. So largo det curso de 
estos experimentos habfan mostrado que la inyección 
tocal de un volumen pequefto del precursor melab6Mco, 
no era difundido a través del sisletrul ventriCutar cere
brat a regiones contralaterates y regiOnes caudales ~ 
parenquima cerebral (datos no mostrados). Asimismo 
se observó una muy discreta variabilidad durante la. 
delenninaci6n de proteína tisular en las fracciones de 
homogenados (2.01 ± 0.71 mglml de solución estándar 

OlAGRAMA2a 

Fotografia de alta amplifICación del estriado de la rata (250 
xl. Se muestra la colocaCIón intracerebral de la canula de 
perfUSión pUsh·pull, donde la punta de la cánula alcanza el 
borde inferior del estriado de la rata (área obscura). Un corte 
coronal del eSlriado de la lala fue obtenido mediante la fija_ 
ción previa del tejido cerebral con paraformaldehído al4 %. y 
se hicieron cortes seriados de 40 JLrn en un microtomo. La 
sección mostrada de tejido fue teñida previamente con 
hemaloxllina-eosina para identificar el sitio CO«espondiente 
al area lisular de perfusióo. 

de perfusión) y en las fracciones preCipitadas 
cuantitativamente con 15 % de TeA [0.69 ± O. 18 mg/ml 
de solución de resuspensión (0.15 M NaC1I0.1 N 
NaOH)J. la recuperaCión de protelna tisular posterior 
a la precipitación con 15 % de TeA fue del orden de 
25--30 % (figura 1, inserto 1). 

Inyección intracerebral del aminoácido 35S-Metionina 
empleado como precursor metabólico para la slntesis 
y la liberación de material protéico 

Con base en los resultados ex.perimentales obteni
dos sobre el tiempo máximo de incorporación de 35S_ 
Metionina a proteina tisular, la perfusión in vivo del es
triado de la rata mediante la técnica de perfusión push
pull, se inició 6 hr después de la inyección del precur
sor metabólico (35"S .. Metionina). Durante el curso de las 
perfusiones (n = 6) se observó una liberación inicial 
significativa del precursor radiactivo incorporado ama· 
terial protéico precipitado con TCA durante la primera 
sesión de estimulación dal tejido nervioso con alto K + 
(203 % sobre el nivel de liberación basal); en tanto que 
durante la segunda (K+/EGTA)y tercera estimulación 
(K+/Ca++) (f.gura 2, inserto 1) se observó una libera
ción proporcional del precufSO( radiactivo incorporado 
a material protéico liberado y precipitado cuantita
tivamente con 15 % de TeA (60 % sobre el nivel de 
liberación basal). Estos resultados hacen plausible pro
poner 13 existencia de una poza intracelular saturable 
de material protéioo que es liberable bajo la estimulaci6n 
qu(mica det tejido neNiO$O. Asimismo, tamPOCO se po.. 
drfa descartar la posible presencia de diferentes pozas 
intracelulares conteniendo diferentes fracciones de 
material protéico. que bajo condiciones de estimulación 
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Actividad especifica de la inCorporación de 35 S-Melionina a 
proteIna \iStAr en el estriado de la rala 
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lnseno 1: DelerminaClÓn de proteína tisular en el 
estriado de la rala 

HQf.t O TeA. 

TI8flIPO poslerior a la elCtr3CCión del estriado (hn 

Inserto 2: IncorporaCión de 35 S'Metionina 
a proteina Ilsular 

~ 

Figura 1. Actividad especifica de l$S-Melionlflll en secciones de tejido estriatal homogeneizado y precipitado con TeA. las ratas 
Sprllgue-Oawley fueron expuestas a un pulso único de 35S-Metionina (10 LlCif3 ull15 minI. los estriados de las ratas fueron extraídos 
a los litiTlpos seleccionadoS. las fracciones dI;! homogeneizados,fueron precipitadas con una solución de 15 % de TCA y 10 mM de 
l-MetiOntna. la actividad especifica estimada (ordenadas} de las muestras de homogenado y de las fraCCiones precipitadas se 
obtuvo a partir de la determinación del contenido de »S-Metionina y del contenido de prote/na lisular en cada una de bIS regiones 
de esttiado obtenidas despu6s de la eJdracdón del tejido. La determinación de proteina tisular en las fracciones de homogenados y 
dtlas. fracQor.esPfecipi\adas con TCA.se midió por dUplicadO por el método de lowry (inserto 1 l. La recuperación de proteina tisular 
total ptecipitada con TeA se expresa en valores porcentuales (inserto 1). El contenido de »S-Metionina incorporada a la proteína 
tisular ptecipítada (inseno 2~ se cuantificó por duplicado en un aparato d~ liquidO de centelleo. Los nloces porcernua\es ob\enidos. 
representan la fracción de S-Melionina inCOlporada a proteína tisular con respecto a la cantidad de lIazador depoSitado en el 
estriado de 1, rata (23.08 )( 10" cpm, ver en resultados) (promedio +,- intervalo, n = 2). 

no deSpolanzante o despolariz.ante continua se produ
jera una depleción de la fracción protéica liberable en 

estas pozas celulares (v.g .• vesiculas exoc{ÜCBs) y por 
tanto requiriera de la maquinaria biosintellca para sin
tetizar de no\lO el material protéico depletado cuandO 
el tejido es continuamente estimulado (De Potter y col" 
1995). Estos resultados permitieron, a su vez, cuantifi
car la fracción de proteina tisular liberada al espacio 

extracelular de sus respectivas pozas intraee4u1ares, 
estimandose que 5610 una fraCción del 3 '% al 5 % del 
material protéico tisular sintetizado de novo es libe rabie 
cuando et tejido nerviosO es de'SpoIa1iZado quimicamen
te con un ,alto K+ (cuadro 1) (figura 2), 

La despolarización del estriado de la rata con alto 
potasio (50 mM) induce un incremento importante (40 
ug/ml) sobre el valor basal promedio (25 uglml} del 
material protéico 10talliberadO en lOs perfusadOs. Una 
gran proporción de este matetial protéico liberable bajo 
la estimulación despolarizanle del tejido nervioso es 
recuperado después de la precipitación cuantitativa con 
15 % de ácido tricloroacético (TeA) (70-80 %). Se 01). 
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tuvieron los mismos valores porcentuales con la preci
pitación de las fracciones de perfusado cofeCladas en 
condiciones de estimulaci6n basa" en fracciones de 
sobrenadantes obtenidos de la homogeneización del 
estriado de la rata y fracciones de protefna sética de 
bOvino, eSA (dato no mostrado). Estos resultados ha· 
cen factible proponer. inicialmente. la existencia de 
componentes de alta masa molecular en este material 
protéico liberado (protelnas con peso moI~ar pro
medio ~ 15,000 daltones). Mas aun. &1 incremento en la 
liberación de material protéico total inducido por la 
despolariZación qull'"llfca resultó ser dependiente de la 
concentración de calcio extracelular (1.8 mM), como 
_preliminarmente Bayón ycol. ('986),10 cual hace 
factibkt proponer, inidaknente. el posible origen neuronal 
de este material de natura\eza protéica (figura 3). 

Adicionalmente. un resultado que apoya nuestra hi
pótesis del origen neuronal del material protéic:o total • 

liberable por desporalización quimica COn alto potasio, 
es la intlibici6n casi total (98 %) observada en el incre-
mento de la liberación protéica inducida por la perfu-



CUADRO 1 

OeterrmnaoQn de la n"\cOfporación de tnetionina 
S·)5 a proteína IIsular liberada bajo estimufación 
química del estriado. (CPM de metionina S·351m! 

de 0.1 N NaQH.{).f5 M de NACl) 

No. de Promedio 0.5. 
estimufación (sobre basal) (n = 6) 

1 a. e$limulación 1285.4 306.3 
2". estirnulacióo 356.4 63.1 
301. estirnulac:ión 380.9 139.2 

OetertnlnaclÓn de ptoleina 10lal liberada 
det eSlriado de la rata y preCipitad" con 15 % 

de TCA. (UG de proteína total TCA PPTAOAfml 
de sofución 0.1 N NaOH·O.15 M NACL) 

lé1. e$timulación 
2a. estimulación 
3,. estirnulacióo 

~ 
-3 
~ 

~ 4000 • u ¡: • 
l~i 3000 Q.g~ 
~ ~9 
,~ 

.~ e~ 2000 
'i~z 
~ z 

1000 
~ é ~ 

-3 
~ • • 

~ 
~ \00 

~ (3 

~t~ 80 

i ~ 80 

"i!i5 40 1-i 
i~~ 20 
3 a 
'? o • 

38.36 3.18 
17.67 4.18 
22.26 7.28 

liberación de 35 S·MeliOnina. malerial 
pn:teioo en el estriado de la rata 

K+/CA ++ 

¡ 
K+IEGTA 

,. 20 .. 
No. de COIeccionefJtie (4nvn) 

Uberac:i6n de pmleina total precipitada con TeA 
91"\ el estriado de la rata 

,. 20 30 40 
No. ~ IM/tiw ....... (4mm) 

CUADRO 1 (contínuaciónl 

Activ~dad especirlCa del matenal protéiCO liberado 
al espaCl~ extracelular me<:liante la estirnulación quimica 

depofanzanle del tejido estriatal. (CPM de melionina 
S- 351UG de material protéico detectado po( Lowry) 

la. eSlimufaCiórl 33.5 7.98 
2a. estimula<:ión 20.2 3.6 
3a. estlrnulación 17.11 6.25 

Fracción de proteína tisular sinlellzada en el estriado 
de la rata liberada bajO la estimulación quimica 

depolanzante del tejida neuronal. (Actilildad eSpecifICa 
de la proteina liberada/actividad especifica 

de la proteína tisular) 

la. estimulación 4.89 1.16 
2a. eslimulatión 2.95- 0.526 
3.1. e$tirnulación 2.5 0.913 

Inserto: Uberación de 35 S-Melionina 

300 
en el estriado de 13 rala 

,'l 203% 
• 250 e e 

:g ~ 200 

~ • \50 
~ ~ \00 '" ~ ~ 

50 .. ~ • K+fCA++ K+IEGTA K+/CAH 

60 

80 

FJgura 2. Liberaeión de metionina $.35 incorporada a maleri81 proteico precipitado con TCA en el estriado de la rata. las ratas 
Sprague-Oawfey fueron implantad .. esterotálCicatnente con una canu\a gula. Posteriormente las rataS Y1 fueron inyectadas indivi· 
dualmente a .. regt6n anatómica del caudo-putamen con 15S-Metionina (10 uCil3 uU15min). S4tis hr de la inyección de-! trazador. los 
animales fueron perfundidos y se COkICtaron las fracciones de perfusado. Durante las condiciones de ~poso (no despo¡arlzllcí6n) y 
de estlmtJfaci60 quimica despot&riuMe del tejido. k>s !*fusados fueron analiZados para su contenido de 3SS-Melionin. (panel 
superior) y para,. detenninación det contenido de proIefna precipitada por TCA por ef m6todo de lowry (pjne-l inferior). las deter
minaciones de met S·35 y de protelna prec:ipi1.ada se Me .... ron a cabo POI" duplJcado.IatúmaI. Los valores de las gráficas están 
eJlpJesaoa5 en cpm de ~-Metionina precipitada/ml de VOfumen de resuspensión (0.1 N NaoHlO.15 M NACL) y ug de p(Otelna total 
precipitada ImI de SOlución de resuspensÍÓ(l (O. f N NaOHJO.15 M NACl). El inserto (pánel supericx) muestra la fracci6n porcentual 
de liberación de J5S_Melionina incorporada a material protélco petecipitable por TeA. Durante las faseS de estimutación qufmiCa de-! 
estriado (promedio +/-0.$. n :: 6). 
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I.Jberac.oo de prQ!ema total y prote'n<!. preciPItada CO!\ TeA 
en el eSlriaco de la rala 
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F~ura 3. Valores de lOS incrementos netos de protelna libe
rada por despolltrizacK)n dependiente de la presencia de cal
cio elltrae&lular. L.as ratas Spragu&-Qaw\ey fueron perfundidas 
en el área del caucto-putamen. Nótese el importante incre
mento (80 % sobre el valor basal) en la secreción del material 
pC'otéico inducido mediante la infusión de liquido de perfUSión 
estándar con una concentración despolarizante dt!I ion k+ (50 
mM) y Ca++(1.8 mM) (1a. y 3a.eStlmulación). POf9lcontra
ric, se observó un decremento del 50 % en la liberación de 
proteína lotal en condiciones despolarizantes con un liquido 
de perfusión de k ... SO mM en ausencia de Ca++ en adición de 
100 ~M del Quelante de cationes divalentes EGTA (2a. 
estimulaci60). Las fraCCiones COlectadas fueron precipitadas 
con 15 % de TeA. la proteína liberada se determinó por du
pliCado por el métOdo de lowry. los valores porcentuales (%) 
representan la (eacción de recuperadónde prol.eina \otal pre
cipitada por TeA en laS fracciones de perfuSado colectadas 
posteriormente a la estimulación química del tejido. laS grá
ficas se expresan en uQ de pfoteinalml de vol de perfusado o 
en mi de sOlución de resuspensión (0.1 N NaOHfO.15 M 
NACl) de ras muestras precipitadas por TCA (promedio +1-
0.5. n = 3). 

sión del estriado de la rata con una solución de alto 
potasio en presencia del verapamil (50 p.M), una sus
tancia química empleada para bloquear la conductancia 
del km Ca" al compartimiento citoplasmatico neuronal 
(antagonista de los canales de Ca", tipo L) (Lopez GM 
y col., 1969) (figura 4). 

Discusión 

Las sustancias neuroactivas, como las aminas 
bíogénicas y los péptidoS bioactivos, y las hormonas 
de naturaleza peptldica son secretados al espacio 
extra celular mediante la via de secreción regulatoria, 
donde diferentes moléculas de naturaleza protéiC3. lo
calizadas en membranas de vesículas exocfticas 
(Valtorta 'j col" 1992: Walaas y col., 1989). en el cito
plasma (Shahid y cot, 1969; A1mers y Tse, 1990) y en 
el exolemma (Jena y cot., 1994) regulan la segrega
ción del material contenido en las ves(culas endociticas 
para su secreción ulterior (Sabatini y col., 1982; 8ur1c:e 
ycol.,1997;NormantvLou, 1998: Kaethervcol., 1997; 
GoodaJl V col., 1997). Bajo este lineamiento, diversas 
moléculas peptídícas (v.gr., cromograninas A, b Y 
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Figura 4. Valores de los incrementos netos de prolelna lolal 
liberada por despolarización en presencia del verapamil. las 
ralas Sprague-Dawley fueron perfundidas en el area "el 
caudo-putamen. la infusión de liquido de perfusión con una 
concentracKm despolarizante de 50 mM del ion k+ en presen
cia de 1.8 mM de Ca++. incremento la liberaCión de proteina 
total cuantificada por el método de lowry (1¡¡ estimulación). 
Durante la 2a. estimulación, se observó un decremento im
portante (SO %) de la proteína lotalliberada del calJdo..putamen 
perfundido con liquido de perfusión despolarizante (k+ 50 mM) 
en presencia de 50 ILM de verapamü (antagonista especifico 
de canales de calCiO) y en ausencia del CaH. los valores 
porcentuales (%) muestran el efecto de inhibición sobre la 
liberación de pfOteina total inducida por el antagonista. las 
gráficas se expresan en ug de proteína total precipitada/mi 
de solución de perfusado (promediO +/-0.5. n '" 3). 

secretogranina 11. secretoneurina) (ElderU vcot, 1997), 
factores neurotróficos (Krungen y col., 1998; Fawcett V 
col., 1998: Uou y col .• 1997) Y sustancias de alta masa 
molecular. como proteoglucanos (Oow V col., 1994), 
g1ucoproteinas (v.gr.. SCQ-spondina) (Monn.eM y 'COI. 
1991), AchE, dopamina beta-hidroxilasa (OBH) (De 
Potterv col, 1995: Pau y col, 1997; Berridge y col, 1997; 
Blessing y col, 1998). el inhibidor de los activadores de 
plasminógeno y plasmina, V la neuroserpina (Osterwalder 
V col., 1998) han sido localizadas a nivel celular y 
extracelular en ditere"tes segmentos del tejido nervio
so, incluyendo el sistema ventricular, demostrándose 
Que su secreción exocltica es dependiente de la con~ 
centracióo extracelulsr del ton ca++- (Agaplto y col. 
1998; Biagioni y col, 1995). Asimismo. las células 
neuronales son capaces de regular la slntesis y secre· 
ción de péptidos bioactivos liberados ba;o la acdón de 
estfmulos despolarizantes (Cannosa y col., 1997)c:omo 
moléculas de alta masa molecular (v.gr., AchE. OBH) 
(Ledbetiler Y Kirschner. 1981. Taylor y col. 1989: Biagk>ni 
V col. 1995: De Potter y col., 1995). 

Nuestros estudios experimentales han demostrado 
la existencia de material protéico liberado bajo condI
ciones de estimulación qulmica del tejido nervioso. La 
liberación de este material de alto peso molecular re.
sultó ser dependiente de la concentración extracelular 
de Ca·· cuando el tejido es despolarizado con alto K+ 
(50 mM), lo que sugiere que este matetialliberado por 
la células neuronales es secretado bajo tos mismos 
mecanismos moleculares de secreción impuestos para 



otras sustancias b\oactlVas de menor peso molecular 
(v.gr .. neurotransmisores pePtidicos y no peptidicos). 
Más aun,ta secreción de este material dependiente de 
Ca·~. apoya el origen neurona' del material protéico sin
tetizado y liberado bajo estimulación química despo
larizante del teíido nervioso y no un origen glial, como 
se ha reportado para la secreción de neurotransmisores 
no pep!idicos (v.gr .. GASA), donde SU liberación al es
pacio extracelular ocurre en forma independiente a la 
presencia del ion Ca" (Sages. 1989). Los estudios re
cientes muestran que una .... ez secretada la AchE al 
medio extracelular (Biagiani y cal, 1995). esta molécu
la es recapturada por neuronas dopaminérgicas a tra· 
vés de un transportador membranal selectivo (Dickie y 
COI .• 1995). Asimismo. diversas proteínas. como la DBH. 
y la secretogranina I y 11. han sido looalizadas en vesj~ 
culas de centro densO (/arge dense core vesicles. LDL) 
conjuntamente con neurotransmisores peptidicos (v.gr.. 
VIP, Met-encefalina. el péptidO NPY) y neurotrans~ 
misares no peptidicos (noradrenalina NA: AcetilcoJina. 
Ach). donde la esümulación intermitente a bajas y al
tas frecuencias producen una liberación cuantitativa de 
estas moléculas bioaclivas. lo que permite sugerir que 
estas vesiculas están relacionadas con la secreción del 
material prOléico inducida por la estimulación del teji-do 
nervioso (De PoHer y col .. 1995: Goodal/ y col. 1997). 

Se han empleado rutinariamente diferentes p(ecur
sores metabólicos (aminoácidos radioactivos) para 
cuantificar y determinar in vitro (Duffy y col.. 1961: 
Hesse y cot. 1984;Sweadnerycol .. 1981,1983·, 1983b

; 

Patterson y col., 1 978; Heydom y col.. 1985) e in vivo 
(Wouters y col" 1998; Nixon y COI.. 1994; Oow y col., 
1994) la síntesis, el transporte axonal anterogrado 
(Heslopycol .• 1975;Lasek. 1977; Formanyco/., 1977) 
y el transporte dendrítico (GlobUS y col., 1968: lux y 
col.. 1970; Kreutzberg y Toth; 1974) de diferentes 
macrom~éculas de naluraleza proléica en el sistema 
nervioso de vertebrados e invertebrados. que resultan 
ser indistintamente secretados al medio extracelular ya 
sea mediante la estimulación quimica despolarizante 
del tejido ola estimulación eléctrica del mismo (Musick 
Y Hubbart. 1972: Musíck. 1979; Kaczmarekycot. 1975; 
Appletauer y Korr. 1975: Hines y Garwood, 1977; 
Tedechi y col .• 1981; Kler y Rosen. 1985). Bajo este 
contexto. et empleo de un precursor metabólk:o como 
el aminoácido lSS_Metlonina en nuestro estudio permi
tió delectar y cuantificar con excelente resolución la 
presencia de material protéico ~be,able a perfusados 
COlectados durante la perfusión in vivo del tejido ner· 
vioso de la rata en condiciones de estimulaci60 no 
despofarizanle (basal) y despolarizante en el estriado 
de la rata. Por lo tanto. la eKislencia de una gran canti
dad de sustancias btoactiV8S de aHo pe$O mofeGular 
que ejercen funciones biológicas especificas en el sis
tema nervtoso de mamlferos, y que son secretadas al 
espacia extracefular por terminales presiné.plicas o se
creción dendrUiea o somática (v.gr., AchE. Greenfield. 

1984: la neufOserpina Osterwalder y col., 1998) permi
te proponer Que el malerial proteica sintetizado y libe
rado por la deSpolarización quimica del tejido Muronal 
en nuestros estudios, pUdiera enmarcarse dentro del 
grupo d~ s~SlanCias bioactivas con funciones fegura~ 
tonas sImIlares a las reportadas previamente o 
enmarcarse dentro de un grupo nuevo de mo4éculas 
bioactivas con propiedades funcionales aun descono
cidas con capacidad de regular o mOdular la neurotrans
misión sináptica en el 'Soistema nervioso central de los 
mamíferos. 

Conc1uslones 

1. El empleo de la técnica de peñusión in vivo puSh
pufl en combinación con prOCedimientos de inCOr~ 
poración de precursores metabólicos radiacti .... os 
pennite detectar y cuantificar cambios en la sintesis 
y liberación in vivo del material protéico lotal en el 
estriado de la rata. 

2. Esta metodologia experimental nos ha permitido 
identificar y cuantificar la líberación inducida por 
despolarización quimica de malerial de naturaleza 
protéica cuya concentración es alta en el espacio 
extracelu1ar del tejido nervioso del estriado de la rata, 
lo cual hace factible diseñar estrategias que permi .. 
tan abordar futuros estudios enfocados a la idenlifi
cación y la caracterización molecular de una famifia 
de nuevos componentes macromoleculares proléj
cos con posibles acciones neuromOduladoras. 

3. Asimismo. la gran abundancia del material protéico 
liberable por despolarización, también permite pro
poner la existencia hipotética de nuevas macro
moléculas protéicas diferentes a 105 ya conocidos 
mensajeros peptidlcos de bajo peso molecular. cuya 
concentración en el espacio extracelular en el tejido 
neNio!iO oscila nOlTTlalmente en órdenes de magni
tud de 1000-10,000 veces menor que el material 
protélCo total estimado en nuestros perfusados. 

4. Nuestros resultados muestran que la liberación in
ducida de material protéico lolal y de recién sinlesis 
por alto potasiO es dependiente del calcio extra
celular, lo cual hace factible proponer, al menos ba
sados en este criterio que apoya el concepto de la 
liberación sináptica de transmisores qu(micos en el 
sistema nervioso. el origen neural de una gran pro
por~del mateñal protéico liberable j)O( despolari
zación en nuestroS experimentos. 
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ANNALS NEW YORK ACADEMY OF SCJENcts 

GENERAL DISCUSSJON OF SESSION V 

C. R. FJl:EEI1: (Uni"tnity olColorado. /hll.~r. CO): There ¡s a cmrell.tion btt .... een 
declrochemical responses in Ihe dorul flIphé nucJeus and Ihe actual lilS\~e concen. 
I rarions or SHIAA and serolonin. Peak mponse change5 as ptrcenl or bueline show 
thal SHIAA has In enct couespondence lo the eleclrochemical ch.nses. 

C. A. MARSVEN: (Noltingham MnJicol SchDCI. NOltinghom, U.K.): Wilh. second 
do-.e or haloperidol, Ihere is no ¡ncrease in dopamine rclellC. Is "'olerance" Ihe riah! 
word ur IS il simply Ihat because or lhe dote u~, Ihe amounr or dopamine IVlilab/e 
(or rctea.o¡e 'Nas depleled and Ihe IIOI'CS were nOI re-established? 

Thc dose of 1-5 mg/kg ill a¡;tualt)' wpr.m.~iml.l for stimulating Ihe Ihin, Ictivity 
or rhe celb, 50 there ,hould be no dilference between Che firinl of Ihe neu10nS and 
¡he actual synthesl8 rateo 

MARSDEN; Are elfects on che finn, ratts Ihe same ... on dopamine release ,..itb 
lhat second dose1 

G. DI CHIARA (UniPrniJy al Caglian~ Cagliari, [taly): Neurolepticl make ~ti ... e 
thm;t units which are si/enl, and Ihey 1150 increase the basal firinl rate of unitl. TMY 
are nol nteesurily the Mme Iype of unit., allhoulh both are dopaminer,ic because 
of d¡trefen~ in lbe response 10 haloperidol. 

M, PIEflCEV (Upjohn Compa1ly. XalamalOQ, M/J; Are you using Ihe intravenous 
fOute? The el~lrophY9iologic e~perimenls Ihal use Ihe inlravenotl! routt: show a Illfle 
difTerence between inlravenou! and subcutaneous dosalle. 

DI CHJARA: For haloperidoJ, Ihere's no diff'erence between a subculaneous dose 
and an inlrllvenouS dese beeause Ihe blood·brain barrier is nol crossed by haloperidol 
a\ qllickly. and Ihe drllS is melabolized very slowly 

PtERCEY: Thole who sive haloperidol subcutaneously always nte<! higher doses 
lO ~how an elf~1 and 50 el~lrophysioJogic sludies using the inlravenous approach 
tend to be a Jol more sensilive. 

p, 1, KN01T: {MI, Sinai M~dicQI Cenler. New York. NY} When gamma-butyryl. 
raCione is given we Ste Ihal an increase of Peak 2 oceurs which we think is due to 
UTíc a.cid, In rt!alion lO pargyline, a decreau al Peak 2 QCCurs similar to ¡he infusion 
nf unease closc lo ¡he eleclrode. 

Relellse of Proteins, Enzyrnes, and 
the Neurollctive Peptides, 

Enkephalins, frorn the Striatum of 
the Freely Moving Rata 

ALEJANDRQ DAYÓN,6.~ BENITO ANTÓN/ 
PHILlPPE LEFF," ANO SARA SOLANO' 

.. 1llStitlltq dr l"mtlttidq"n BiotMdictu 
UniW!f'Sidad Naci()nal A"tó"OIf1a dr México 

ApDrtada Ptnwl 70228 
04$10 Mrxico. D. F. 

Dnd 

~ Instil/lto Mtxka"o dr P:siquia,na 
$ecrrtaria dt SDlud 

CJfzada Mrxico-Xodimilco 101 
Tlafpan., Mrxico. D. F. 

INTRODUcnON 

Thi! paper dealJ wilh the i" 111.0 release of proteina, enzymes, and peptides from 
Ihe br.in. Theae lubstances hlve been shown lO be releued from Ihe nervoul tisaue 
and Iheir potIIible rolea in neural communÍCItion are a subiect of increasin, inleresl 
in neurobiolOl)'. CUrrent evidenee ¡ndiallea thal their IvailabililY al Ihe releue lites 
has a clase dependt:nt:e en lhe entire structUft cf the neuren, ¡hus ditreril\l rmm 
nonpeplide meuerJ,en whose metaboli.m il mostly centered on Ihe aynaptic a~ratus. 
Therefore, it lteml to be p-nicularly important 10 study peptide and prolein relcase 
in inlegral neural palhwlY' and circuiu. 

These sludies are pouibte throu,h the in 1Ii.o pcrfusion or deep brain n~lei, 1 

t.eehniql.le tlul requirea ftliable probe& and preuure bulrerin¡ s)'1tems. We ha ... e de· 
silned • push-pull cannuJ. with a slotted tip Ihat, ueed with 1 pumpin,system open 
to the atrnospheric preuure, minimiut che dama,e to Ihe ciullt and reduca Itow 
ob5lruetions dunn, peñusion. This peñusion !)'Slem hu betn lested usin,the releue 
of proteins, peptides. lOO non-peptide trllllmiUen .. biochemiaJ marken lo UIeS!I 

tissue dlmap lOO viability. In thi. conlellt, we prelCftt data on Ihe in ";10 releale ol 
protein maleria! and Ieve...J enzyme aclivities rrom Ihe Slnalum, Ihis releue bein, 
indocta by mec:hanicaJ rneana or by ehemical depolarizalion. We liso sive evidence 

"Supported in ~" by ,ranla rrom CONACYT, Mexic:o, lnarilulo MuicMo de Pliquilllria 
Ind Fondo de Ettlldiot f InYellIipe:ioMI. R. l. ~ . ... 
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of Ihe i" ~iWJ tdease of 1m ncuropeptides enkephalins. ptesentins tesul!J 011 Ihe 
physiological rcgullli01l o( Ihis rtltase in rredy movinl animllls. 

METHODS 

CtI"""l" 

The ba~ic design of the push·puJl cannula u5ed in Ihese experimenta is Chal or 
Gaddum.' as adapte<! by Mye".' Early worlc wilh Ihis CIInnuJ. in OUt labonllory ,ave 
a rclll\ively high jncidence or now obstructtonl durina perfllSion. which wcre found 
to be duc lo Ihe presence of tissuc (talmenta 01 c:logs oblilcratin, Ihe tip or Ihe shal't 
of Ihe pull pan oC the cannu!a. Thes.e ob&truclinl matenala a~ produced mahily by 
negalive prestures dcveloped al Ihe perfuscd (Clion and by Ihe liuue'crodinl ctre<:1 
of Ihe stre.m of superfutin, medium, The former efreel is mOlltly dependent on Ihe 
pressurc balance 01 Ihe pumpin. Iy.lemt Ind an be luocessfully de.rl wilb usin8 I 
pull rine open 10 the 'ImOlpheric pretSure (F'IGUA., 1).' The ermion depends m.inly 
\'n lhe g,t<Jmet~ or 1M cannll!' ti" aOO hu ~ miniMiud by \ceeping tbe end oC 
lhe inner pu!h e.nnula ",ilhin Ihe ouler pull lubinl.~ AllhouSh Ihi. Iype of desisn 
shleld$lhe 1i."Ue from thedirect mechanical dl'ects of Ihe oulflowing Itream, il reduces 
Ih!: ditfulion inlerf.ce.1 Ihe e'nnul. lip lo Ihe lize of Ihe crOl!l-lCClion.1 .tea of Ihe 
outer cannula, making il necesury lO use wider probes Ihal are umuitable for smal! 
!awratory an¡"'&t~. We ba ... e aa.ianed a new cannula típ (FIGURE 1) Ihat besides 
pr()viding ¡he shielding etrecl previous!y nolea, .lIowl for a larger inleñace bclween 
¡he [lssue and ¡he perfusing medium, even using Imall-gauge cannulae. The pusb-puU 
ennnula i5 eonSlructcd from 21-81 (Ihin waU) and 29-ga slainlcss-,Iecl tubin, (Small 
Pam Ine., Miami, FL). Before uscmbling the ouler and inner lubings lO form a 
COnCi:nlrk Gaddum-Myen sy$lem, lbe 21-ga pull lubing is obslructed '1lhe lip ... ilh 
~oldering material and Iwo slols .re drillcd under mieroscopic eonlrol on Ihe lides of 
the shan, jusi above Ihe lip. 

Slltr~" 

Albino nls (local Wislar slrain) wei,hin! 1'0-200, were aneslheliud wilh !Odium 
rcntobarbital. SUflery, under ueplic condilions, is limilcd lO Ihe stereol8llic implan_ 
tation o( a stainless-steel 11-81 eannula, which is chronicIUy ftxed .. ilh acrylic cement 
to ttte skutl. serán, as & r,uide rOl Ihe acule in1ertion orlhe push-pull cannula (FIGURE 
I J. The lower end of Ihe luide cannula ís placcd several míllimelen above the brain 
region Ihal will be reached by Ihe lip of the pusb-pull cannula.1 Ihe lime of pcrfu5ion; 
Ihis Slrategy a\loids lile 81iosi5 found in Ihe perfused area when Ihe perfusing probe 
i[~rf is chronitally implanltd inlo Ihe bn.in: The upper end of Ihe guide cannula 
(FtC.lIII.E l) 'Nas modi!ka by addilll a clampins device to impede rotalional ot lAi.1 
m(1~emenI5 of Ihe push-pull cannula aner it il inaened; a liahl lit bel ... ~n Ihe ouler 
pul! clnnull and Ihe guide avoid. other movements o( Ibe probe. Aner implantltion, 
Ihe lumen of Ihe luide il lemporarily blocked with • li,ht-fillin, rod unliJ Ihe day 

BAYÓN" d.: ,RQTEIN5, ENZYMFS. AND EJl/KEPtlAUNS 

1 11 Ir, d SO)"_ 

PLl.L CAMVI..A 

PUSH CANlUA-\\ 

PERFuSEO 
AREA 

1 11 '" 
1 l. 

.., 

lJ 

nGVRE 1. Puth-puIl pnfuIion 1)'Iletn. The buic detiJII of lbe CAJlnWa i. lhal or Oaddum
Myfl1I. Tht ¡"Id {.bltt) aro OIIt1e\ (dolted) tubina .y.ttml m CClIIUfrtrle aIonl die lhaI\ DI' 
lhe unnulal:lul sept.nte.na- enlerinllhe upper clwnber. whioch ia CO/I&lrucltd ornro slain.
tleel ICl'e'Oed piecef; (du~ lJId a I'1Ibber teptum ( ... hite). 1lIt JUide CAJlnula UIed in OUT 
labon1lory incorpo ... les a c1unp¡ns d~ (bact) 10 lb. lbe pueh-pull c.nnuh1. The ¡nte! showt 
Ihe .Iolled lip (Ion,iludina' section) or tht push·putl unnvt. uted in Ihir. wort. TIte pumpins 
Irllem i. open lo lbe allnOlpheric pralUlC (.ir inld - O.~ mm diam.); lhe apeed or lhe OUI
IIow pump ir. RIlO doublt Ihe apeo;! o( lhe inllow. 
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or pcrfu.ion (1 week after .ur,ery). Durin'lhi. lime lhe implanl i. protecled by • 
pl'.'ic Clp coverinllhe ,uide. The eoordinltetllled rar Ihe .Iobu. pallidul Ind other 
Ora.in ttlion. were !."-en from Ihe Itlas of Koni, ./ld K1ippcl.' 

hr,/lIlio,. I'FtX#dllrr 

Irnpl.nled .nim.ls were placN in tr.n.s~rent p!uti<:; cI,es-1Mir uau.1 hous
ing_ in • quiel, i50!'I«I room 2 hr before Ihe be,innin, of Ihe seuion 'nd rem.ined 
in a freely movínB silullion Ihroughout Ihe peñusion. The .nim./s tvere .ubjeeled lo 
a single. perl'usÍ()n saaion. Tbe prolective m.ndrel tvu removed (rom Ihe .uide .nd 
Ihe perfuMn. c.nnul. ~Iowl)' inscrted.nd cl.mped in plau. Durin. arly .... ork in our 
laboralory Ihe pu!h Ind Ihe pul! end. of Ihe cannulae ... en! connccted t"'muah poly_ 
eth)'lene lubin. lo in(u_ion .nd wilhdr.",.1 .yrinaa posilioned in a lI.rv.rd recip.. 
roe'lin. pump.-·'" Currenl!)', • conlinuous lupeñusion .yllem open lO the .Imoapheric 
pressure hu bttn adO))l.ed, \»inl.m.lI.bote, thiek .... all Sllulit tubin,.nd poly.I.ltie 
cassette pum", (M.nostal) (FIGUJU! !). 

The sl.nd.rd perfusion medium i •• Krebs-Ringer bicarOOn.te buffer: 117 mM 
Nael, J.7) mM KCI, 1.8 mM e.Cll • 1.18 mM KHJPO., 1.18 mM M,SO., 20 mM 
N.HCOJ, d·.lueose 2 ,/liter, Bovine scrum .Ibumin (SSA) (0.1%), 'nd bacilt.cin 
(JO "g/ml) _ere ¡nduOed in the medium as ptotective "mIS for enlteph.lin releue 
studies. " Chemical stimul.tion o( the perfused lique w.s produced b)' substituting 
K . (or N. ~ ions in Ibe stand.rd medium lO reaeb • 50 mM K ~ concentr.tiol\. From 
the onset the Bo,," n.te wu held constan! (2.5 #-d/min or .50 p.l/min, ¡be effluent 
fr.etjons being collected.1 1.5 min or 4.mi1l mtervals, respective/y, lee figure Jegends). 
During the uperimenls, infUled al\d ool1ec~ fluid volumes were routinely measured 
and (here 'Nas oon5l.nt monitoring fo~ Ibe presenee of blood in the effluent. Abnormal 
anim.l beh.vior (molor disturbances, persistenl dro.",siness, hyper.etivity, eXCUlÍ.~ 
Bfooming, uliv'lion, ele.) wu .150 recorded. At Ihe end of the peñusion. Ihe pasilion 
of Ihe lip o( Ihe e'nnu!. w.s verilled by inspeclion o( frontal IeCtion! o( the bn.in 
under • diss.ection mieroscope. 

During Ihe study o( enkeph.lin releue into the emuent medium, (ractions .... ere 
eolJec!ed in plastie lube$ containing 0 . .5 mI of 2.0 N ¡«-(:(lid .eetie acid in order to 
stop enzymatic degr.dalion; thde ftaclions ",ere then boiled for J.5 min, I)'ophilized, 
<!lId rt'!iuspended ín phosphale saline buffer (or the enkeph.lin r.díoimmunousay 
(R lA). When release of prOlein. en~yJM Ktivitin. or r.dioactive tn.cen¡ "'.s sludied, 
rh~ perl"Ugle fraetions '!Vere .liquoted. frozen. and prornptly .... yed. 

Aua, o/ BiolOJiud s"Mpln 

I'rolein relea~ W&$ det~rmin«l by Ihe melhod or Lowry ~t 01., 'l using BSA as 
Ihe .~IDndard; 'he reaetion volume wu reduced and the sample 'l()lume jnerelled in 
urder lo improve Ihe sensilivity of the usay. In lOme Uperirntnl" protetn wu .Iso 
measured usin, the mtthod of BradfOf'd. 'J Lacljc kid dehydrOlenase (LOH) acdvity 
wa.~ delermint'd using pyruvale as substr.le. '. Abo, in order 10 incrase Ihe sensilivit)' 
nI' Ihe .ssay, i1\CU~lion volume "11 reduced, .umple volume inereased, and melíon 
li!\le elltended lo 2 .. hr. When '!SIying perfu.ule .umples wilh low LOH 'etivilies 

BAYÓN ".1.: PROTI:INS,INZYNIS. AND ENKUhAUNS ... 
lhe ¡ni,l.t vdodlies ... ere linear for a' !cut 12 hr .nd plots o( enzyme concentl'lltion 
YenUJ f9Ctton velocily ,ave .tmlllt lines. Similar uuy modit\c.ltionl al.., produced 
hi,hn lefI,iliviltes when meuurin. actIykholiMSterue (ACIJe) (u.in, acetylthioc:bo
line todlde al aubelrate lJ) and proteuc activities (Mide powder .zure al lube'tIote"). 
Units el et'I~me actimy are upre!lMd 111 nanomoles oC .u.bI\fIole/bt. Only pratease 
activilY iI ellpreued in ablorbanoe unitl/24 hr. 

In OI'dcr lo Iludy lhe releut o( t!Jlosenous GABA, tnl.led ')'·am.inobuIYric .cid 
WHJGABA •• pecilk activily 34 Ci/mmol. Amersham) wu Idded lO Ihe standard 
pcrfu.ion. mtdium a' lhe be¡innin. d lhe pedUlion (4-lO X 1(1' cpm in 1~ 1'1, 
peñu~ in 30 min). 1"he ('H}GABA .nd tnetabo\itts nol mMM:d al' taken. up by 
lhe li .. ve.ere .uhed oul durin,lhe 1-2 hr lhal follo.ed. Durin. Ihil ptoc:eII ud 

TAaLl: l. Biocbemicll p.rameten ofTiuuc Pamap and Ttaue Viabilíty durin. 
PerfuPma 

LDH Ptot_ AChe Proteill Enkephalill ('HjOABA 

GIobua PallKlUI 
DepoIariutlon 

tndlK*:t n'- 10'~:23 m±2' nU'4 no±u U':t4' 160:t30 

Mechanietlllf 
ifIdúttd me- lClG±(ot~ 1\f¡:!:f¡5 1M:!: B1 t700:!:'tcl 

C.ud.tt Puta~n 
Depola';ulion 

induced n'- 114±16 IOU 19 240±60 ln±24 
MechanicalJy 

indllCed I'f:Ieue 1170±720 ,,6:!: 11 660 ± .tOO 2500:!: 600 

°Relnw 'fU induced by (IepoIariulion wilh 50 mM K+ in lbe perf'Ulinl rnedium or, 
meehankally, by wilhdra'NIl and reinterlion or lhe puah·pulJ _ula. o.lI are uPft'Kd u 
" ± .... ri.lion coefI\cienl (N .... ) or lbe rulin, "''- val ... In lhe ,1obwI ",1IK1 ... Ihese 
eoI\t!'Ol ... atue.(ptf m.1 cCperl'UI&Ie) wm: LOM, 4.S !: 2."1 lll\itt.; proteuu. 11 1: llmiJ,t.; AOot, 
2.f¡ .: O." unit .. and proI!in, JO .: .. Ji,. In the Cludal! puWllm rettin. ""¡II!I tfeff: LDH. 
16.0 :!: 4.2 uni", ~ 12.' ± 2.0 unib; AChe. '.0 :t 0.9 unill. arId protein, 60 :!: 20 
",. 

'Enkl!J'hllin ,nd "")GASA 1"!Seu! .I"! inereued 10 hi,hly variable nlentt aRer KUt! 
mechanical lelioftl bul, in conltul 10 lbe enzyme lI'I.rken, IUblequml rel_ in l'elponte 10 
dtpolariulion i. impllirtd. 

Ihroughout the rest of the perl'Ulion, 10 fLI aliqlKlll from each colJected fraction were 
counted in trilosol" to determine lhe mtinl.nd the evoked re1ease of (JH]OABA. 
TtIe fnction of the tritiated materia1 in lhe pttfUMtes tbat was contributed by 
[JH]GADA ",as determined by all.IYlis o( the limpia in tonoflch.n.e ehromatog_ 
raphy. followed by TLC. ,. In lpile o( lhe fael lhat no ínhibitor of GABA metabolism 
..... added lO the perfUlinl medi .. ~ of lhe lracer releued durinllhe Ihin:! hour 
of perfusion ""al GABA. Tlti. proponion was reduced to ~ after lhe aiJ,th hour. 
When HIeue ... tvoked by depotariutiot\, the fn.ctton d 0)11,," coelutinl .,¡th 
OASA wu more Ih." ~ hi.hu ,han Iltal (ound in perf\.tlltes obWned durina 
ralin, oonditiMa. Since tflete ralioa ftlntUned COftItanl in 1M diITerenl e"perimentaJ 
cooditions praer!led ¡ti Ihis work, ..... ""ti .....ere caJcut.ted from uncortected total 
COI,Ints per minute in lhe perfl.lUle fractiom:. 
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TI M E ( hrs ) 
FIGURE 2. /" ~¡I<O rcleue 01 protfin rrom ta, br.ht .. estima'f'd by lhe mdhcd. al w...ry'nd 
IImdrord. Animall "'ere perfu~ in the ,/Qbus pilllidp uain, _110", rile of ~ ¡.tVntin; (ractio!w. 
.... erc collected ., .. min inlclVll" (Trealmmt, dunn, perfuaíon In deso:ribed in FlculII! 3). 
I-'W!~jn OOnlnll in ptrfuUI~ "'as d~ermin«l boIh by 1M melhods of Lo ... /')' (O) ,nd Dradford 
{.land ¡" upt~ in. ¡.o.¡fml (mean :t ",Ienal, N "" 2) 
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FIGURE 3. 111 "'" rdeue ot protein .1Id OABA (rom ,., bnin aftft' kx:aI ot ')'ItelnH: ttim. 
ull'ion. I'a1111ioft .... delcribed in fJOUA.! 2 t~ 11\.11 che I;'ue "l1li previoutIy I<*fed 
wilh ('HJOABA. RdeMe .... eYOled '" leal per1'UIÍ<MI with 50 mM K' (1 min) _ ti)' 
inlnperiloneal metmol (40 m&IKI). Rd.Ie it "~ ., '" al 1M reflÜlJ eonlroh (mean 
:!: im."""t, " - 1). 
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DISCUSION DE RESULTADOS 

La técnica de perfusión intracerebral que utiliza cánulas concéntricas de infusión
extracción acopladas (push-pull) es la única que permite obtener información directa 
sobre la liberación in vivo de agentes neurotransmisores en el sistema nervioso 
central de mamiferos. La modificación realizada al diseño geométrico original de la 
cánula de perfusión descrita inicialmente por Gaddum (1961) y readaptada por Myers 
(1972) Cánula Gaddum-Myers) (figura 1, en texto de tesis), que consistió en la 
ranuración lateral realizada en el extremo terminal de la tuberia de extracción (figura 
4, en texto de tesis, y diagrama 2, en publicación Salud Mental) y en la apertura del 
sistema de extracción a la presión atmosferica, permitió mejorar e incrementar el 
contacto del liquido de perfusión con el área tisular perfundida, evitando así la 
presencia de presiones negativas en el sitio de perfusión que favorecen la generación 
de lesiones mecánicas severas que conllevan a la obliteración del sistema de 
extracción durante las sesiones de perfusión. Estos cambios físicos en el sistema de 
perfusión nos permitió obtener en forma exitosa sesiones continuas de perfusión, sin 
los fracasos experimentales que resultan de la manipulación del sistema de perfusión 
que utiliza la cánula Gaddum-Myers y el sistema de extracción cerrado a la presión 
atmosférica (Nieoullon y col., 1977; Bayón y col., 1985, 1986) 

Bajo el principio funcional de nuestro sistema de perfusión, hemos explorado su 
utilidad en el estudio de la liberación de agentes neurotransmisores peptídicos (v.g., 
encefalinas) y no peptídicos (GABA) (Bayón, y col., 1981, 1985, 1987) de actividades 
enzimáticas (colinesterasas, proteasas, LDH) y material proteico (Bayón y col., 1986); 
que en conjunto fueron utilizados y ensayadas como indicadores bioquimicos de dano 
tisular y de la viabilidad del tejido bajo perfusión. El sistema de perfusión optimizado 
ha permitido colectar, evaluar y analizar no sólo el material biológico liberado 
mediante la estimulación qUímica del tejido estriatal (proteína, GABA, peptidos 
bíoactivos), sino cuantificar, mediante procedimientos quimicos de marcaje in situ, 
("S-Metionina), conjuntamente con la aplicación de metódos quimicos 
semicuantitativos de precipitación con soluciones acidas (ácido tricloroacético, TCA) y 
ensayos que permiten estimar el material proteico liberado a colecciones de 
perfusados (Método de Lowry y cuantificación de trazador en aparatos de liquido de 
centelleo); la liberación in vivo de material proteico sintetizado de novo en el estriado 
de la rata. 

Nuestros resultados, apoyan fuertemente que la liberación inducida de este material 
de alto peso molecular, es altamente dependiente de la concentración de Ca" 
extracelu/ar [como se muestra en las gráficas representativas sobre la disminucion de 
la liberación inducida de proteina con alto K' (50 mM) en presencia de EGTA en el 
medio de perfusión; ver sección de resultados en los articulas de publicación 
anexados) y del Ca" intracelular (inhibición de la corriente entrante de Ca" con 
Verapamil)].; donde la secreción de este material proteico sigue los mecánismos 

54 



fisiologiCos y moleculares que regulan y favorecen la exocijosis de diversas moleculas 
mensajeras en el tejido neuronal y extraneuronal (v.g. cromograninas, DBH, AChE) 
como se ha expuesto, previamente. 

Más aun, es importante hacer notar el efecto importante que tiene lel Ca" en la 
regulación e inducción de la liberación de sustancias neuroactivas, en particular, el 
material proteico de origen neuronal. (Bayón, 1986; Greenf,eld. 1991; Biagoni y col., 
1995). 

La liberación de material proteíco inducida por estimulación química despolarizante 
del tejido neuronal requiere del calcio extracelular para activar los mecanismos 
moleculares que intervienen en la fusión de vesiculas y exocitosis del material soluble 
intravesicular (Levill y col., 1993, Mallhews, 1996) o la liberación de proteinas 
asociadas a membrana plamática (Kaether y col, 1998). 

Estudios recientes muestran que tanto el retículo endoplasmico como las mitocondrías 
localizadas en dendritas, soma y terminales sinápticas de las neuronas, tienen la 
capacidad no solo de almacenar y amortigüar incrementos significativos del ion Ca" 
en el espacio intracelular (similar al retículo sarcoplásmico de las celulas musculares), 
así como el de bombear y liberar al citoplasma el Ca" almacenado en estas pozas 
endógenas (Simpson y col., 1998), sino que además el ión liberado. es capaz de 
activar sistemas moleculares relevantes que intervienen en el denominado "fenómeno 
de acoplamiento estimulo-secreción" (L1edo y col.. 1991 l· 

Asimismo, diversos estudios in vitro, muestran que la depolarización neuronal con 
altas concentraciónes del ion K+ en presencia de bajas concentraciones de cafeina 
producen incrementos temporales sostenidos en la concentración intracelular Ca" de 
[(Ca++)i), a diferencia de lo observado con la aplicaCión del ion en el medio de 
incubación (Simpson y col., 1998). 

a).- Estos incrementos en la [(Ca")i), son resultantes de la extrusión vectorial del 
calcio almacenado en compartimentos subcelulares al espacio intracelular (EIC), 
inducidos por la activación de receptores-canales iónicos sensibles a IP" (inositol 
trifosfato); al alcaloíde vegetal rianodina, ylo a los propios incrementos de la [(Ca++)i) 
(300 nM) (Simpson y col., 1998) (figura 7) 

b).- Cuando las pozas de almacenamiento del [(Ca")i) se saturan, el K' es capaz de 
activar diversos sistemas de señalamiento intracelular, que promueven la movilización 
vectorial del calcio de sus pozas endógenas al citoplasma incrementando su 
concentración en asset compartimento. Est efecto se ve retrroalimentado por la misma 
liberación endógena del calcio que activa su propia liberación de sus pozas 
endógenas (Simpson y col., 1998). 

e). - En tejidos neuroendocrinos. se ha mostrado que la despolarización membranal 
inducida por el ion K+, no provoca un incremento temporal en la [(Ca++)i], como 
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ocurre a nivel neuronal, sino que este mecanismo facilita la movilización del calcio a 
sus pozas endógenas mediado a través de la activación de receptores sensibles a 
prostanglandinas (P,) y ATP. 

d).- Las. oscilaciónes observadas en la [(Ca++)i], afectan el curso temporal de la 
excitabilidad neuronal; esto es, a mayor liberación endógena de calcio, mayor es la 
respuesta obtenida y sostenida de los potenciales de acción dependientes de Ca", 
(cuantificados por técnicas electroftsiológicas) como se ha determinado por el efecto 
que produce algunos transmisores "de lenta acción" en la sinapsis (Slow-acting 
transmilters) (Simpson y col., 1998). 

e).- Por consiguiente, la activación de los diferentes subtipos membranales de 
canales de Ca» (L, N, P, Q, R) ( Sitges, 1995, a y b) Y la subsecuente permeabilidad 
de éste ión al Ele, induce un incremento significativo en us propia liberación de sus 
pozas endógenas (sensibles a IP, o al alcaloide vegetal ryanodina ) (Simpson y col., 
1998). 

1).- Estas observaciones experimentales, apoyan y sustentan nuestros resultados 
obtenidos sobre la disminución de liberación de material proteico inducida mediante la 
perfusión de altas concentraciones del ion K+ en presencia del agente farmacológico, 
EGTA (Bayón y col, 1986; Leff y Antón, 1999); asi como la inhibición de la liberación 
del material por el antagonista de canales de Ca", Verapamil (Leff y Antón, 1999). 

g).- Esto es, por un lado, la quelación del Ca'> extracelular mediada por EGTA (100 
)JM) produciría una baja movilización intracelular del catiónde sus pozas endógenas al 
espacio sub,membranal, por lo que su baja concentración en el EIC, seria insuficiente 
para producir un incremento significativo en la liberación del material proteico 
endógeno cuando el tejido nervioso es estimulado químicamente mediante la 
perfusion local de soluciones despolarizantes que contienen 50 mM de K» (Bayón y 
col., 1986; Leff y Antón, 1999) como efecto de la disminución de los eventos que 
determinan la fusión y exocitosis del material proteico intravesicular (Livelt, 1993). 

h).- Asimismo, estos eventos se ven claramente exacerbados con la aplicación de 
Verapamil (50 )JM), que al bloquear en forma irreversible la corriente entrante de 
Ca",(Sitges, 1990; Sitges y col., 1993; Sitges y Reyes, 1995) inhibe /a activación de 
los mecanismos que facilitan la liberación y movilización endógena del catión. Por 
tanto estos eventos conllevan a la inhibición de la liberación del material reactivo a 
Lowry, durante la estimulación quimica despolarizante del tejido estriatal (Bayón y col., 
1986; Leffy Antón, 1999). 

i).- La liberación estriatal de moléculas de alto peso molecular, podria suscitarse partir 
de grupos neuronales ampliamente segregadas en el estriado de mamíferos como 
son las celulas espinosas de tamaño medio (30-50 11m) (Spiny I ceIlS), consideradas 
por muchos autores como interneuronas clásicas del parénquima estriatal; por celulas 
neuronales grandes que extienden sus prolongaciones neuriticas a subnucleos 
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estriatales (SN, GP, NST). La co-Iocalización de diversos mensajeros qUimicos de 
naturaleza peptidica y no peptidica, en adición con la expresión IHO de AChE y DBH 
en estas celulas hace suponer que muchas otras sustancias neuroactivas podrían ser 
segregadas y secretadas por este subgrupo de neuronas, incluyendo material 
proteico y/o polipéptidos (Graybriel and Ragsdale, 1983) 

j).- Esta serie de resultados, apoya el cuerpo de datos y observaciones 
experimentales previos sobre el origen neuronal exclusivo del material proteico 
liberado al EEC (Greenfield, 1991) y ponen en evidencia que el material proteico 
sintetizado de novo en el tejido estríatal requiere de un transporte axonal somatofugal 
a través de vesiculas endociticas o granulos de secreción, previo a su liberación 
presináptica en el globus pallidus O en el estriado (Bayón y col., 1986). 

Podemos especular, que el material proteíco liberado al espacio intersinaptico podría 
representar una fuente biologica de nuevos mensajeros quimicos, que aunados a la 
amplia gama de moleculas mensajeras descritas en el SNC de vertebrados e 
invertebrados; estos pudiesen conformar un nuevo grupo de moléculas mensajeras 
con funciones regulatorias o neuromodulatorias de la sinápsis una vez que su 
identificación, aislamiento, y caracterización molecular y funcional en un futuro 
cercano de éstas fuese posible. Esto permitiria entonces conocer, enmarcar y añadir 
posibles nuevas moléculas proteicas con propiedades funcionales similares a las 
previamente reportadas (v.g., AChE, Cromograninas, neurotrofinas, etc). 
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Figura 7.-

Efecto duál del Calcio externo durante su secyestramiento 
intracelylar. 

A·I.- El Ca" extracelular puede entrar a través de la activación de receptores 
ionotr6picos acoplados a canales de Ca" , y ser secuestrado en pozas de 
almacenamiento intracelular (retículo endoplásmico), supliendo las pozas depletadas 
del ion. 

Bl.- Asimismo. la activación de otros receptores membrana les puede inducir la 
liberación del ion de sus pozas intracelulares (Simpson y coi., 1998). 
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CONCLUSIONES 

1.- El empleo de la técnica de perfusión in vivo push-pull en combinación con 
procedimientos experimentales que facilttan la a'plicación e incorporación de 
precursores metabólicos radoioactivos permiten detectar y cuantificar cambios en la 
sintesis y liberación in vivo de material proteico tortal en el estriado de la rata. 

2.- Esta metodología experímental no ha permitido identifICar y cuantifICar la liberación 
de material proteico inducida por despolarización química del tejido estriatal. cuya 
coocentración alta en el espacio extracelular oscila en una concentración promedio del 
orden de los microgramos, lo que hace factible diseñar estrategias enfocadas a la 
identificación y caracterización molecular de nuevos componentes macromoleculares 
en el tejido nervioso. 

3.- La. Gran abundancia del material proteíco liberable por despolarización permite 
proponer la existencia de nuevas moléculas diferentes de los mensajeros peptidicos 
de baja masa molecular y cuya concentración en el espacio extra celular en el tejido 
nervioso oscila nomnalmente en ordenes de magnitud 1000-10,000 v"!ces menor que 
la concentración eslimada del material proteico en nuestros perfusados. 

4.- La liberación inducida de material proteico total como el material proteico 
sintetizado de novo es dependiente de la presencia del calcio extracelular lo que hace 
factible proponer en apoyo al concepto de la liberación sinaptica de transmisores 
químicos en el sistema nervioso, el origen neuronal de una fracción importante del 
material proteico reactivo a Lowry liberable por despolarización quimica del tejido 
nervioso en nuestros experimentos. 
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