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INTRODLCETN

La likeracidn de sustancias reurcactiva e oélulas
Mervicsas  jusgi. 2it duds alowne,  um papel crucial e

mecarizmos de bransmizidn de la infornacisn nervicsa. Eno los

Ulbimos afos 1o =2o0lo 22 ha aarl ia

coryzezimderito

mecanianos que raaulan la liberacidn de  dichazs sushanciaz

[ TTa) =N ademis iy ag = lar quie Lis 1 Tamachos
"regrobransmizores clidsicozs" L subaru

clemtro e ot Srecients grups P

liberables  de células merviosas vy ooon capaci dad e modi Ficens

la brarEmizidn ode la informacider rervioza.

Doy wshba mabera una grean cantidad de esbocli oz han ravelac

auz células  merviozas liberan  sustarcias como pépticdos v

amircdcidos loz cualez  participan achbivaments =
peoai =no: de comunicacid bearonals Sinoentbaras la lista de

sustarzias teurcactivaz  liberables de célulazs nerviosas o

EC-(REAN Rens i arbenznte, divarsas L= ¥ e¥ulA

A k&t sugeEride gue bambildrn za li berat L &n

de  ocElulas  rnerviozas vy gque adernis Rt 4 &
particicFar er importantes funcionss oel SNC
FPor  ejemplo, Druchker ~Colin y ool (19750 , ranstrat o

avidetcias  aue  s=falan la existencia de albozs niveles  de

f

protzinas e o=l liauido whr & Formae: i

Raticular 2 Hiposampo, e Concamibancia con

pariados movimigribos oo lal r@&pichag (MOR) am el

aabo,. A pesar de gque una serie de evidenocias (Ozwalad, 19663

Adam, 1° S uer o e lato de




una mayeor sirtesis proteice cersbral cen paralmle con periodos

de zusfo MOR,  la demosteacion axperimental‘da azte’ fardmne

aurn tio 22 ha realizado. Abe mas, bidec s aue Tas probeimas

=banr Lne de los componenbes maz o imporbanbes no

riErvicosas  sing tambidr de 13 sangre vy

=5 funcdamenhbal definir la fusnte

oo adas ey el espacio

obraz palabiras, ay o impear e le

zarrallar

arimantal adesuacla gues

atrizontradas en el Hagido

acelular =on

liberacids e las mizmas por lag células

e el LED corre

gt Ferrbmares ol fa

i@ inpeErioss poder i Locidar .

El objetivoe principal e sehudio fus decarral lar una

e imanlal sue

dafirdl ir-vive

de  las probeinas enconbradas

asta marvera definie oan i la
liberacidrn de proteimas de células
La rabegia esper inental ool

er la aplicacidrn Lépica de wun precarsor radicactive  de

probaings (0 MET=2355 o GLUC-1042 ) sobee un sitio anabdmico

determipads  Nuclas Cagdacds ) con 2l obgebo de marcar

radicasti varmente  proteinags de eze e calular,  Si

una poblacidn de proteinas liberables de célulaz nerviosas,

=

wr andlizis  del liguido extracelular de esae  picroainkd e

Lizular, debkiera moztrar gquws por 1o menos parbe  de las

proteinas encontradas, contiens el 2w e2shruchura =] precdrasor

14




radivactive,. 81 azte.ex =l Zaso . mo cabe duda aue  la

ah codluylaz
rarvicozas de  ese zitio @speci fico y. por 1n tarbo defife :el

El  uso de la cédrula push-pull, aque permite perfusicokss

localizadas  del tejids nervioso {(y por ends posibilita la

full =Ty Tkt A e Lh mueshbras conb [al=2 1oz VD

retroauinioos que oo rer e el egpacio e lular de  eza

=sikio anakdmico ) oem amdinales @ libre movinienbo, repre

in méto acdecuade ara 1

bjebivas ya manc ioma

El loearo mas ioportante del presenbs wdio,  fue ha

clezarrol lado LAFIE s lmerihal o s parmibid

.(‘

cemostrar "in - vive"  la axigbencia de  la liberacide de

Erochelmas R g=0e8 T3 (oprae ir SO RO =l

precursor radioactive ) oer células mervioss:s v ocorn @llo haber

definicla el ar Lizular de por o paenoz part de lag

w

proteimas enmcontracas an el liguido ewxbracelalae.

Far  obra parte mzte esstudio mostrd que la nanipulacider del
tejido  rmervioss oo un sgente depolarizanbs (S0 ok de B )
avoeza una mayor liberacién de proteimas bobtalez v recidn

girmtetizadaz. Sin enbarg 2z muestran Lankbdidr evidenciaz de

de la clédzica  likeracidn
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Faor  gltimo este asshadio muszhra oono pocdr La

are licar  para ouan mejor embtendinianbo sobre la correlacidy de

rivelez de  probeina les al

appacia  axtracelular v niveles de susfo MOR an un amimal e

likee movimisnto,




ANTECERENTES .

I.- INTRODLICTION,

El zstudio de lazs proteinas del =

(SN =2 ha  dezarrollado de mamera sorEran

lbinos afos. Zar ol io radica fundamenbalmette an dos

0 El d

tinporbank

airrodlo ods masvies

icas vy

para la

C 1 dir, separatidn.  purifi

caracterizacidm de  laz  mismazs; vy F#) Bl drkerd

neurocientificos por ampeliar y peofusedi -

sobrre la  diversi

Fureziceed ode @ e Ml EE. i

embarac, @2 lnporbaihe mEncionar gque 2=

atrrol fo ha

muy  tardic s relacide &l +

aadice e e

g

sistenas, y las  cauzaz  han  sido, sin duda alauma,  la

exisbercia de divers Eroblesnasg m o Ll imos .

1) Extraccidn de Frotedinaz.- El uso qorsral ode nébodos

ACUDSOE  palra la racoidty protéica de alaunos  draanos,  no

furncioma adecuadamerde para el przs no Se obbieresn

cartidaclas  acecuadasz. Ghlo  ermbrs w10~

ol bohkal
w5 raidn ot ouna o nds homnogenl Zac e B far

. AdEindz, 1o estractade estd por 1o

eheiral asociacdy fusrtemante oon lipidaos.

S QAMICTDE PEFE FEINOVE)” lipidos

del  tejidoe merv y &=i parnitir  la deternirmacidn del

contenide protfico lleve consian dos serios pr




=0 uhlllgdflﬁh (=123 e paquaﬁa_Fraccién del comberido protéicd
total v tambign al miszmo bismpo, ld dzsmalura Llhu el rastao
protéion  del tejido, ﬁe ssha marera lo gue o agueda Lok

e=iduos  probdicosz inzolubles, dificilas de tratar, . couv 1o
bz =2 dnpoesibil ita & través de este métﬁde

klszizer el

=t

i

by

cottberd do cho de proteinas en a2l tejido mervioso.

Do arar gy

eE 2] hecho oe ogque la

wehudia de  laszs

macyaria e dstas, conjusadas. Ez

valerte @ por obro bipe ode i dn

unidasz,  ya Sza por unide

fiterte & carbohidraboz, a  reziduos ricos en

lipidos o a rezsiducs de Acidos rucléicons,

3 Qyjwen Mewbhranal. - Loz problaemnas antes

solubillidid, conjugacidrn con obro bipo de

directamenbe relaciona

2E UR dFgano cuyo bejido poses una

Facko  de

conplajidad menbranal hica. Fotr ah

DRI T =1
clel  conmbenido probdice estd Formaros parte de wma gsomehria
maipbranal tridinersional.

4} Variacivn  Estructural seqadn =l Eztado  Funcional. -

IV Wala} a 1oz problemaz va  mencionados, izhter muchaszs
evidencizgzs  gue parecen indicar sgue el arsdo de conjugasidn
osbiras zuztancias vy la smbracidry de una  Fracoidon

protéica detarmirnada,  suslen variar marcadamatibs

estads funcional aue se encouenbre 21 SN an ul inormst

Ezta breve mzhnoidn  =obre  alauncs  de 1oz problemas
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Sin embaras sshtos valores variars durante 2l des
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variacidl 2 relacidh s la adad de-la rata.

Er rataz jlvens @7ft7qdiasJ%%i‘cqntenido probéioo . e

laz & regiores amalizadas diz

miryd coms sigue: o Mécula

Fipotadlams - > careheloyy}‘med Fodfalo > bulbo ol fatoric >

oo beTa, Er b ocurrid 1o mismo.

picdfale » corbezs r 0 cersbelo Fripabdlams > bulho

mdciul & Sin enbarac;  la zianificancia de

esbtoz resulbados i se desconose

Eetaadiog mhs

@2 o as

mozbracs  Lambidrs gue durer dezarral 1o

s, ]

mivcharabd e

oy b icdo

cepraboto 1leva & cabo arne gumenlzo o

el cual @2 reflejo de la prolifersci e cdlulazs

alialez, mielindzaocidey, pro [A Y T Bt

emdz un aunento 2t berminales nerviosaz,

wlenertos adonales, Sin oanbkerao =1 conten

fraociores microzcmal., ribozonal vy elementoz =olubles,

dizminudyse aradualnerte durambe =] desaerollo P

Felly vy Lt C1976) . mestrarosn Oue una

tmportante  de La machiracidoe cereberal sz 1

[ ]

-1
1
—
s
L
I
<
o

b e idn [ ) Froteinas

ET cada Fraee sutvcelal &,

s dabos matciorados antaeriormeribe Liamen [l (11
rpropieito prifciegal,  moshbear Caurngue deomarses oy sinsle)

laz probeinas cerabrals

arrollo del

u

=1

Za  erpsuettran e e dindni ca ode coarbimuan cambadge bBeches ques
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L.a uikil idad chiz La =1 el e ol
o liacr ilamidea 2n dos dinensiones (EL-PAGE) Patwl] (10} LINE

herramienta de alba resolucidn para Zerarar comple

ol 21

de proedeinaz W = maEs y ocaras (M Farerell, 1979, hae

positidlitado la dnvesbiogacide de loz  componenbes  protéiooes

de diferenbes btejicdos periféricos v ode Fluidos

(Andzr zon vy Arder 5o, 1977:  Anclarszor y ool, 1979

ol 1275 Edwenrd vy ool, 19810, Evichanbemnerte  estas

adass e vas L or

uma bervamienta nay dkil

Para BB LIEN alteraciornaez  an Fabam e
originados yao o zes oan oanfermnedades o proodoc [ [} la
adninisbracidn e aladgn agernbe Farmaood desico,

Gin embarac, pocaz investigacionsz ban aplicado esta

ftéomica para la zeparacidn de proteinaz del tejicdo nerviosea,

En oaauelloas cazor que exizben reportes, ezsboz o describen un

et gl lado astudic de laz probeinaz, sing mads bien s enfocan

& fa posible altevacidr inchicida eor g manipud acidn

g fica (beubtckh y ool, 19
Okras  investiaacionss  ze  ban abocado al  estudio de

subbprchilacicrres de bejicks meararal. Ejemplos de ssto zon log

eztumdios e Weil vy MoXlwain, 21,  aue estudiaron las

proteimas solubles de las motorneuroras espinales oe bovine, o

el  estudic de Brows y o ocal, 1981 los cuals shudiaron

de 1oz neurofilamsntos dal SN fanbo an rabs cono

20



e ratdn,
Alavnozs  dinvestigadeorss Rad estudiadu las proLaeinas o dal

cErebroc humaten postomnortern vy oss hdn dh. w sk

mapa o atlas de proteins: presentes en condi

(Comnirngs . Comings v Kasik y col, 1%

ok =& bay centralizade en laz diferstcias producidazs por

gnbados pabtoldaicos sespecd fi

1931). Sire mmbaoran. una linitacider  dinberents & sstoz

asbigdi o {y ror Lo banto =u Lindtads uzo) ez oo

aibree el bisnps de oooer e el posmeribe del mues
Sl zéds el primer icdermibo a2n svaluyar sistemidbticansntbe los

diferanbas

pabromes probéicos (por o medic de Z0-PAGE)

arabdimicas  clel e la raka o =1h)

(Heydot

miorinal ez, 22 1 levd & caba an el aitio 1

andid 1

Fradzioy

25 i ke X =N st de la rata macho,

SaoteTEro &

y determind las

oteinas vizualizadazs por 2l 2D-FAGE.

—
“h
i
=
it
-
i
w
-

cuartl Floacidn 91 polip

CioFEron pETa

e ounElisron Log
1) Eztar presenbe en corcentracion sianifilcativas 2o uno o

e busna rezolucidn Pt &

md= zitioz anatdmicos. ) T

medir con mayor exactitud la densicdad de la meoca; 3D

Reprasentar  un amelic Fareao e pecsos moleculares v punbos

L& nayosria e loz polipdepbidos zelaccionados (5300

L ar o e varidaeidor (enbre bajos .y a&lbtozs trivelas




debectados)  nenor T del 40 veses A=

log diferenbes zitiog!

Loy aprosmimadaneste g 10% de

Luve uma variacide naysie de 10 vaces

cotcantracicores para las reaiones rewrocanatdinicas  elegidasz.
Las proteinas =legidas fuseroa analizadaz v cla 51F1Ld| HE SR
U OINESE caraa y conosntracidn relativa.  Es interasante gus
la  inzpeccidn del eejor 20-FPAGE mosted gque nds de 3000

probaeitas pueden e viswalizadas a brave

ir aipbaras,  ezte ndmero 2z zdlo une pegqueda freaooidey del

e o de protednas presentes

wma rata,

=] mado 2t mas e 100, 000 (Bantle y Halaw, 1976 Chiksraishi,
197%) geadn el rdmsro de ARN, menzajeros. Dol mencionar zim

emnbaran gue eshte dmere &l pareczr no 25 raeal yva

L=y e

reporbe reciente, Duncan

sugiriaroen gue 24l

WP peEauERn Eorceata jeoade 1oz ARNG zorn bradoesi

Ez aviclente que pnanipulaciores gquinicazs odi ferent tales

ul

T e una

Py

comn, alteracide del ranac de gH en la electrofore

dimerizidn, canbios wn 1a o canbrazidn ode senrilamica en le de

2 dimernsiores, o el fraccicrmamiento zubcelular previo & la

electroforesis R &

aibratlr proteinas =m0 mayor ara

positbilitardn la id de oun Faras mas anplio iz
oot nas . Ademnks, refinands y  mejorands la tdcnica de

marcaje oo plata gque Limita schualmente  la seleaccidn de

iRl =) =a arpusebral e corncerntr sl o

Eea/mn®®,  pogibd litard & fuburo la debeccidn de
proteinas que = arcusnbran en concerdracionszs may bajaz.

Okrae limitacidn aue ah este caso no 22 tomd en ouskba,

an
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fue el numers e Aclznédz la

hiora - del  diaoane que est g2 realizaron,

3=
ﬂl
a
it
o
R
1]

represarha un Factor dinger Cl““ cle ey Pﬁ«lbl

componernke circadiane o Oltkadisnn que madifiqua Tos ke oames

de proteinas de las difersnrtes re-ioﬂea'naurOmna+hm1

Obro punbo que e osshe estudico ne e nercicnz, ez la

e

diferancia ankre probeinas estrocturales y probelr o lgbl

sstudiarcon el patrdn
e lachrafordhicn i 1 Fproteinas soelubles  en 7 [=T= FAIRT 1

arEckdmin

di farentes del oe ooode la rats. Suz datos

moshraron gue & pessr ode que el rdmera das probéicas no
cambid (36 bandas protéicas/eregidn) . 21 buabo ure var iacidn en

la  densidad relativa  (en

[ar=t b ] e (=]

maleculearas bajos) de guairiendo fgque ho sdlo

la identidad do gprobeinas es ioportacbe sino gue la carbk ided

o concenhbracidn probaics pusde resrezenbar obra me e
reaulacidn de furziones aen el SNC.

El  esztudic de proteinas =1 bejicdo nErvicoso

zgolo recientemaebe esta recibiendo acan Lporbacezia, De
bz, estudios como 1o de Anbe o, 1982, & 21 cuwal ssbudian
laz diferencias e la distribe ez alicoproteinas

ezpecificas e reaicess disbinbaz Je una negrons aiganhe  de

la aplisia o los de Felly y Cobmaen, 1977, donche ze inbenta la

oz la menb are

ickerbificacidr de proteinsgs y alic

plasndlica sipdpbica, e las wniomes sipdpbicas v ocde las

darzidades g simdpticas, =jenplifican con absoluba claridad

@] dhbards por o vy e Ulkimnas circurnsterciaz enbander




a2t msteas moldédolas.
comfeosionaran mapas

oarabro y hampe

conzhiruicdo el mapa

enEamat &

mucheas de las tarbas funcicrnses,  alaunas conocidaz v la mayor

sictama rarviaso,

Co~ Probeinas Especificas del SNG,

El SND lleva a cabo a

=0 achividad wna 3rae

cualen son

e, mashas e

Funziomes tales coms la

inEulsce rEry oS, la Lransmni=idn Sirdpk ios I =]

zort e jecubads

vhi e o

establecimie

la=s  c&lulazs  rerviosazs, l.az SIS O
inpaortanbizimes  de estas cdlulaz, sonoen uma 9ran madida

responsab les direckos  ole la dpbime reslizacide ode

lta por banhbo altamenbe probakds
Ficas del SNy de las nEuaronas e

marera inporbaebe cols o proteinas

ohar  proheinag




cle ciartas

impmrtanhﬂ

casd, P ejemﬁIO‘d

(23 D=

Fubuln:, e la"mwmhranabsiﬁéptica e e

sindptica. Otra estrategia zeria estudiar alauna  Furndide
importante del zisktens,  por sienplo, ol mebabolizos

Feur oty nsmisor y &@Ei

las probainas azps
involucradas en esha via netabkdlica. Okra Forns

i Ficidacd  de estaz

a% & bravés

sistandticg  de probeirmes gue, 2o Por wne peo e

s e atvzuEnliran an &S PRIV

Ml SNT Yy &

arar vesr iedad ole aspacies.

rabenia 1levi

aE oaue me han consaervaols charanba e

Feramd feam provbe §

avolucide Y aue foe Sor resuer i et ahros siztenas, Lismen

g furez i

Sar iame a sl SR,

fiza dnpor bz

Fara & realizacid; aiinEhal e msie

FeEcEIar I @t primera ivzctancia preparar "mnapsas

TER e probaines  menbrarales o solubles vy wcer la

B e wes

ez ed 1 =] : QR ST

cifica al

1@l o se didentifica alauna banda ez

Fol dacrilanida) , e procede & opreparae un

anbisuero = conbra de esa banda, Debido a la sensibdlidad v

i ldnicos es

=g Bt a0

L=y

durante la ombooenia, e imcluso su reaulacider mebabadlica e
i culbive de bajide o enowun siztena sintdlico libee  oe

=Elula

m




“erhe los Olbimozs’ afos =e banoadislack yooaricberi zado

e
-
.
[
ot
n

urE. aran - cabtidad de proteinas  espec

s han o reslizade-

tdchicaz  para el

e gelas de dos dimerizionses o

H(ShE) vy

azles de poliacrilamida con sodio dodecil sulfakbe

a laprons mwEbodos 4 mmareeuind

Lt (10 wicrof i jacide ez

o LR y =l radic~irmuncensayc han sido PueT A (T ] T

Tainked di =38

arrollo o ind

acdos dnmoredi 2 toauimicos

Farn ayudads @ coeszer la localisacidn amakbdmica oe

i
0

[= el hejicdo rerwio

Loz trabajos

i
0]

b Canpa fueron =i dada Moz y o bl

oz Lleveroe al o LAl i y #izlacidn

=0 ce purd Flocacide .

Er relacidn a la S-100 al igual gque muchazs obras  proteinaz

Fearvioss es imporbante eencionar que

cabr imi IV

=4 Furezide : cod d el 1 Ezto radica en =l

el de gue hazha gue no =2 le coros

@z muy  dificil  dis b rimanhs e Ayl &
diluciclar  =u papsl Fizioldgic Loy ez 2y

correlacionar miveles de esta u obra mrobeing i fFaerarhes

Poale i T B ool O Lalems ocomo: anferm raacoibr @ odi Ferenbez

diferanbasz 5, ebo. Troluso,  alm

£

bz mer esrec Floa & o bipo de
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Gy oele s Yo olat

[ )

Fapal Tisioldaicoo o wodible,  CSinoembarac voa g

mernsionado, - muckos - Estudios o han inel i

a la S-100 an

Frocezoes  ban o conpleios Coome son memoris vy speenlisage.

(Zomzely-Newurath v Kellar, 1977; Hydetr vy Lanas, 1970 ).

e dako o aue . tiere relevancia al i Friz

properciongdn por  Shozhooa y O e ke e

o esha proteing se libsra sl espacic a:

AR =TT T

il

barvta peade da vl aca bambeide e

trarnz Ferancia de ionformacider inberoelolag,

A pesar de oo

SRR I N 1= ]

ez baribe  volumnirnoss @ a diferontes proeisele

i1

L @renr cankdodaed ificas el

rervicoso (R

LR &

L =31 Pl Lo

=] v =L

eE ke TampEn

preliminar, no resulba oy osacdo predeci o ezl dda e o

1) cor mayer presicidn el funcionamisnto de ashas
Frobeinags SR arharnde cle maners mas cxbal el

L gozboiviclaed ozl ST

y ok sy

g lanmzs S

paha Ienos vi

DorpErvioso, sin embad

teing . e

cabaas e relacido &

caracterizticas biarms 2l corbenido probé)

[T11= O

Bl R &

oz Fluddos  del ocerekeo? B dife

iz ] Lisy il SRR aF-Ta (NF AR L

feat b [

Himuide  ambracslular (LEC Cudn adiztind

patrotes de Lao paobol i G (:-l-‘-:~t;‘xi-:a del plazma?.
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III.- PROTEINAS DEL LIGUIDG CEFALDRADLIIDED (LIR)

Las proteinas prezenbes en &l LOR oormal  zesr e s

Mayor s rivadas  del  plasma & emcepocider e

criginadas &n el ceratoo vy slaunas Kkglmhulir

zon modi Ficacdas en el mhiro. El bajo o

Frichs prokdd

chel LOR er comparacidey comn el plasma (

e U ana /100 ml) o,

u3iare la

in
il

Tuzidr dimportante de maeoromcléculas por las

barreraz  del LCR-Carsbeo y o sanorae-LCR. Rez i e beamsn b

vias e transporte & mivel  de spitelisc de 1oz pl

z

et cide postuladaz: 1) A brav

Pz e 117 A=

de radio gque permnitirdian 2l paso de probeinas por difuside,

wltrafiltracidn o ambazs y 2) Vesiculas pin

@ core 250
A% oz pracdio gque permitirisan el intercambic  de moléculas

(Rapoport, S.L., 1982).
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=
™
=
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i
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a  gque  la  concentracidn probéeica en el LIR

o owe

wauivale & ue apracimacdsy WS X de la del e lasna, 1z velozidad

salida de probeines 2z unas ZO00 ves mayor  que la
'
valooi daod de smbeada.
Frotainas talas TN la Fraa lbnniria, albtarniria,

tranzfFerrina,  alokbulinaz alfa., alfa® vy inmuncglobulinazs A,

W, M, al ipoproteinaz y fibrimdasnos  son arcontradas

o ma Lt ba =1 ezl LR, =3 idertificads

fmourozezl ectraforeszis, (Fishmna, 1% Sin T =Y =1 lasz
conzerbraciones son may badas  en comparacihn oon laz

corcarbrasiones plazndticaz.  For ejenplo, la albdnina aue e




plasna  ze

b zh concentraci ores o 36, Q000 - g/l E, =1

LER - en corwenbracidn es de 155 wa/lt,  aprosimadamerie’  2E0

veEoEs iErze o gue la del plazms. Bz inbaresarke mericiona: oA

un gradiente venbrriculo-espival para 1a . copceribr&eidn
de  probainas, ashte gradienbe disminuye de  Iainbar 7(2&—50

ma/ 10l w1y vy oa  venkricular

mas Lol wml)y &
(EL T maz10n wl) . (Weizsnee vy Bernkhao-db, 1972) .

BEoa o 7EN la proteina

La  albdming consbi buye

de la probadnm

tokal el LOR vy

£l contenioo

bioka) de  suero (Schultze v Heremans, 19

rormal e la protedna ﬂ shrasedora, o ague eeprivele s wn TE ale ]

botal protéico ode LOR, = rezuEntra prdchicamesnte auserde e

XN AT [T I o > T ]

Flazma, b o skl
cembral (Link y Olssan, 19732),

Dk ok dmpos-tants ez oque duranbe el dezarrollo

ke ac e

shten canbioz en relacide a la oo

orkogendt oo e

Lrasaddor

de protednaz del LOR. Laz ooncenbyaciones s

rt‘-éin:-:;z-‘/;? y laz microglobualinas-0l & zon mas o

a4

= @ tre

mayotras @ rechabos oquse e aolulhbos, o ol Lado Tog

TaN = TaM azi cono probeina botal

mivalas  absoluboz de T

correlacioma

. (K take v

b Lvanmeanto:s

1 LCR ze

[0 IO

[LLE=] o Do o (=]

da albining

aue 1a trraezidn

g er e, la  proporcidn para alkbdminag LCR/plas La mizna

s, Lo que sugiere gue e Dndivicdaos novea les

rare anbas

she o gguilibeio dindmico entre probedpas del LOR vy del

plazma, (Alhoraen v oo,




1 reladién @ arzimas, onormalinente la achividad

ivayia de mrzinas e herer En - LCR qQuE er SANErE, Sif ambEgo

LAFE serie.dE'ehzimas que = n“h”“h*Fﬁﬁ el LD

condicionez Crormales, las ouales presenban achbivid
despraciakle. Adtividad‘ albka  de ciertas enzimas & por

ezt al reflejar dé‘ les 1hr calular o ackividac el

toajido nerviosa.  Por o ejempdlo, la ereima lactico o

(LIH,  E 0. 1.40.1.27) ha sido anpliaments usada cono marsa

e clafio celular oerbral. Tambigr la creatinina foz

E.l. 2.7.2.3) 2 ha usado

imgoeenzima cersbral (BR) ha zicdo detechada en et e En
Frlazma (Skezrwin, Y
Ohras seirzimas oaue perbiciparns e o2l mebaken ] i=ing e

rezurohranzmnizores bambilén apatre

= oen el LOR, @ jempelo, 1a

olimacetiltranzFeraze (CHAT, EJ2. Z03010.46)

b e ey el

LR =22 mayor  Que la del plasma, pero mercos qoese la del

o arabr i, o cuwal podria zer reflejo oe actividad lLin&raica
o monEscuersia de sl meuroniad, (Aaguiloniusg y

1976) . Neetileolinezberazs (ACH:s Zatule?)

la anzima aus cababoliza ACh,  estd arthee ain el cerebro een

chas Formas,  urdda a la membrarmea y zololxle. Laos 1iveles ol
ackividad de  colinesterassa (CHe) y o oohe roceliloclinesterzsa

(AL e LOR zan 12y 16 vaecsE nayares e Livameribe  que

ar plasmna. La acetiloolinestarasa, spae oo LR e

g ke doa o

g bl @i e

o ) dailca ek,
corresporede & oun bipo especifico de dsoetmima (Lsoenmima V)

Lo qua  swaiere  gue el auansebo e A

a2l LICR . es

la activiced de megyronas cenbrales  més que

T Rt el RN T =




reflejo oe  urm dafio cel ﬁejiﬂb o bransfaramcia de la  ersins
plasmébica. (Eztez o pumbo se tratard con oayor deﬁclle m&s
adelarte) .

Okra  =nzima, 1 dopamina-/g =hidroxilaza  (DRM ELC.
o140 2010) que cataliza la formacidn oe morepdnsfrine & partie

e dopamine bambidgn ze snouspbra oen LOR vy rezul ke duds

b

= oriastt 2ea elasndbico ya que la achividad i Fice oz la

DEH ern el LCR ez

mayon o la el plasma. Azd, ok

veaz &l iaual oue oo Ak, la auzhbiviviasl lao B3 e
parece  reflejar o zer indicio de  acbividad rmocadresdeaics

1

arass (COMT,

cerbral,  Obras snsinas. la ce iltye

ol ((T=3

TN,

E.Co Z.1.1.6) v la iredolamiba-r-meti lhramsfe

baced d = i

E. Bl 1027a) irvede =1a] i) s
catacolamninas e incdolanmings hen sido bambidn debecbadas en el

LER o animales vy bumaros (Narazimbacheari y Lin, 1973).,




IV, ~ PFROTEINAS DEL LIGLIIDD EXTRACELULAR (LEC)

El LEC =& aencusnbra et 2l ezpacico extracelualar (que

207 el velumen tabkal cdel bejide) v ez osin ol
orede o mdlo 2e 1leva e calee la oo

EME MR VIoEo Sl que @5 sdends la vin por la

Férmazozs woodl fican eztas furezio

fludchn

o

pde e et ofd

Everthos bicsuimicos  involuoreados en la Bransmisidn e =3

o mens

resulta impor ek o

=l papel

malézulaz gy

L ey ent Lrabajos tanbo an preparacionses

v Barr mostracdo oaue la

Tiquide

racelular pusds benar un papel may dopco-tanbe an
@l desarrolle vy Funcionamiscbs del  siztema cervicoso,
Ez  avidenbe gue el pazo Fundamenbal  para svaluar los)

ible(z)  funcidn(zsz)

@ astaz probainas an el SHNO zeria la

iderbificacidn,. aizlamiento vy caracherizacidn de las miznasz.

d

Cer bales Firess zatrral latan

Friromsd imi et ol del LEC vy sl meEn
caracterizaron o manera preliminer estas proteinas., E1
procediniente comsiztid em inoubar cersbrozs oz Frnd ddos

intactos  erown medio izobdnicn,  por mAds de dos horas a

oo el propds il

e permitbic la liberacide del LEC z%] media,

=i deztruir la inbegridead del tejido. L& vali

[AS
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metodologia ze establecid porioa) El heckho de gue el bobal de

protedinas del LES fus cobstarbe morF unidad de feso ol wejide

b)) Ausarcia s de . tirezine  hidresd laza ode  les
wahractog (zrzima usaca Dadu 1111 mar = aclot he Frracoid

citoplazmatica v por ande como marcador e leszide): vy o) Las

[ a3

dimzrzicones de estaz o los de la nlud BTN ]

it lazmdbica vy la Fraoocidn membranzl,

e

Loz resul baclos eczberaror que sl LEC ook isre uma memc]a

amplia ce probednas con un rarms de pee Lz (MY ot

DB M ]

Lo, ond ~ 100 00n dalbors a wr dvel de concenbeacidn

Lrads EW TR

et &l LEC, La canbidad de probeinaz

ciomalments hasta dozs boeras de incubacide, momenbo ae

gue e 1laad & uan "platean”, D =TT T PO = R K i}

voluman total de 70 ul o ode LEC olabuy faran

e proteice que equivale & Pzt de ]l hejido.

L. canbticad de proteing

Tl B =T au ] =T A5 bl

bajida, ocorres

Atora, 1 e haos la correccidn por volumen de lag  esfpacios

varbriculares, (que corressponds apeosinaclansnte aown S070 dal

azpacio axbracelular), implicaria que assbe valor lleaaria &

AT w Bl

j=1=1 abrbuyier

AR e

eauivaldria & un estimeads del espacic estracelular iaual & um

200+ Sx cel volumsn total carabro. La  cantidad da
proteinas citoplazméticas o loz mizmoz cerebros oz de 405

ma  de probedne por oo que eguivale a un 10X el

corberdcds protdion del cerebea,. A bravées del andlizis de los

£
£




[KETR T 4

Cugnds e compararon

loz

e ama y dos dinensicres  de la fraceidn

citoplazmdbica  con la Fraccidn ol LED se comprabd que las

bandas de LEC soiv exsclusivas de asa fraccido y oo ar

TR @1

el patrdn de bandas de la fra idr ciboplazmdli
S1 =2 asune que el ocorbernide de proteinas e owl Diguiido

céEfaloraguicdes sz iaual a un e la bt

e valuman) , implicariza gue la proporcidn erobaics LEC/LTR

@z ladal & Z0/1 1o gque sugisrs gue

L arEedien o

de concernbracidn g

bdice amnbre LEC y LOR.
Fimalmerbe qguiziera meresiorsos Quea e s cecianbe  raporbs

sa bar noshrado evidomsiag gue

(Shashoua y Holinguizst, 1

afalan la presencia de probeas@e y

ul

ey o=l LEC de

ratores., oo apraziar  ya =2 bFar =g o &
identificar alawaz  de  las posibles funcionses  de las

proteinasz del LEC.
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1

la sinteziz proteica gue bamnkddns

inzluye la sinkeziz probedica caraebral, ba side anelianenbe

El mabterial oendbioo (ALY dirige fundamsnbalments  la

riboeeleic CARMY & -

ARNL,  aue U

o Ficamente wn solo anincédcids v Lo 1lava
al conplejo de zintesiz mrobeica. 2« ARNm, ctive zecusncia de

dirdje la imsercidn de anincdsidos am la  cadana

polipgptidica en crecimiaenta, 3= ARNE . 9o waridds & proteings
Fibosonales  forma Loz ribozomas aus biernen la capacidad e

"aalutinar" todo 2] copplejo de sintezis

Frotaica cErebral, 2] trealisa
Fumdamantalmerts an polizomas (grupoz ode ribo=sanas wurddoz por
cacanas cde ARMA) wrdde gl Reticule Endopldzmico. (el caanin
imtraczlular  aue 1laevan probeinas secreboras posterior a  zuw
cinbaeziszs =za dizcubird nazs adelants),

El  estudio de la sintezis de probeineas osreberalez ba
prezentads,  como ha oourride en muchas de las obras areas de
la irvestigacicon  biclégica, ura  lucha  constanbe Y

matodoldaicos.  Debide a ezto,  oushos laboratorios

harn  tratado de  encocbrear "el mpejor” método para  medir la

zinbezizs dz proteinas cerebrales.




Anbez de dizoubir e breve el o problens metodoldaico,

corveniante  mercionar el metabolisns proteic

R R

incluye la zintezizs y la degradacidn de las mizmaz. Eztos

5 Procezos  estan wouy relacionados el ure con sl oteo oy
reprasantan el "recaobdio probeico’. BEn o la acbualic =i habla
de recambic hacisndo mencidn al téraiveo L1720 (Bimmpo e wids

media)  que represerha el bilempc e 2l cual o la
mitad dz la probeina ez vzada o consumida, S e IENT 1O0RE
Feo L ol IR wdian e che

U

a la sintesis, obros al

reafiararn

probeinasz, v

la =0 [0 e L

&

probaings o

M E )

(los

B, - FARA LA MELRICION DE SINMTESIS FRCIETCA.

iztinbaz

Prrapar sl ormss

ir-vitro (oo

1oz 1lamaclos

ashuclios

i lmerike

irev v

conbrolables) faunkbed (et

Y

son was Jdificiles de conbrolar),  han 2ido uzacdos an 2l estudico

la =zintesis probeica

1.~ Estudicg it=-vitro:

sido

e

Sishenas ir-vitroe

dios

i

imvestisadoreas rara ezt

cerabral furdamartalmente  debkdde & las  faoilidedss  qus

cfrecs  n el cobbrol de las condicioe . Sin
antaran log resulteados de nuchas investigacionss ban nostrads

=)

o

o RS R

=Y



raalmante courre et 2l sistama ire-vive.  For o edeins ).

oo rehanadaz od immadure, o

ircorporacidn deouan s s Fadioackive Fue s

1oz valores obberin itevive. TAM naE dramdkin

sl el

aloamzd zolo w0 de 1o obkenido e el

Yeo e oo

vivie (I op y

Presanta g simi lar  a  loz gy
P 2 o wedelos in-viteo @ e e S

aadic Fizial

puecen descarbalr Somo s2nas Para el

al.

4

=zl & eabos

[ Erimern by auee e iornar e

e letoas ine

alidad mo son ezh

astudinsg

AV, TArD ALE Consi 21 na ook A patthe o

vivio , oque asneralnente corre

A g 1A

owder g la achniing

[ A DO =3

wsar radioactivg auedo a2y

Cramaddor o Py

=N = IR =Y

Ao g g MERE wna par ke analdilh

T

vimenkad .

sacrificar al aminal =

ha mide al

[RIET loz  prablemss mézs  eshadia

g la ackividad espdcifica (AR deal pracrzor, [BE=1

bo racdicactive sse el ia

cifica ade un oL

shiviclkd O RBEEL O CPR, O il

¢ ars, w,

R7




Loz cambios = la AE del precurscr reflejaran avi L]

alriom e 1oz pebrones de simbeziz vy opor 1o Baoba o me Fe

core el ol je Lrakar oo

la AE del pracurzor.

“imentos aue se raeplizaron parn esbina

irevi ving, ubi Liearare  weamn

P

medizider la

teo racdioeoshivi

a  la wdminizl dare o ake an andrd i nar

camhbi vamerbe =i o la Liz=img,  Lewcitve vy s i i

mas  uEacns, b most cecdo e Los o BL/E oe
e rEees e
(YRR R X I

=R STI=TR R (hdempos nay or s

laraos  los

chal  trazador)  maz larac tlbahan Loz LL/72 y & =u

erimeribos corbos e /% mortos. A che

a 1o

coaraleazl

el via

obtuvieror L1/2 sinilares & oifer

el bacdos combroversial es

[.

BodnyeE

clesp.

L lavaron & entendsr la e e comzer mEjor 1a

v aus sl baracid

R ] Y =L

vari

la

v Blearzhal ], 1971

el opedmer inbenbo gore

ool lama y adiministrarore por via venosa

izt a otk frgz Lo (=440 TYR (L uliZhr . I I 1T T A T - S e 1




ul) durante dogs horas. L e Linsnhs . Fue 1] easr

m

idea de este

& - obbtanser de o

m

T répida Lz A katde clal pracurzog oy

asi eshimar la sintesis proteics por o medicicohes oe 1a A dal

amircdcido &l Firal del perioda de dnFusidng Para s

asumieron que la AE del precursor po difiers apee

i @l emmert

=] LA i

ozl hobal el anincdcide Libese cuye PO E

Fromogdrea, Do matoddo, encontraror que &l B1/2 promedio

de proteinas cerebralas sra aprosimadamenbe de 4003 o4

1975

[unloe aEnounE verineide del o mdboao

tecidn

=oribo,  inyectancy  i.p. gratcdes czehid

(=2 =T R]] racdicachivie (LO0-1% unol/ars

bex ity ol - (L0

Val)) Lo ogue resulbd en une AR relalivamen

o corsbanbe por

loo memos o dos horas, Es aaboras meshearon g B

corcetbraciores o se inhibia la

bzl vy

modwmnds  gue  toda la radiceochbivided e manbies s Valina

dimienta s

inzluzso despuses de varias booras.
loard una AR del precursor e sl ocorebro de S0-907% de la

ifyechtada v 1o importactse Fud gque la incorporasiden oed

b

g lirmeal curamts [z &

a perobtaineg

[ F el

(=8

a la inysccider. Laz  ventajas de  este mébodo ivecloysns
inyaccidn de oun pulzo dnicos se pueds aeldcer al eshbudio de

recidn macidoss r prociuce dnlibicide e sint

g avita el problana de "comEarbamerba ] izacidn'.,

y Dahl, 1977 uzaraon obro Lipo de precursor (1 nCi de

1402 Madt admirdsterantn Q.. y  la compataron oo la

admimizhracide i.v. e 140-Tyr . Se  ercorhraran

robdlacicores diztinkaz  de proteinas, una ooy BL/Z2 de 4

hotrazs y la obra ocon un £1/72 de 12 horas.  Los agbocees aluden

et



e la verbadea  del ominimizear el

TEC-R=Y ]

Froblemna laje de o narca radicackiva, = problena ETNT)

Loz k1/2 encoitradas mor

tder@n o ani okl

este - Erecuy e les ol

=]
g
3
o
Cofl
]
)
=0
Joud
a
=
.
+
1]
R

Ficas co

amitdcicdos esarmciales,

Er 1978, eztos mizeos auborss (CChe=oy Dahl o 1972 )

sxbarwlieron sus esbudios v omoshraron qua’uﬁéndm T~ s
oo precdrsor, 52 olvbuaviasron velo;idadéz dé degradacion e
probeinas  oerebrales doz vesas naz rdpideas qus dsabtchs (G, S-
BH) ~leeu o (L-140) ~lau conn pracursaor, Acdemds erecardrar o s

=] recambic de prao

Es fus ole 34 veces  mas radpido que

vzarchy Lizima o Leaciva como | . A A, INEE

al h1/2

rrotedres ol o F e ey Frracoiomes subeio ol ssan, e

todazs ellas s obbuvieron B1/2 mas  cortos. Ora ver  La

ez la basean an pormala ] spe

lizacidn & ashe

i

-
rautdlizacidern.
BErn 1972, Reith y ool usaron sl mébode oe Donlop v

ol 1973 dnyesctands gravdes cantidades de Valing  en

Jebverezs vy adultas, rormales e hipofizecbonizedas.

e eEerici g este ndbods

by gy oL

AT e

Lambidgrn == refleja en la dizeirwida sinteszis perobaica an
ratas  hipofisechanizadas. Sin enbaroc moshtraron gue  adends

exizte una inportante desverbeaga.  La inysscide de zoluciomes

hipartdnicaz, Ferodusze una salicda de saue de la mae@re oo

procuce  conEscuencias pocivas ern el esquilibrio de Ligui

izl craanizmo. Una hora despo law inysccidrn aruzsza del

AT S0 @l caotvbatido proteico izl Flasma, e

40




miard Fieacdd vames

iy ar.  Aun

MEE,

carbtioosbaroma. obssrvaron

ermonteacos  por %

1a

cual  combinaron iy

amircdido g

adioauboardfi

aukores

A H

P =Tl =1 ]

= ool ke el

150 Valina (ous e

bl
Frodalemas e

actardard interno para
irncorporacidn deg Valina ze

Coma hemos @

an la medicidn de

Sim oenberas oz resulbadoz

abbanidos e diztinkbos

raesulhardo e pro

e B f=0, 7%

i

sl et

By e ann

ErLE P

Loz

PV Lso

U= I I O]

aribaz

FraaL

U Gz hos

sarrollaron
1l

AE bBaja can

ol likbrio ozmébico,

1a

wdiclo apreciar

zinteziz probaica

Latwzrat o io

o Rara probeinas

vealooidad ce recamkdo el o

LA A sle)

probkddena v

R

el apae o @ndmales corbeolas i
analizar loz hiveles plazndhicos  de

erat

Iu! aninal duranbs cireco ninobeos

= |

LI JraETe i

A

[ e

b Fi

il

SIS 2 animalas

=y arima lilare  movimierto,

L=1a]

cituaia, 3~ Al uza

Tia y

ENEE

Arie )

e

im0 (R AT [ o

4= Farmite =1

T

radiosuboaraf da oo oia ]

mide directamnsrte,

vari

=00

abiral

rata

1a

Y

i

/b &,

=l

L

col o Tean esboedia

Lavjbha y

ey 1979 mostraron gque en el
s o ar s d e Frobedicos

iva con

meztabonl i camente naz

e
PO

41

diferentes,



o bL/2 promedic de 10 ks voobes graeds (9 ackiveo

=

conoun B1/2 de 10 diaz. | A pesar de oque oo pusden eztrucburar

n

Xl dus arupez e protezinas carebralaz, diferaentes

aviderciazs  suaieren  guse esta es mas aue neds o ura o divisidn

artificial, For ejemplo Gorddizs vy Neff, 19710 nestraror ﬁua 1a

i

e uh b1/2 oo 11 dias en cembic la  MAD

MAD @i 2]l core

del  wanglic cervical zuperior tiense an £1/2 de 4 dias.

3 arandes variaciones en

oz L1/72 oe : cokbeinag sind que las varisciones se clan

sikins

irpsluzo Fara Wit MizmE Rro el diztint

ERER ST

ALTIZACION DE LA

1o~ SOMA CELULAR

reo Zala fusror los pilomaras e dar

aztimia cel  bransporte

sobre la

w

vidErzi

i

aoeomal . sino quer ademdz fueron 2llos oz gque sugirieron

tambidr, 9aue la =inbtezis proteica = llevaria a

cargaria de dezshinarlazs a

Zoma Yy =l branspo

b embarac Fusron [roe v

Log  mue usancds anino Acidos mar cacdan
radicactivamente vy racdioagtografia mostraran clavamente  que
posterior a la dal precursar, Lac mairca @ BN




un prircipis sdlo en =l sona vy oal cabal e Lismpe

aparecer an el axdn.  Esta fus en o=l forodo la

i
=
T
i
4
o
o
it
gl

erimera demosbracicn de bransporte axonal de probeimaz recidn

izadazs. El1 corbraszhe enbre la marca denssa

ar

rEcrecida e

e marca an =)

ZioaneE oo Lae &l BLICHEE L &

Fuzrbansnbe  aue la masuinaria sinkeak

Fresdr el .

y Palads moshraron gquee la citologdis

rrzuroral  banbidEen o crddito &l soma,  como =ibic principed

F1 art ol Lawhs doulo Enclogs ldsmico

Fugozo (RFER) vy el @ran numsro de are A ol a

=a loard

asidh  de

14 &

clemos trar e N

carthidades aprecialles

aotudiarort 1o

Yeougrem vy LDorocm oaen 1%
aparicidn  de la marca radicactiva y mosbrarar gue &l cabo che

imbraventricular de 3H-

mirmtos  posterior a

mir l&

al cako de

L, la marca aparecs an

R LeEma & Vel aparato de Goloioy

nar

a0 min la marca radicactiva ze obzerve en el

aradients somabofuaal .

lemos visko, la ausencia de ribozomas (por Lo mereos

ARt F =Tl

a la la microscopda

ZOMmE Y

fuerbanente  que la sinbezis pre

st

@y 2l mecerdismes de Lean

coer makerial  proteico al

Pl SOz Yl

proteinas




2D [ 121

imierbie probeico ribozomal | en "maErns " e

cElular.,

Buiziera merncioner sin Snbaras que (v oodmo

mas adelarbe oo izbern evidenciaz que  zefal an

no o lselet gue oalulastglial TON Capacen rhazh o
probeinas al

Lo ackzmdzs e b e Ferane o

intercelular  de  probeinss puasds repressntar obera fosnbas ok

rroteinas,  quizds  core ure componte cualitabivo fondanen

Fara 21 awodin.

AR

Edstrom, 966 btrabkajands ocon el

alzlar oo

s

reurana de Mawatheeer, &l cual  ome le poas
faci lidad de =u capa mizl dnica, v uzaedo suboradicarafia. i

amitm aczidas e

idre de

1z s &

laz  primeras svidencias

i, 1967 ) cual obboves raezul baclos

probaeinazs &

zimilaras dzando 2l & o aioante del calamar, e =ido =im

n
2
o
o+
)
fdo
n
w

e la =mint

cludae &laure el privcieeal

axoral,  Eszlkse  inve azte probdemns en bres

cld o esoio efacta que procduce el dafo ael

cEtabral,  Zo- msbodics

ok A= 1Y

at b bivos oe

e

paalipdptidoes marcachos an




Tobiaz v Koesing, 1975 &, B mostraran eviden-ias de aue

iz

la meurctomisa, - produce. ol D aimeento ] Eramsi

come de incorporacivindes | SH-Lew & peobeinss
axorales  en un o gradien afE kAL ey ﬁuhtJ m#csimn g

encuEnkra en la region nas Serdara sl sitic daRado.  For okres

lacks  la idembificacide ﬂe:bﬁliﬁébbidbé del amdn e moztrado

Lemcia de  alfa vy beka o tabul inss,

P ez el mnar

aobina, fodeima y dos e che psaraFl lamenba ., la 2000 [

150 10 Todas

=z probeimas fusron zensilkl a2l trataanibsnlbea

carr ozl kit dez la  =zinkeszsiz Cliclohasinids,
Froztar iarnante nirm Yy Adznz, L AL

furelaanerts Linarba o

inooeparan amiv- A ioon marca

~huabwal ina y

ot a Clonramferi

de Fostdirg y ool parecisren s ie

ok

LiFE nEul e fE o

georal s pera ouya velocidad de sink Lasbanke

meror que la ald=ica ritosonal. Ezte (L= DN =2 R T RO o 1 |

va o oaus aviderkenentes Los raquerinientos peokeis

ZIMNE Y

1o el e e peoo e s iauales,

z  producicdos por o dirdibdadorss e

il nn dizta

rareciera que la zintesis

mal. Sin enmbargoe, o

e bay evid

Lructuras ribozomal ez e P D IR 11

s ez pasel e, ar Ll fieacidbe

marrk e upa ar

cral =i

lomal  berdria comno pr saervir ocomo un o basetbo & los




polipgpticdos abaztecidos por el zons & bre

Cpareciera gue =i laz

trarspaorte lenko.  El o baze &

Lieres  una Pz ey

Frodel mas

wlainertog

—~
ar
(%8
i
T.‘
-
)
<
i
{O
o

= i nacda,

rale=z &l Yy oz e et Eae iy

sk

ivamanbe ey ozl

{1tz b L £& O Ldinan

soma celular.

ONDRTIAZ Y MEMBRANAS

Siacdo aue las

i oan

Eztd  bkisn evic

(Lrzaan it v

hmar

Lambyidrn prlaschzt

SURTEY v o

Raanir

1

2 200X de la incorporacids loezal

resparnsalylas de un g

e o barminal

amiryo~acidos e

sindpbica A pesar de aue nenbieanas

zimdpt icas aictent o =gl [EOERERES Kt

rasultados L 2l F o ovdel hotad

de la terminal sindpbics, berndria

Fi

aidii.

maguimaria sinkdbice Looal e ssha

[ i = L] N |

y walia &l como en membeahes

(AT cuelibalkd v

Bl &

imieeto @l or

Eero resh o

iy el ami nar .




VI.~ CAMING INTRACELULAR DLE PRDfEINAE LIBERARLES.

De  acuerds & los

ing de Palads, (97% =0 células

wécrinas del pdroress, el proceso de

i che porakeimas

cporbazidn =2 lleva & cabo en ouna ca

B deE svari oz asam

sigue: sinbesizs ~--- et Enseorbe Lbnkracelol g
=== comcertraciden --- almacenanianho il acelu lare -

liberacide,

Laz

gus =2 expoartan (gue =z Libzrarn de la

chlula) = sintebizan en polisong

ureichozs & la

meamnkar &z el Pt doulo Encdoplédzsmico RLraos=a (REFR)

la  =searegacidn de las  masvas  probainas ses

gimplamerte @l resulbado de un Rrangporbe

vechorial de la Zadena polipeptidica rec

la subunicad arards cde ribozcmas o Lravé

I%ER para  llegar &l espacic cizternal, Laz avidetrmias

dstentes pare iadas oo

1o indicar que enzinas, va
Ja  menbrana o presentes oan 2l egpacioc ocistennal, Iy

rasponzables entre obrazs de la Fformacidn ods poenkes de saafre

<inal de Ezbte  proceszo

lan alicozilacidr @

Fesulta e e moedificacion oe la Lruchura bercdaria, 1o
oz le dard quizéds la especificidad para su Fubiara fuscide.

o siagierbe zard 21 transporte del  espacico cisbernal

El F

del RER hacia =1 compleio de Golai. Experinmecto=s con células

47




pancredticaz dal

crimas

i1 PRSI R UNERE

gl
Golai. (Bl complejo Golad
idos, =l DIS vy el TRANS, 105 cuales Aotuan secuerei alnents

[=ET ST i vy zapalrar probeiras ch

(libzraklez) de laz proteinaz del RE por ol pro

"oesbilaziom fraczional” (Rothmnae,

P ekeirias

vacuo b as

e coclergac idi. E= JR

intracelular ez un proceso aue regquiere sreraia, va e sin

ATF, el producho secretable ze quada en el

vt S

s Frmal. ALz aoin oz la Forma

comunlcasidn entre 21 RER v el aparate ode Golai (cormuricacidn

FErnarente &  bravés de Ldabuloz  conbirocos ool e i dir

inmternitente  abravés de vesziculas) la srezia oquez 1leve el
oot zecrebor  de un elemanbo al  obro szt d i

clancatrada,

sacretor e la vacuola de condensacide hasta Tlease a  un

mivel  comparable &l enconbrado an log gréanalos  maduros ods

mee ms adepandian

o aunEaE al o par

ol mreraia, =1 oes muy ssnzible a variacicrnes de pH, Lo gue e

la participacide da wana bomebe Ddedca

localizada @ la membrama de laz vacuolas  ue al parecer

Ez  importante mencionse gue la




etk @asidn carbra oel

difisre o sédlo an diferemtes especies

Sire gue adends es depetdiente de las condiciores
e la estructura en cuestidn.

i Ze  =zabe que la  ali

silacid final . del

saiiretar ) 1 a cabo en el ogparabo de Golal vy

que Lambd

izsis parcizl Eor Lo etz rars

glaunas protednas, el enterdimierbs furcioral de ezte zizlhemnsn

y (= -1 TS MERYSE RS COmpEenres antrusbural

rucimertar io.

lLaz  proteinas ®’s  ose  almacenmn Lemporalmanbe

derbro de las cdlulaz en los ardcwlos oe Al opgE nes e

corderisaeide, laz  ouales  haty

obra  coza ogue Ve
1lzaadn al final cel proceszo de concerndracides El mecani oo
da 1oz ardewl oz gue ha =hdo

fastull e Ta Do P [

a zabn & bravéds el proc

Foaziden ol

origine lnembe =
mmb-amas) . Este proceso oo imicia 2l grdaewlo o vesdoula
sacrabora, com la fuside de zu oenkeoe o el plasmalena, e

cotbindga = wha progresiva eliminacidn de  capas, 1o sl

1lavard & la separacidon de las manbeasaz

fuizidt. Ezto resulta por tarnto, e la conbivgided estre =)

ot art inerto ararilat v el i aebracslular,

hirwiidad de la

conconi tambensnte con la o

T o

cular) v el plazmalena,  todo a@lre

2l cual el comtenido aranualar 1leas &l lumere o medio

la vitrtad, ror

ulae.

cargar 21 procacto v oa la vez panternsr la barrera




diz dd Fussidem art)

el citosal v oal me

Hom gecti awma gl sa,

Debide & ques la esrecificidad de este proc

alta  (la  mambrans del grdralo se ume solamente cone  la

Frlazmalana vy en células

imas  eshta

1
10

ecificidad as

incluso mayor.  yva aue ssta fuside se llava & senlen ey e

clomierio apical o Luaninal rlazmalama), AR U [ TR T

)

b gre s,

oz LA ety e

P menas

simi lare:s =0 alauma ned

y gt recsplor nemnbranal .

Lere  reauerimieccbs i Dav ™y emaraia para eztbe

(KR R=1

arrba merozicriae LI FHF e E0

Froer b Laclo,

d la

sacecidn a5 in

A pezar  ode gue 2l pro fa  oélula  para

i bl e

1" 2R ar Y

amasitosisg totalmante coroside,  la icha
e aras =h formea cha vesioulas sttt icas ¥

i ole Golai

C1y) [t=3 WY L pituiteri

b sddo
(Pelletizr, 1374).

= TRT=

Ezten ha =Zids  ura brreve cdascripcidn oe 1

Dd I Y -4

Tleva &1 produacho protédica o

Fancreaticaz desde =y Tintesizs kasta s liberacidn.  Mas

v oevE i las

jarss
L
Il

st porotd

aidez Lary e v e

neivioeas  presenba slaunaz diferencias, A embargn S

eshbructura bdsiza ez may zinilar & la ye me

=1




VIL.~ TRANSPORTE *AXDNAL,

Ao GENERAL IDADES,

La  ide

guz el soma celular ez el lugar de

]
o
it

vle proteiraz oy ol el denglas pee

as para la odlola

incluyerlo 2l aede [T R -

e @n muchias ob eas

moaslores referivncs & Cajal.

irveocd la dcdes de e @)l soma prociuce

sustancias  brdficas las o o lmpeor Cambes para el

manbenimienta del

seamde Forma

ambargo, el Cor o de Flugo amor lasméd oo

ouanede los  experinenbos clédzicos de Weiss y o Hizoos,

fugrat realizaclns,

axpar inentos mosbraron gue la consbricoidn del

axtden baeme e se acuamusle axoplasma 2n re b ifesd rasd e 5
(WD=] diztales el sitio de constriccidn. Cuanda a2

constricoidrm fue removida, el material acunalacds ze siguid

fracia las  berminalez rerviosazs & une velocicded  de -3

e Fue dewncstracs w2

mm/cdia. Azd, el Flujo

valooidad esthablecida. A partir de estos esperimsnboz bo bukes

ciorezs &l dezareollo cel ooreedin S 15

Fuarery Droz y o Leblond, 1962, los que uzanchs la o bdoonias

cle autorradicarfis de alta resclucidn, dieron & esta ares




anraty ol

ur impor-tbarte dmge

wvador . Esbos auboras clang
marera  muy  directa que cuande ur aninodcide  marcado e

Léandcaneibe en

aclul 4

Yo proteinsas que s musyer e

=1 rezrvio sidbion a uma velocidad e L mindvtia,

Ademds la

diferrenbes velosidades de Flajo el

movimisnbo e direcoidn opuesta (s

LT b

A

=] wl Ldrming T g plazmnéti

[Xia]

v i et

El

=1 Evzne

todrmi i Zelr meior ya oue  darlics

POl R involucrads wn &l vy por

alira gque alair e L Fluijos s Lo oooree,

b

Hiy e dia es o lora oue 2l s ek iy e

laz  odlulas

i solo para =] manbenimisnbo vegebalivio

rerviosas ginn aue acdends laz abiliba pe

funciones fizicldaicas.  Adamds yva =2 ba

Lipo de bransporbs o se confine dnicanerbe al

busas  evidencias que muestean qus en las Lambd dy

v branspoye e odaede 1 [e= DA TR I O K €= O]

ju
(g
—
—
i

V&

sl o 1o obzervado en el awdie (Kre gy Toble 1974) .

B.~  TRENSPORTE LENTS Y RAFEILO

A pesar de que e han reportado evidercias que s

laz  cdlulaz aldialems  cono Fuent che ariasn de alaunas

i
w

(Gainer vy col, 19778 Lazek vy

probeinas del

=i2




25 s5lo enbarao clarre gue Lo mayo Fupeprbe  che

axotales v termninales  htisnem sy origen en el zoma y o el

macani smo dal bransporbe aoconal ez ml SR

Tleauearn a =0 o k.

zterzia de al menoz dos distintas

dizl makerial que viaja a Lravés del

e (1

vora fledn, 19

razdca e omaal ez llevedza a cabo @

B4 mm/dia. El bramspor latakbe cvonprre & uba weal

flujo  de 1-9 mm/dia.  (Hesl 1970, Obros

aztudios ban repaorba rilev @z ayv dden (RS Lraen oS el
brarzpotbe & velocidades intermsdias boetd dn oy

e cuabro

ejemnp Lo Willard v 1974, mno

-

mm/lia, Fosteriormnsnbe 1 o L

a una velosidad

ez un Saint

adr mas lenba qus va de 00 7-L0 1 mm/cdia.

—

oranzpor

tambier han ok

larko Mo =e llava & cabo & ume sola velooidacl, Ble y L&
41977, trapartaran gue 2n 2l case de la probeing actimg y obras
proteimaz ascciadas a esta, la velocidad oe Flujo ez de 1-2
mnm/d iz, En canbio para la Lubwlina y probtzinas asociadazs &
i ofilamzntos, la velocidad e bransporbse era de 0,5

mm/cdia. Towdazs  dsta mediciones Fuzron reslizadzas el el

»

ne vizual del cobiayo.

i

E1 méboada maz  popular para medir velocidades fa

roha mido

tramzporte de distinbos materiales a bravéds del




< Dezaraciadeamente con

2l uso de trazadores radisashive

lnéhadaise puede perder 1mporfanfn itformacidn concernianbe al
;nuv1m1~n1n 1nd1v1duu1 de estas molécylas, sboe 2e alebe oo nue

tibe HiCd mldﬁ movimxvnfu~ uru

Farman v ool oen 1977, neskraron evid

mat.

que - se branzportan a ‘Ld large del

Farar, Luzas avasar, lusgn parasr = 1nr1u“n taza)

raky

aradamsnte. For lo tanbo @ste mébodo ne pozibilita e

budio Fino de este

Uria FILEY & Thica para analizar idades e

Lramsporte  oe probeinas especd Ficez ha =) ol L ada o

crica consigte eroir arnfed anienbo

Brimijoin  an

feaEalanEs [reze

localizacs v reverzibla

zzha manera @l brarsporte &l 1legar

e acumula, Yy posteriorments al Llever la beroperaborae de sza

)

regidn a 2u rivel antericor 2l paberial acumolzod: continga z2u

Lrarnseorte  mornal.  Evidencias experinentales con el use e
esta tedcrica apovarn  la ddea e que s loaanas enzinas
inclividuales son travsportadaz & did idades en el

e

riEt Vi, Tarbto  asha

de microsoopda de luz y  elaectr

combdnasidn de tiempos de movimienbos y Lienmoz astacionarioz

meede, velosidaces lentas

rEo. [

sarian reflejo de paguefozs pariodos en la fase de novimie

y  laraos perdo la fasze estacionaria, Er hodo caso. es

clara gue & egquie exEerinsntales para




diluciclar la rakuraleza e los mesanisnes [REARDely

mialtiples velocidades del brarsporte - asenal.  Finalmenbe vals
recordar aue los mecandismnes de branporte axonzl o oson oalbamedte

dependientes d la banperatura, (Camcalon, 1979).

VILI.-  TRANSFORTE DEHLRITION

A pesar  de aue Lrans

fue  postulado

por Drox oy Leblosd, 19 la chamos b e idn dmenkm ] i

un poco posbarior par Ghobws v Col. 19683

vy Cod, 1970, La

inyecciden  dnbracelalar e susztareias racdiod

i v

jontafordalicamente  2n el zopa de moboneuronas espinalaes del

gabo. zeguids  de auboradioarafia demoshied la shancia  de
transporbe de zushancia:s radioactivaz e derdritas.  Schubert

y Kreutz

d.  1E7%  wseoido Hlicing  radicachiva  moshtraror

frarspe de probaivas mas

et cdetdritas a wna vel oo dadd

aprozimnacda de 1 oum/sea. Eo oobrras palabras, cderheo oe

mitkoz,  profeinaz reclenbensnbe =ink P

bt
ot
-
o
[N
bg
"

toda la  arborizacide dendedbicea ce  unsa nedarons

Sushanziaz  LravEporbables en dencdritas incluyen wabterial
tar diversos 2O fucoszilal icoproteinas, doichn
ool izacdricdo, racladtidoz vy ARBL Sebiatsr-

1972, mosbraror que Colahicing sue bloduasa e)

axohnal tambi dn bdoguess el transporte dendribico, suaicvierchs

e uare sistena de nicrobdbgloz ez tanbidh la base  del

vz derdritice. Enoum inporbanbe sstudio cde Kiss o e

e
55




1977, uzarwds auk

adoar afia er combd e s o i e e [ EE

electrdmica, mostrd evidenciasz

Auela sintesiz de protees{mg

B2 llava & cabo furdamertalnenbs en la parte prosimal de

derdeita vy lusas  estas son branseortades & zotas mas
diztalasz. Al parecer., &l igual gue 2n el bransporbe e 1=
=]l bramzporbe  dencridh 2 realizaria an clog LIFiR
(=1 =0T - N (1) mm/dia vy oo Tavbe oo e v [ 5

alrededor e 1w /ddas M mas,  wn 1975, Lyrnclh y

L Dl izbantia de  Leansmobe

Fropsrcionaron eviderici

bidireccional  en dased itas Firamiclal
formasidn hipozanzal e lao raba.

" s al  Lramsporbe

Coing s pusds et

conpat e nachas e Jas vrizbicas el Lrammeor s
aizds la mayor diferaencia ez la evicencia e il =t
arborizaciorms dendr iticas cerca del sona celulay, Lo oqune

FroEaroiong la naauinaria mecezaria para la

Epuardo @l o

i, =1

Frokdica, o vau e

@ &l awdn o g2 eruentra 1a

H

digcrepancias (Koenire,

y o fambo es

masuimaria o

de g

axonal el que se

us terninales.

u

Ey  dos  recientez  estudics, Gorestein vy ool

mostraror evidencias gus i

Goreshein  y Ribak, 1

la preservsia de microboboloz maobisos enziinazs lizoszomnal

Ticine ,

by abainiembo oo

wmama celular perro o

ibiibee la polimerdzeecidn oe microbdbulozs, "estinula la

Lraslocacide o




s &

dervdritas.

Antes de profundizar er Felacide & la

intracelular  suiziera cwercionar alowss poekos

imporbeibes e=n relacide & la clazificacidn de células

Er 1972, Tartakeff y Vazzalli clasificaron a laz c=lulaz

zsaecretoraz e doz cabegorias:

Las oflulas o aepaellas que Liberan el
Producta de Az inmedizctamsnt @ &l
sithesiz  y &l peorecer la mayoria ode lez  cwlulas secroboraes
correspornler; & oL E, Frdgeadi,
Falarab 1 aes b REET y abimaz peer ®oomE

EUFD.

v

las  cdlulas  reauladoras zorn gauel las ques

mantiersn g alta  conceptracidn del prodouc

(almacerads  an vesiculas o granulos ssorebores) lizbos para

zar liberadoz en altas canbidaces e

apropiado. En la mayoria ce estas
estd en las 1] FErnite  Ser

brdmica pooor 50

vizual izado e microeiopia &

apatrisncia de material opaco denso,

T et i laz célulaz  puseden reoalar 2l sikic wla
secracidn, cone 1o haoen las ocelulas clzl

ol ey

to proes ze ha definics oo

Mipotédlane, Ez

=t Los reuberdfilos

sicider & oo 1o b

Folarizada, en colibraps

gy cuvalauiee

[ A F==1111 e los cuales sacraeban sy proedu

parte de la memnbrana elazedbica, (Secraecidn No-Polarizada) .

=)




[T = wna edlulass saoraborn

Lo

auladlora o comstibutiva, polarizada o ro-polarizada.  De

teel autor, lécsecrecidh de probednas sdlulas

conshi bubivaz no drvelucra mis oue un mesanizme pasive e

Fluje hacia la  zoaa s e i G By ocambvio, odlular
veoygledoras, laz  ouales  tanbidn L& Via

conzhbibutiva, regquieren de wn necard sne

siztaermsin er urne ula oe ambeos o

1l=via

indudablenente & la tlamida de la

eciecidln moleorlizacda yo oo polacizacea.

clarc de acusrdo & azba ol iFicecidn, gue La reurong

representa ung bipica cdlola reauladorsa polar iza

@y Wa Tl 26

sacracitn se 1 leva & Funcdamenbalmebe w0 bravds  de

Lermniveales nicas., Sinosmbaroao coms ya discubinos,

aviderzias  gue  indican bambide la o Tie iz 1 dkeErec tdim

o

vedr Ak cE A e zabencs 51 1a

una capacidid  compartida poroue [t
@z e Fearvdasrd aerneral izeado gque ticdo, pearo oque

ey Lankeide

por diverans mobives (gquizdsz

Frradade L zment e (a0 T =N ez byl acdo &1
e fupd Ddad. Sioashte Fardmosne resulta aereecad, oudzds

Lae {aanos ah arnzia oe células reguladoras cone peolarddad

vl = ) i o laras, T s

2 ocoms la oodlula reaularia

aig ddranos

eztaz o vi @z oot la wdlula sabe & que vig
el @ L& y & definitiva =i ol shen

difererciaz &n




I, - TOPOGEMESIS PROTEICA INTRACELULAR

Como vimos anberiormenbs,

.
-
al
—
™
o
i
i
[
]
~4
it
o
g
)
]
-
.
by
.
i

camita  dirnhraczlular  que probeinas merbrarsles o 3 dberaded

llevan & cabo bBaste llegar & sy sikio Fital . E

copezimienbe se hs obbers a L& AL L
20 A T S Froiripd o Wkl LizEgrean M

brdriea y o=loazo e nar

™

Feod i b ve

iltimamente comfirmacds coe 2l uso arvhicuer

Farmacoaldaico:s &  probedinas

v adewmds por la

mehitucidn  de poroior =0 SN 1 2=

L

amas  ir-vi ko, U I U I TR 2 S L= TR T )

Fracias & 2g que probeinas
sacratoraz tructuras  mambe s V&

asoziacide 25 mabkbenica cdur

vida an la oflula.

e queE una secwenci s similar

oo e 2n las célulazs nerviozas,

Pprivicipio por auborac iografisa,

radicachivas mazan secuencialinenbtse dal RER al

Galwmi y al awdr, dopds 2l proceszo ode beans

rhpeicde  =e apcaraaria de llever ezhas probesinas

terminal  nervicza.

probeinas estructural ez fege i

aninas manbranalezs,  fozfolipidos nembranales,  colesteral y

Farglideidos, banbign zon branseor-bados de dousl med

o
),




Dabo recaloar bambidr oue el bramsporte de probeimes hacis =)

BN BE UM proceso ho regul ado o Esnstitotive, Az

wEdrre e manera inderandienhe de la ackividad de o la cdlula.

Sin emberao, el branzporte rdpide es albamenbe

LIRS KT =)

chzl ans disno ceidakive, (Ooles y Hoo llismasworth, 1971) .

=imilanr a la

e ol ulaz plazmdtice

Sl Gr E

shmatdoa

Fréfuzr

tedidmnbe del asbinulo),

prizecler ol TN SR

A rade de

preaunta: cudles son ot oo o lecular s

"oy @ obra oun

e probaEing, un

Eylenr, = 1965 A cle o

La eodiin

@ra 2l principal me Sk ol fer 1 a BOEre

racidn sintebizeadaz. N

D L (R B

SR BRIV EE ey lovz lkimazs

it

ravelado e cias Do bant

Tz e

T

] cdestirm  de una debterminsdn probeing s br e

directeanerdaz ool Fice ) LrpiE bl din o vhe o eaele

palipephidica. Ao inds. 1o mobabla parecs e qus alaunes cde

"geiFal e

aztas reaiones (refaridaz corao el g )

anpiezan &  funcicnar irecluzo anbeazs de que la

dipdpticdo 22 bhaya tarmivacs (Sababini v

rzalones guedd demostrada cuarmclo

B R DR A AT CA T A RS ainas cha Al

gzibudios moztrarorn aue anzinas

STES, i % liviamas de la tovownnnalc

i e (A1 N} [ = e becdar may o A IZLIE

&N




gigl arann de célalas. intachas. e &

n
it

abservi  enc & reaidr aming berpinal de las

AUz correspondz a los primeros 18-30 anipcdcidos. Az hasid

Ta (Blobel vy Sababini, 1971: Blobel v

Y 52 RrOPUSS que eSha secuencin mervia o am

Frrimmer & =13 anzlar el polisona @l RER.

oot ey i oo neEn Yy oaracias s oaue oordierse ung pesponderaes o

i, v imierbto de la

amninodisi

bidica & brevds de la membrans haeia el Loman

cmadexna pod ipe

RER.

e debeczidn oe eshta secusrcia "zefal" en w2

# la sdaserizia de

lilee de células, s atribuyd poster Doemnenr

sificea (localizacla an e cara aue  da al

LAnE

Tumezn o2 la menbrana del RER) @ue normalmnenbs  coobz

readdre aivkas dde aue la cadena o lipepd i tarmirese  cha

simvketizarss tobtalnente,  En la cdlula intacka. laz probeinns

zezretoras recidn sintebizadaz, deben cruzar completaments 1a

membrana,  ya o aus s han enconbreode libees en @l lumen. For

e la DB AR I

tariho, L Lz

sacuzshirads danbro

futzure liberacidn via e itozis,

e lo anberior, resulhba claro que @ro

mermbranales, son Seareasdazs de pro

mecatid zincs o aue eshdn dnhinamerte

@ su sinbesis. Ein

ok ras labvas., IVIEE QU FEusen L angpos

mambe atia les

aarupar bumkbo oo bodas las

y probeinas secreboras, vy aruyEn 2




wonstituye e 2l fondo come conzecusrcia de la gns e,
=efiales de bérpine y transferencia dermtro de 1a micma thau{
Folipeptidica.  Una  ven gue el transporbte celulzee SOt EnEa,

Lne g preduntas Céme el sistema (zeblrala) l'st nnuw .ért

Froeimaz nigraborias (laz que requisken ser brans purqumu &

obras  menbranas) vy sedenbarias (las que se

roenborans hudspaecd) 7 Uha pozibilided ez, cono

an eshudics de zintbesizs libres de cflulas,  oue

ze  inzerbarian en la manbrace del RE.  de tal  mooera

inposibilitardia  aue la mayor Farte de su cadsra =e orlents

=

lac ia el Lumer. e mzbac marnera parecisra gue gl

reconcezinienha de probtaines eioraboriaz se llevaria @

e irmeraide &n la menbeata

cuggdo chaspods

‘acarreadores"  del lumen inksractusriar oobn parke  de 1l

Za e 1ramu

oivaly v

de seffal v 2 za po lipehidice e

WaXzh, fa o @jenp lo de ercipas aus actilan an el

lurpars o origntados acia =1 Lunen. Myizds =ztas

ary 2l RE sdlo

alular,

tranzporbe inte

oz zefal ez insuficiente peaora ezpeciFicar

los s

de la probeina, ez posible oue
chz cotbivuar con este proceso.

Alvzira, para el caso de una L_luld podarizada oo 1o 22 la

ezl ond,  SiEds Laoounddn oourra en lee superficie luminmal

vizz e la cikoplasndtica. Ezboo resultaria src g inporbanbe

vanbaja, yva  aua asi pgraibivia por ejempla, que o Facbor

ecrabado de  laz Larminglas

u

by df o FEromLIscul ey s




v Viosa

w
o

ezbi formag Ta  secorecidn d

CHEUrORE

secrecidn  de células no polarizadas =E

L& mayor reabdcacide paré ~ia; | e [
lumegial ez . [Et1 et el reudcasidn e
protaimas  manbranales RE - irnvolows al  oweetemen e

diztin 1o e che lae cadens podipepbidios 1) e

g ferencia de la

sacusncia anitn bermina do oo lite la

Ta wenbeanas 2) 0 Ums

cadena polipeptidica nas iembe o bravés

gecwencia de Ldrmivno de transferatcia goe Fije la probeina sn

b amambeamal

la menkbrar Findends @ doninio Tumer

) Una mecuscia e [ Dmt-] =T

it lasnéatic

an el dominico ITumenal de la poro ecifiqus la

braosfarencia fusra oel RE.

inbaresanbes evidencias que esbén ayuadando a

lulares aue wnn
probeima recidn sintetizada zious hasta llegar & z2u destino

G lai, s

Py proddics en el spara

Firal,

macaniznos  que le permiben a probeinas dejar zikio v

dirimires &l as-

ot la via

W Rare s branspor

Yitimamente  los mecanizmos de inzercide (de la vesicoula que

laa  combiens) en la menbrara elazmndbica, e Eearniticdn oored

lula, =& esztdrn  eppezxarclo a

i

una poeible liberacidn de la o

erbarcder e maoere Sorpeorerderrbe, Feoria mercionar alares e
gzhos  avancez, quiero  referirme  de marera breve & losg

"ikines"  pasoz oque 1leva el produchto probddico basta o su




insercidecer La membrans plasndlice.

L&

Ulevarism & estaz proteinas (pfmte{nas.,de lao o berminal
FErviosa) El traviés el n'aﬁﬁnf  é5ta bazharke bty
documnentadas (Teulkita vy Ishikawa;i

Ewistern distintas clases ‘ 2 ashog arganelos v it lo-

tubilares v cada claze ez adiado & una reaidn Aizbifha

membreanz plazmdbica  cono ez aEociaciones [Tl
ificas. Alvore s,  en la

e omshas vasiculas

Ios 1 launa

vl icacidn bransmembearal 1o

ez Linienb o Tuminal urssn &

=1 FiEs 1 zirihy (AT L coamne oy

e peconosiniento clboplazedbico serd el oque ze ownird & log

reoapbotres de anclaje Coup eane 1 legado previaments  a la

mamlrana plasnédbica) vy oqua graciazs bambidn a s

bransmnambranal,  permite gquse su Cara citoplazndbica

v posbaricenente uana al recephor

s=-Thisrly vy o

ariginaclos e 21 aparato de Golal, [QEEAVE R N

ablamente e lleva a

. Egta  wnidn de anclaje (que pr
cabo  aracias a inberacciones idoicaz) prodoacs o indciacide

e la fusidn de anbaz nepbramas (vesicular vy plasmdbica) vy

resulta en un canbico e el pH o donkravezicular, 1

ibilita la discziazidt =rbre loz receptorss

—
jd

T

eifaE Ze

P

la memnbrava presicdptica (Faecephboires), gue

ama o que 22 liberen de la célula,

ausclar e el




Wem o FROCESAMIEMTO DE PROTEINAS EN fERMINﬁL IAFTIEAS,

La  trarsmizid; del  inpulso merviogo, el cual opeera

& kravis de la  liberacidn  del treurotransmizor, Sz [RIFE
zorpzatenacidn de eventos, nuchos de los ocuals lae Fachize ain

ta har zido Bier estudiociaz. Sire embe Lao dchea oe

Sue probeinas. bien sean enzimas invodocracdas en la

an 2l almacsns ja o sradaside del reurobransmisor,

membraraless de las vesioulas zindpkicas

lazndbica  presindetica, juegat o imnpor

5 iz Freecoionsmd g

i hdbd

. Rz

P
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kd

macanisny e accide, la nakuaral s 5ikio  acbivio, sy

clistribmcibt y localizacidrn e bejidos v osu funcidn. al memos

e 2l gamalio v o la unidn meuron tlar.

al drea  ndE

Jraciactanznbe para aestiros propdsik

pobre e estudios para esta enzime 2: el corcsrmienke  al
el la  =r@mima fuera zivapsizs  oolindrgicas. Sin
ambar ao, vy ocome versmnos méds adelavhe, bhoy esisbe wn rmbinero

rade despreciable de inve =0t A

-

Qacicrss al o re

Exta wnzima & @t difaranbes Formas moleculares  uae

probablenente Llevarn & cabo a bravéas de distinbos maecanismos,

furziames  diverzas. La AChe @s una leraa alicoptrobzing gus
comprerela al onenos seis Jdifarentes forme:s estruchurales vy ogque

desafortunadanasnte Sy zecdencia de anincdcidos adn o =2 b

g le bacdo, Er =l tejido mervioso, la AChs nidzs abundanbe ez

la forma alobular Gs y a2l parecer la Forma Az 22 la  Forns




prachomid neeha apoee 2 clasbivee por Lranseog e aeonal o heoia o las

tarninmles vy posiblemnerte para =00 liberacidn (Brimijoir, 15
Newo mabe dudea des oue es astba arcsima 1a aue pejor ba sl

enbudiada como rerrasentarke dle probeinas Fiberakbles del SN,

ar barory Tl

A pesar ce o gue ya e 15

1. Flabbnar y Hinkbear

sizhbencia de sctividad coliresteraza enizl LOR des  Bunanos,

R 5 e 8 S Tl |

abaridn 52 la e odacds gl

enzima an 2l LOR. A e le vista pare

fusrntes o o o que dicarian la presancia de AChes an el

LR, Une pozibilidad ez oue esta erczima prov

&

SEFHUL R Y e al LCR coune @l doual oue obroz

D

S B by

FHT

CDavv o, 1970) o L alaa oo Lo ranr meial aclo

obroz aubores,  gue suoorigen radioue en 2l bejido mervioso

i clorzal  (Sversmark, 19613 YVa

v/ e

Cl, L973) .,

rorbr s yao A

Ao pEre

el may

zolo la molives ifica (Cr-g

aosk i vialacl

I camlxio sl LOR

srasa (ACwe) E.0. 3010107,

acehilooli

ili Liclad parece maz rasomable e base &l

L.a  Eeguncla poz

1 SN combiersn Alke (Silver,

Frzche de aus muchas meuronas

4

137-4) ivezluyerchn aguel lazs que eztédn enoondkee directo  con

el LRC (Viah vy Viab=-Teickhnan 1973) ., cle mocls Ta o anEing

cle e daitoT o

com el e

arze al LU ya =

proch-{a it

e rber ool o coms pearhe de oon g Libmerag ]
Figiamldmico,  loa posibidl bdocl de aue la A sea Liberack  ow




rmufanas fuebestudiada pakbehubb yvﬁmith, 1974 v 197%), lqz
ouales ‘mostkaran»fque. i ﬁejidm ‘pariférico e o fees b
inervacidn :mlihéréita.'comb el médula oe la. - gldndula
ad#eﬁal, pueds Literar una iséen;ima cle AT ﬁﬁgndo'ézte S

traba con varios polarizantss,

El mizmo arupo ode Chablb oy Col. o 1976, mosted bambidn que

la  sstimulaciden elédchrica de terminglez cenbrales ode los

FerocluTe Ly

PErViog y salfénos an SO ios ares

clhividad AChe w2l LCR la aual 11 @

R 1T S R

21 100 minvbos posterior

zobre el nivel be

tinc

wl Rérmico e la estimalacidn.  Ellos seraallaen gue el origen

oz la AChe ro e 2l plasma yve aue la achividan

L& e LR muck mde alba aus i Flasma vy
aclemés, el patedn electroforédbica de la tzoamcina dde AChs ez

ci Farente e anbos Fludckos, Ademds mostraromn qus @ peser gque

los miveles probaicos botales del LCR son variables, sstos po

El Feche

Feflejan los cambios en la concentiracidn e la ACk

diz oque tErko la o conceebracidn de K4 oo la LI == kaya

manibenida  comstante Jdoraeba la sstinulaciden, elimice la

posibilidad de cue ana destbruaccidn celular zea la causanbe de

Lan premezincia de Al en LOR.

Tarbo er lao mddula de la aldrciula adrenal comno en el SN

atcuattra e forma soloble vy oo pasar

Taw Ak

(KT T- B 2=V

izoenzimas, emboz liauidoz (LR y

la  gléndula  adremal)  contiener solao uriE

oz ima V.

Lrabajo muastra adends,  gque  wure estimglo

T

chzpolarizaonte que  se  sabe gue produce la likeracicon  de
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aumetd lonling (Qch),‘ tambyidry praﬂucen‘ia liheraﬁiﬂh bz Ak,

S ez prubable; S ﬁarvlo MEMDELINa parte de la

idad - AChe encontrada en el LOR sea o resultado . de o ube

Litmracider depardients oe depolarizacibe.

Alwra bien,  como la ACkHs Liberacda de meuronaz cenbra

2 gooeso al LIDRTY No coficezE ques edisha una berrera Lal

bz [rdabbma, 19

amimEso. A1 e

Fara inpacd e

dppdimee v

gue probeinas inbrocucidaz &l LER CELITar @l e

mverhus lnznbe sz Lomead las minales ey L
tal  manera gus viaz poe laz cusles sustearziaz como la AChe
=1 RO =T Eir relacidn a este poanbo

podtdaty Llegar al IR =i

iryschada va

Freutshwera v Faiya, 1974.. noztraror ques la ACK

R it el pardnauima del  ocarebeo abarior o an

ralez: podia  difundic por los ezpacios

van ke iaulos

axtracaelulares & wia velooidac de unos pocoz i linebros por

cia  (guizédzs  zea ssta la licacidn de la latencia de 100

mirmtos  erbre el o aztinglo vy la presencia ce  achividac

mercicorada por Chubko oy ool (19276) y que podia sar tomnads

més ., wn base

Fatrdaradanste por laz berminales

a ezboz

e Wzada como trazacor  de vias

]

—

wr owmzta marera Chuble vy Col, 1976 conmcluysn gue &S muay

sible oue las meuronas que conbengan AChe Tikerar una de

P
las  izceraminaz al ligquide exbtracelular y Aque de ahi 1legusn

al LOR.

M=  adwelarmbe Fuenmayor y Col,  en 1976, corroboran la

libezracide cotomaibanta Ack y ACkhe vy o mueestran oo

1 _l:‘
o




aztimulacidrn del rmervio sidbico del gabto,  zomo la inyecocide

b enkrazol (30 maska,  aue sabe -fm_a N ibera Ak del

bejide nerviose) prodicen uné liker e Cebet ATRE - de 'ﬁabl&»

e el LCR.  Estos aubores sugieren gue el aunsnto de Alhe e

daber a1 1) aumsrbo ar le o aehividad

=2l LUR  ze
colimdraica mewrcrmals 2 a  un edepa s cersbeal, o 3 a

mite  la

alteraciornas  er e menkzrana  ozlualar que no @

goztinulaciden o Liauidos an el cerebro.

estudiarorn Loz

y Col, w1973,

Gireagf i

ramacive O (Caue aumernba la actividad colicéroice)

b g ol clex ACke an =1 LCR de oconejos.

ary 1979, T ield ared Smith, moztbraroe quee

Pdry e ldohrdiea de oul nEryic rrEorial comno la

ashimulacidn eldchrica del pucles caudado del oomejo,  peodoscs

urr aumetto de la concenbracidn de Ak osr =l LOR. La

@plicacide de iuve el el copmejo resultd o en ouan aunento de
la  concertracidn  de AChs an el LCR obberddo de 1l cisterna

e Lal @z

maana (CM) . mo arezonde d la  bazal)

e omdestiras del o verbtriculo lateral (VD). Tanbidgr @ncoanbraon
que  la  inyesccidn de atropine previo & la sdmivdstracidn ds
CRE, evitaba el aumento de la actividad de ACke.  E; base  a

las  difersncias  entre las comcenbracionss de CM oy VL, los

aukores suaterss que o Ao podirdia ser @l resulhado de

ura  liberacidn de AChs en =ibtioz méds posteriore:z  al  ndcleso

caudado, L moda, e probable que pomnd rebe gk

cha ba sustarvsia miara, aue tankidgn conbiern albas carmbicdades

de ACke (Bubcher vy Col, 1975 vy cuya fr

vticis de  dispara

i, e la adminizstracide de CPD (Bumney y Dol

ELINE:

@
&




laz diferencisgs de coreer e @ b,

ios ya mercionadoz. EL cle abroping podria

loz astudios aue revelan gue las cklulas

dopaningraicas che  la  pars compache Friara

s shran [R] g T=Y s 2E clioams

climgraicas coano la abropina

Skaw y Brimijoit, 1978 wztudiaran la liberacidn de Alhe

el mervic frénico an LIFE

[=Iet aetinulacidn

Frerparacidn Min-yiteo autores  moghbraromn gue  la

liberacider méeima cle Alhe, s vhrd sabimglarcle el reevio

@ ouha freowsncia de  ZUd HE oy oaue A miveles de

aghinulacidr ze producia um més Libesrazichin por Sobba

Cabe nerzionar qQuse con frecuencias de

loz nive

astimul acidem e HE los niveles coe Alle ya = EE

siani ficativamernts mids albos gus

mostraron  gue concenbraciones bajas o

los cuales inhibern la liberacide Aizh . el Jeron

pero inbibie

parcialwente log mivelss esporbdrs

altos miveles Viberacidr evocada por la

Lotal menbe

y

VS

estimyl aciden eléchrica.  Eztes datos babla ole uns =imilitad

e los mecarismnos de liberacidn de ACH vy ACks,

i
E

diferencia,  Alhs

Sin embaran zte W@ Lpportar
mostrd mpiveles de liberacidn proporcionslss & la Frecuencis

e wetimulacidn por arvibe de 200 HE, ern cenbidic la liberaciben

dz ACk e correlaciondg =olo con Freowzrnciazs de estinulacidn

HE  (Straaabearn,  19601),  Ezhboz  dateos

RELX 1] flny
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Llevarorn & sudasrir odue la liberacidn de ATk y de AChe = pusde

g] .

2

g

1

4

llevarse. & cabo s forme paralela,  Fero separados,  Va
aratémicanente o porcun process o mecardsmo o de  liberacidn
dishinta.

Ern  otro  estudio. realizado en perroz (Bare

Giazobini, 1978) tamnbddn que Clorpronasine peocdoos

g e laveasi signi Ficatbiva de loz valores de AChe 2 2] LOR,

pero esha ver oon wna labencia de e bora pezterior  a  1a

astimulacidn. Loz aubors:s  mencionan gque la ecbiviced AT

e

muzshra wune Clara berddencia hacia wn gradierts

i

e wrma w msebabed 1

calclo-sraneal &

auE meastear un araad) crErener aical

meamiepdrai

(Azzhroft vy Col, s Madra y Cod. arac iente

apova  adendzs =l oriosn cerebral de AChe vy opor bambo pode e

ur el .

reflajar acbividad e

zlad y Smith 1979 S WLTRE T au ) whiagndo de nareera

5

NE fima las basses fizicoldaicas de la  achividad ACha

anconbtrada e sl LIOR. Ezta vez estimularon el I Lzaments,
e len caudado (NC) , la sustancia miara (SN y el hipotd)ano

e obbenidos en cizterna

lataral (H2) v midis

sl Laclas

maarna y  vernbrioulo lateral CONE jio. Loz re

mestraron gue la estinglaciden de sstoz trez sibioz apabdémicoz
procuse una elevacidn de loz niveles de esta erzinag =20 21 LCR
pero Ffundamszrtalnente an el obhernido de cizterns nagoe .

Los miveales de la enzina an 2]l venbrioulo lateral Fusror
méz  bajos.  Incluzo,  la estimulacide del N ipsilateral &l

verbricule  mo o producs los sumenbos de schbiviclad  de AChe

abssrvacoe an O Se orealizaron eshinouls

in1




barmbo en la cdesula inbercg coms en el Edlamo dntero-dorsal 'y
acdends  se hicieron loz conbroles de leziﬁnvtisularv midisndo
la enzimﬁ LDH. o Una pozible explicacidn & este  resultado

raria de una

g

estaria  dada en el hecht ds ﬁue~1a Alhe se lib

aeztructura nas posharior Comoe consscusncia ole laosst inulacidn

n

el N, ehoz miznozs  agborss osnonbracoe oo cderedo S

Atz

lesioni elastrol iticanents Ta SN, 1oz nivelas

Lo

ticamerts ta mitacd

termidos de Ta O @ran pra

« AdEnds

bl E1a SV E D L

il acidem

lazidrn  blogued : producidos por la
izl y combralateral oel NCL Eztoz rezuliados suaisrar por wn

iz L

lado que la mayor parbe de la activided AChe,  provie

SNy gue la ACke eroonbeads en IR cis e re ®e o igie

chal MO zinm que probablemenite de le SN oo reaiones cornechbadazs

[y Lao sshruchura.

eI el aue la auzericis o et =N

& la SN lezionmada abre la

estinulacidn del NC contralat

pozibilidad de  one dnbercomunicac idey entre amboz lados odel

nigro-shriakal. Dz hwzche ya stern  avicdencias

az  (Hull vy od, 1979 , y  bicquimicas

ofizioldgl

1977) saobee ezta interdepesdasnecia. Esta

(Nigollion

irrherrelacdde ke los  dos simbenaz migrostriatalaes
imvielucran & célulaz  gue corbdianeen sustarncia Py benbiién

Ak,

células  gabadsrgicas aen 2l conbral de 1a libkeracidn

Azi, la estimlacidn del esbriade pocderia evocar la 1iberscidn

cla La ACkhe o la zusbtancla niora ya @es orbodednics 2=

ackbivacidrn o eferembes goe ookl s s

FoooHerna oy
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Col. 1977) (2= sabkdido oue sustancia Fopeprocduce on @amenbc en

i~
—
=
it
ul

@l dizparo de od % niarales (kWalker y ol 1976, o paor

acbivacidn  artidrdmics  d2 peurotas nigrales oo ik d etz

ATk,

Ery dos estudios sucesivos (Gresnfisld v Col.

Y

(Greaenfield y  Shaw Co s L rdar o aztiedi ardo =T )
irbarasant Tena sl con o2l wso e cdralas Fuash-pal d,

1o que permite obberer miveles zimulbénecs de szba ebzima an

aunbimz SNs vy ambeaz NIz, Erno o=l primer brabajoo estudicron la

literacidn o AChe vy de 3H-Dopaning (A re

aldbores mocbraron que La

(a parbtiv e J3H-TIR).

likezracidn aesporhdrsea relativamente constarde (L1000 de

ruchuras y o aues ademdz las

o Ednbas

riveeles  basal

zimila Cuardo s b inal Eeon

icres e bas ke

comzentira
auimicaments oom K I k) e A0 mingtos smn wna SN,
erpcobraron o que an la SN oestinulads v oer o=l NI conbralateral

za producia wn aunenbo e los nivelss de AChe, at cambidio en

la okbra SNy an o=l NC ipsilateral loz nivelss  de AChe

Aque asta maridpulaci

cligmitmaysaron. Tambidn  obzervar I I AT

Prodey jo camiig alaunn a2 1oz piveles e la aring

malinesteraza ho ifima (C-NS) mi oan la LDH durarnte  toda

la  perfuzidn, i luysreds el perdodoe oe la o eshimalacidn
gquimica. En relacidn a la liberaciée de 3H-DA producto cde 1a

alto | srconbrd ur aamerd

w
jig
T

esbinulacidbn

Tikraciden = amnbeos NDe, paro e el corbkralateral a la SN

ezbimulada la elevacidn Fud oy leve,  Intseresachbsios
wotimulacidn produjo sckamés ore elavacidrn en la liberacidn de

AH-DA =ty la SN e estinglads.
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Estos rasultacdos timados @ oo jurho T Eudieren que exizte

LFIE ihdeﬁemdamcia para~1a'liberacién e ATk ykﬁH“DA e REas

=4 =

strusturazs,  Eg posible por tanto gue el origer de la ACke

aa  adicionalmaant

W

ooewmclusivamehte de obras  RedroREs s

dopamirvdraicas o gue oz mecandismes os likeracidn sno ezhbas

calulas sean diferentes,

adics  aque e dovelycracds g2l aso de peaeroboxinas (6

Picdrosicdopamning (A-HID  y &cido kadinico) heas mos

Lrachs guse &

del albo conbenido de AChe an hewronas  dopemiredragloqs

teze e el omdoo Togsos o corioern, &

D o procuce @l omenos oan 0% de dismireacider s tirosima

Figrosilasa (TH) (Labmer v Fibi 147

s dizmirayz  la

mct.ividad oe la Allbe eros oo 4A¥. A=l omismo doido kadindon

tadugjo e wn golo 44 la achivided de Az, &

clezbruys tobtalnerte las naeuronazs dopanirdral cazs.

sugierar guae obras neuronas afersntes gue 1legan &l estriacds

i

g

AT 413

tembddr de 1oz nivelaes cla Al ke

ercontradoz = oezte zitic.

Lz Los datos reciéan mermiconacos pareecs: Cleoro aus La Al
pecde  zer  liberada emn el SNC & bravés de s proocesos ques
involucran ackividad meuroral . Esho, & pasar de que el origen

o= la ACke hanbo d

la SN oo

i

1 N2 & m haya  sido
i lacidado.,

Ern el obeo brabkajo (Gresnfiseld y Shaw, 19

) emshudidgron

los efectos de la infuzion de D-sefebamina (1T0-£0 M) e oure SN

matvre la libkeracidn de ACke vy anincopestid o Loz ouakro

arbruchurazs ya menciohsdas.
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Etr a oporbunidad ge obtuvieron tambide liberacidnes

asponténzaz  de ACle enoanbas estructuras.  Tang

oeazidee ubo canbics en la LDBH vy C-NS,  La aslis

caming @ una SN oproduicos o aunsrbo en la liberacide de

& f

Ak y  aminopeptidazas localmerts vy oen laz dos

arrvid urna dismirsidn de la

anbral @

e AL

liberacidn

zZe libkerar =n Forme

anbas

paralela e las estroucturas oencionadas eor e aelic

anfataming, =2 claro gue el suzbrato celular y zus

e liberacidn son distint

ol litezracidn

@l parssoer comn parte de oun e

=i anest

i y e cambdo Ta sind

ez o eshimulacidrn quinica.

S RRART Yo yaoo s varias ocasiornzs  oopaee la AC

ci ficamen ke

soluble Jibwera de meuronas cenbrales v

de rieuranas de la SNogue son acktivacdas.  Sin oenbarao resalts

e la anfebaming produzce an

ahmime sakddercs o L
imbritritorio sobere la descaras meuronsl che

la pars compacha (Aabsjaniarn y Burmey. 1972).
Fodrian exiztir guizds vz posibles explicaciones a este

Ferwmare.,  Uha ez gue la liberacidn ode ADke puaedza originsrse

amirskraicaz las cusles  serian

ety cElulas gque  Bo 2ean

Lamirm.  Sir

dazs euanclo s furan inkiibidas o an

1A A posibilic ez ducdosa va L Liraba jos

Fay sy

cpaimices (Butoker vy Caol,

siren booda al AChs de la pars  oompacta =@
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Lk fud] S T 5

coanfinads a8 cusrpos celulares |y
dopaningraicas. k

La  obtra posibilidad es que el gatilles Ulbime  rara La
liberacide  de la ACks Hm sea.laidezcafga eléctirice ;inn més

i dr la - dopaming poe £1omizmng. Er obras palabras ooue

erdiemte de la liberacidrn de dopamning solamsnbe y o reode 1a

activides  calular.  Agui e baria mebar la difer

auE oourre el condiciones Fizsioldgicaz an gue la  descaras

brize produce la liberacide de AChe v de DA, 1o gue bacs

dificil  atribgir esbs likberacion a la ackivided celular o &

1] e b

la Tiberacidn o et bratni sor. Erocambaao Taome

g irE sruddsaie

oy e fetamine gue raenaeve la dop

i

oz Lo ackivie PR CH eI g Lo

difaremsiar anbre estos oos averbos, (Raibteri v 1975) .

apy vEE il

la DA no =e almacers

Pac sumerido acdemds o

eh derdrites de la frers comnpacta (Wazsef vy ool yoy
[+ E T @ mas  bisn =n 1oz rebicylos

Esz posible

arwhopléasnicos rugoss vy liso (Mercer vy oool.,

la wnfataming prodos. ez ambas

moloEsylas (ACke vy DAY, del  RE iz Formia

maralela. Si oemshba fusra asi, implicaria auizds aue la AT
[ ThE ¥-1 dacla tan rédpidamerte como la DAy e baze & suw

similitud an la forns cde accidem (DA vy Al inliben &

laz ocelulaz  de la pars compacta (Gressfisld y

zeria posibde gue la ACke asi Libersode goneli Flcaria la zefal

dopanirdrgica.  Si oaesta hipdhesiszs e verifica. seria Fosible

gz dsha encimna y obras, ouizéd=s Luaredo de igual marera en
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obtroz siztemaz de newrobranzmizores, merian clasificadas como
vercdadetros reeurancchi] sdores,

Ulkimamente vy conbinuande oo ozu Lipes oe o brabago

Grsatfiald vy ool, 1980 publicarorn un impmrtinte Lraka g

sobre liberacidn de probeines bokales, AChe: vy E~N5~en @l aato

.

a0

aziado. Al igual gue en btrabedos anberiores, se zaro 4
céarlazs puekipull (2 para les NS vy 2 paora laz o NSs)
=il Edreamneatba. Frdmero analdzaoron lavs 1iberaiores

azporhbdnens de estaz proteinas oy mostraroen gue beanka Los

C-NS y probesina bokal liberada oe loz MOz reo
difieren sianificabivemerndsz (Guremgos 51 =00 W9 POCD maErst,

Ezpecalnerte los  de proteing kokal)  suse Llos mrivelas

Shz.  Ernozeauredo DErmive o L

cmigidn e Darr olel medio de perfuasider, no peodados Fdmen

et siamificativa Toz pobtrormss Vibaraoside,

asporbdngs de e Frobeinas .

Ern base a laz achkividades de las sheimas ool

Limgziden de las

los perfusados bricieror ur@ ges

Yy cdobovierar oo la AChe podi-is

il “ bobal protdico re acbado,
laz nobras cdos peobainazs (NS y L) es

sodo g DLDE-0L0E w da la

L=t el

Tiberada,
Taunkidre  mstucizeron el efecto del alfo Y (30 pk)  sobee
la liberacisn  de eshas probaings y mnosbreaoom gque tambo la

proteima total  ocono la Alke sumerharon en w103y A4X

i vameribes, los mive

NSy LD re zambid aron procdacto de esta manipulacidem, Cogeeds

1oz




e omibid el Ca Limulaciones ooy sl bo o0y

wode ATk fus

observe quz el aunshto delibera

abolido,  eh - cembic para las pre

Fue zolo parcial. Cardo s usd 100 mM - cle 1K 2 las

CNS e ome modi Flsara. Acleméz, © los niveles

cambr s (@l compaer sl dr

[EIR AN

m)  aarepae =l e bo de Al Foe eds piroboegsods,

I G R B st .

ST TRY O AR

x5 e la ezhimulacidn

udiarore los

Craatido

@ bdvhr literacidn an las 3

upree S sodbire

TR ST o T T R W P PY L TR T

reo o Be mocli Fiod e md e zitioz  mercio

ziniriyd y la

i

11 bados

Finoel MO cormbrala

s IEE

mosbirarom s amEnto s 1oz nive

flue  mayor. Al

bobales,

ralateral, =sa o TN

e var wrricho en la SN

Lanbto an la liberacidn de AChe como en probedna

e =y b

Pl 22 reflejd tanbo e la maoeibud oo

tanidos en

resul tados o

1Y La liberacidn alatmas

LA T mearEre espontiie.

Erobeings el

fzs

P lin-izan

0 ot meecdico ole Faoha

maripula

e alournes pero o de obraz probainas

Liberaci

el BE-Y N DORRTIE=T)

Frszl o

sishemna.

distintazs el

oty i
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deperdiendo . de la. a@ctividad - hauronal vy oobeo Cgrup VN
liberacidn parecs ser indepandieht&ld& la astividad narviosa.

3 Ya que - en este’ eshudio la amisddr de O

liberacidn esporbédres e proteinas v considerandes qus en e

misma  pEreFaracidn s e demcsbréocn une deperdeeciea de O

para la liberacidm espontdrnes de NT, (Chzrainy v

FHery v 1379) zuaiers que Loz necaniznes oe Liberacide

woporbdrma de probeinas oy M soon i fererdes 1) e efes

e

ez o

e La libEraside ave ale ACke oe la SN, swugieraen

enba anzihne e2s neuronal. For

fusrbamante  que el

Sy o B AIEEINT L&

obre lade ya gue la estimulac

oo prrodugo oo los miveleas de probeinas bobales &

caredo menos oo

miveles sianific

icas gue =2 literan de células

Foblacicnes P

Ind

esbinulacidn chepanlar i cartes LinE y  obra
irderendizntes de la presencia dz Dt para su )

For obra parbe resulta claro gue o Lodas lazs probedinas

hd

Libwracdas tieman wn ordass megrobal. Auraus & la Fecka o 5

lan  icertidad ocelular de obraz g

posibilidedd o que contaminacidn con pateriales mo probeioong
(o reaccicman al LOWRY (Thow y Goldstein, 19603 Barzadoun v

1976) . incremenhban de omeeera acrbificial los

valores probeicezs bobales de loz perfuzados,  Resulta bantd e

@vidente  gue 1o ddenbtificacidn cde eztaz proteivnas perniticd

alver  muchas ducdas en relacidn @l ordaen de las wismnas.

[resaraciadamnante ahia VET PGS UMOE o] Froblenaz

AeoEndlo wey DL 04 W del

ldpicos yao qque i Alhee repre

w1 perobedioo, dificilmente ze poclrd dizhimauir o
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Frresidr m pms T ek eon

2 MNE crmmatagrafia J;qul'"
electroforéticns e osles dw pulldcrilamida, irclose oo oz

ce dos dimersicores. Siizds la altermebiva serda lac deteccidn

por . mEdic de senzibles nétodos enzindticos o Trmarnd dadimos .
Er lom daltinos  brabajos de GreemF;éld y Cﬁlabﬂlld“r;y b

aue ol

z2  ha  suseridoe enodiversas ocasior

lan scebtdloolirestaraza . likerada @l U ogutivda
racelular va  zea esponbdneansnbe o evocada por o alain

Feactor o Wl aEr i manhes, [N =T e residie e FRELAE RS,

waund rud o

colivdraicas sino méds Lien @ mEuroreas

Latarn oo la

= i1l N RS (N [ A W

imber  sdemds Laobidn variaz evi

siima V) beraria obra Forecide

funcidn e ACle (la i

R RRT:

clizbimba o fdchedd i ol

& L nETErE

1) Se ke odemosbreds que la AChe zolukle

irdepandiaenkemente e la acetiloaoling = el tehd oo

etlop lasndtico Lizo. ert y Cod, 1978)

=010 una

2) De las cinco izosnzimas

(igoenzina V) ci Ficansnte 1iberacsa, (Clogble vy ool

1976) .,
) L& 1 ECENE LnE % tigne 1a mizmne ol b icdad

elechrofordhiceg oue la AChe ercorbrada e el liguics offalo

raquidec,  (Chubke y ool, 1976) .

4)  Hoy  yva he ose acerba la AChe como wun boaen meErce

Fistoldaion de inervacidn colingrgica, (Silver. 1974).

acidnn Ak de neuronas cenbrales no oes

o artaaorizhas ol indral oo,

il i Fi et

(Greenfizld y Swith, 1979)




&) Desde el panbs de vista avabénics la sustanciz niors

&z uncbusn zitio parea moshrar aue la AChe likesrade de
estructura no ezta ligacls & la actividad colindraica ya. ques

izhe wy desproporcionado exceso de AThe ene relacidr a la

mirima canbidad de  acetilocoling vy su enzimeg zicbetizadora Ta
colin acebilbransferasa( Silver, 1974). k) La locealizecydn o

ACHe  saskd may  asociacta o la cdopanins pdaral  yee ogue

ez la

oLt e princiepalnsnbe e ocdlulas dopeming

[ty 11 =Tt 2= y ademds se desarrolla s peral

" o

reerabranzmizcr  em el owrsa e la onbooeroias (Bubcher vy

Hendze, 1976), ) la Al olel lisuido = cerltdlar pareces

sobrre el dispsro de lazs oi lulas

g accide dir

deganicdEeraicas  Drdependisrmbamente de la ddedlizsizs de i

—

g Alhe e

Glealina,  Dray, 197% . ) INEY
origsn dopsmingraico btendge oona fuocide ene la beatenizsiden

ez Lmrthoes L b o e

pepbidica yva que =e he nostrado am

Midrolizar sustancia F oy a;ncefalines. (Chubt v

@) e liberacidn de ACke e la suztancia miara ba

sicds demostradea indirechanznte in-vitero @ De-vive, (Tge 1oy

1921) .

Doy el objeto de avidencige oorr mayor clarided el origen

ag =nmimas liberables SHC,  Fireenfield v

e ACle y

realizarorn lesiores et la via niarc-estrabtisl ocon G-k

sobre la liberacidn  esporddees =

y  astudiaroe loz

D-NS,  amirw-pestidasa (A-P) y LDH oo 1a&

wizma metodologia de suz estudicos anbteriores.

L raesultadoas  moshraran s 14 Eeochajo LR

dizmingciser de la liberacide espontiness de las enzimas 2
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fisld vy Sk
1 ¥:) e L o) Biloes s EANTE] me
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mayor e e

i

debide & o9 (=T ares oemales s
s AreEaneati ez, sl o s e clemosteacln oque

arzima @l O

Cor @ lbe B4 o

enfisld v ool

{Gr

e ian kel =g orioen baeka en 1

para B meEdioiden,  oomg e ae ol Fer

LIZE

Tartni bl e syl bacdes pode {ar

mzE ol

cle alown bipo e LDy ke zedno-poe

=i Lo lasnd b ioo, S zmbae F, e 1o mErs i on&E e Y

e ol megtan Lao el el L eor

tri miepad dbed Liclen) chaoopoe

wl o caussehe direc Tovs iyl e e
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Liry ‘etz ORIV imberasanbe  arcordr g =1y eslog

arimanbios o la busss correlacicon eribere miveles e LDH oy

A-F = bodaz  las fra s YE sEan Ereviaz o chranbe o la

Fimienbs de correlacidn varid e

R
ui
o
-
P
—
ar
n
e
>
&
e
Ha
-
N
m
H
—

fecho hace =&l ogue nn solo o la

llevarse & cabwo de cmE Raralela Sired oL
s posible gue ademds comparbarn wre zitio de alnacenads comnar,

Yoo gquee L estimulscidr con P4 e la SN e anidnales conbrolas

wllhze rive

fatelbos wrm Lo peeef

ezl I T 2 arimal es s )
Frimr kst auE ke wan parbas de la ziec 1 ke ada

ANt

mirsdraicas la s

NP

cliztinka

Evi we dnbazebo por describdr ami Fore

TimE s Graenfi y ool 1934 ivvestigsron @l elfseciao e

inyscciones de Ak an la Sustarcis Mi

v

Eztoz i s la inyeccide e

mos by aboe que o

la

T

mzima,  anfebaming sdmninistraca i.p. svoca la corcucba de

!

giro mn direccidn  contralateral &l sitic de  inysccidbe.

Acdemas  mostraotoer, aue lec pord Fic ol &

toobed Liclacd crdbica similar &  las  formas ques 29

liberan, Frae m&s pobernta ar EVINZE el o ke

eirwlietds de la canbidec]  de enzima

Intere=anbamsan

adninizbrada inicialmente, los 2fe concuctuales, procy

ole k@ z2ola inys A pocdiEe mank

los ald e luysn mue la

LIFE Furziden ipportanbe 1 la

lae actividad colindraica vy oagudzéd

ercignco canbios & laras plaze que involucran probablementse
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madi Ficaci ores oe los re

dopanindgraicos esbriatales.

Err o obro ) pegquedo reporte  Greenfisld oy Wesh

itd

mugshram  aque la liberacide de ASkeoen el MO es acmenkada por

haloper idol = ihhibida'par anfebanima,  ddabo gue suglsre aue

1 d b idtn es sparo de cdlulas  niaro-
ashriatalass, Sim embearac,  ya aue gbeEas cdrogas (AR NIT-

camdiden lowad de Al a1 Lan SN. o pero jekbdiben el

calular, zuwaisre que la liberacidn de la srcins an la SN e

el .

ozt et ZUTC ErEL

bl y ool cribderon alounas evider

LA

safalan gue Alke po izhiceas suficientes comoe para
derotar & msta anzina como oy @ran "metropdpd ddo e 1)

La Ak ro

=uficienhes L e o

TiLbE ey

estéd corncantrada 2ol EspaTio sinapkico, sl aus

[ sigrificalivas S atpzLieEnt 1 an o bmacanaclag
inbrace lul armante, La  werzima =e etcusbra e 21 RE oan 2l
SME dire y omr el aparato de Golad. Fz importanbe sefalar

aue eztas células incluyen células esrdédorinas y o bambidn

et s o oo lirddraicasy @

formas  solubles y Féci Imambe
Existan Coomn ga e penciomade deball acenaente)  Fuerbes
evidencias  Aue  sefalan que AChe ez secretads de  dishinhas

cidie

cdlulaz ., banbto an la periferia oomo en &L SN2

reuronas Yy de  cdlulaz erddzrinazs es =2

ashinul acidn vy e Catrr, Aclandz,  la  forime

zhar

cular qus 22 likera sz oespaecifiza, a pesar de gue

Formas  mo 4) i aplicaeide

as cirezo oife
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encdmare de o AChe gue ée ilavava cabo ey Ta SN opoerocdase mﬂa

irbibic ide maecada del'dfzwéro‘celqlar'yvademas,ea ﬁapaz ooz

mvizeaEr la conducta de giro cuaﬁdovsé inyaata umilateralmér&e; 
. ) ,PDP

£l

cotyoembracide dx ACkE vErid na dlaipzthe con s 1k caohiviodac]

fizicldaica e peuroesz oe La rétina' dl o pollo vy

cambic: Pusron paralzelos & los anconhradoes con o @n

Fzbaz  eviderciz:E suaie

Ak 2z @lme

(A IR T4

e mEuronas Yy qus poses: wn sfeobo Fisioldgioo en odlulas

afechtoraz.  Por Lhanbo, més v clernzi

oL A

S

LI R L tido  oepez pare o la omayordisa obe los obroz iz

popalaores candicial

Fara finalizae

Libmracisn  de Alhe de células rerviosas, e 1 arEr

e racismbansnbes We

oy Gresnfield,  1-

u

soEMELE deEr o e

la lib=raciden oe la enzimna de sshriado,

cda e laciionada
zan lee Frecushcis de dizparo de peeoronas nlarostriatales,

pombo oate la libemraecidey de ACH

v la o=

wria niors, gque

probabl sperbe =ea Liberacidn de dendritas, s indepsercdienks

el peorterclales de acoide mecliae

5 oor Madt, paro preobablensnte

agondado ooy conduckancias dendriticas ezpeecd Fices de Cat4,

For aobra parke,  Soall oy ool

fny arn Fuertes

av il as s medalan gue AChe  pozas LI azbividead

pepbicdeza similar peroe no ldémbica & Tripsina.  Eztos aubor

moztraron que  AGke Rideocliza Cromogracming A une de las

Erarnsd pa lees

zalulbl

[T}

cecmaf ines e la o omddula de la aléndula sdrenal ) para

s




produsir  diferentas . polipdpbides o cmalecialar meror,

Eshe remnrte,,ea L& :ﬁmplament', A& A reporbe previo o de

aste ar lpn (Chubb’y cul.. 1' 0 eri &l txal~mﬁshfardn Aue AChE

purificada  tienes la udelldmd‘ﬂE 'prudq:jr Hﬁcafdllﬂda, )

hravés. | ode la h1drn115 S Usg omoléculal precuwrizora @
Fidrel izar S, 'E.i“ arwzia B

Masumiendo, =2 podrisl’r

it Aue T hasta la facha  me ha
amamalads wn oo iacla despreciable  de evidencias, gus

e Jiberaria de odlulaz nerviozas

i

5L e
@l parecer  oe mateera sspothdnEs pero bambidn evocada  por

wrbivided sino goe ademds pareciera gus nas gus hooderolizenr &

aernzime bermdria la capacidad  de hiciroddizar
mol g las  praecurzoras de una Vel ie TN I T

bota lmeribe comooida o reeuroeept oo,

E.- DOFAMINA -{3 - HIDRISILASA.

e o las ceracherdsti

Yoz ardewlos oromaf {re
célulaz de la médula de la aldndula adrenal, e ooue an 77 4
e la peobains bobal ez libereacdo por lisis de lec peerbiculas

It i ncear & i N A (2 om ) rapraesernba

l.& =13

ioo solublse (Wireler

aEtrosimadamatibe e G0 %W wlel hobal pro

= = bidrosi laza (DEH)

vy Smith, 1275y La SO R(IT=}

iz 1

tamts web e e dmpeortbar

prokaion solable de araralos (Viveros vy ocol, 19

Eiv 1965,  Banks y Malle mostreeron por primersa ves aos Orom A




se ancuenhra eh perfusados de glén‘u:h.xlaz adrerales eskinnladas

y Bsente 1) qlmndul 5,,'adrenalas FIc ef1mulndm~

eléctricanarta,  Pos Lm;1u|mwnta, Viveros 'y ool,
mostraron bambidr que la DBH ge likera por estinulacide de la

alédndula sodreral o

Anbaz  probeinss e encusnbrans  tanbidn o oen vesiculas
noradrergr aicas del nervio esplénico oy o lisiz o de

vaziculas  produace  opae la mayor parbe de la O

ey omol, 470 )y hasta ure 20 YW ode la BPEHOC Horbreaal ooy

bea como poeodeima =oluble,

|, 1989 )

oo lechadog

La  demncsbrazidn che oue en par Fusacos de JEE:

ibilitea  la

clurarbs la ezt ioulacidt el pervio esplénico §

e (D Fobt

et

=

cide de antvas peobzinas, o bardd er 1L

vy col, 19 Rewirtz vy Fopin, 1970: Geffen v ocol, 1969 ),

o dde 1o hal lamaocs Sue roroporciond quizas aa de las nas

evidermci gz solbre &l ori v am Farotainss an

2l nmervio espldénico. Fue dada por Smitly ool 1970, Estos

aubores nostraron la correlacidn enbes las canbideodes de DBH,

Cram Ay Noradrenalina (NA) liberada por la estimuleacide o

peztvic e perfuzados del Razo de becserro. Bl oosficiente ds

correlacidn para DEH oy NA P 95, vy para Crom Ay WA fud ol

1o

EZ . Yao o oque ne hay duda gue NA e libera del  rervio. s

i

pusde concluir oo absarks cerbeza gque DBH oy Crom A =6
literrars  jwbe con el mewrokransmnizor  de las termivales

rrerviozsas el mervio esplénion.

La pragumba e aboras Clmo 22 liberan ashas | L inae

Eztudiozs  sobrs la conposicidn de fracciones suboslalares de

s del reevio eseldéanioo hear mostrade gue DEH vy Cron A =a
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(vaeicnlas aranchzs v

nomicroscoria electidnica (Fillenz,

Etvzims: gque mueshran la Fusidn de  la

11

mEmb ratia de estas vesiculas con la menbrana de  la células
maervicsas  oan el vas oefarers, obra parte va e Fobbar y

o 1EEY oy Smitk oy ool dw7i, tabian demoeteado  qus la

s
Libzracidn de anbas  prebeinas  del meevie  esplémicoo cha

becarro,  era dependisnbe de la presemcia de Card oenoel nedio

ol per fusidn.

meache s dekerroasnhes

Auncguz &l

La Cram A, las

mEcand sne dis 11 ke g chz e DBEM vy o baaabd é che

aviclarvziaz  mozbradas  parecen  drcdicae oue sl peos

el pEcEd S o el el e bas

zlular .

libsmra-iay &l medio e

HILL.~ TRANSFERENCIA DE PROTEINAS GLIALES HACLA L ARON

FMar aparaecids alaunos  reporbes gue

Loz dltimos

sugiaren  gue el axdédn recibiria proteinas gproverienbas de la

alism auee aa, las cuslas podrdian cunelic oee foancide nay

i zds

irportante  para el mnantenimiento vy funcidn chal

las  evidenciaz  mazs impeorbantes viemen e estadicos en

cargrajo de rdo o sn 2l cual cierbos g

s e mEurcrEE okl as

obreviven v o s manbtienen funcionalmente actives por ow

—
-
ol




reuronsles.  La

[N =S B - D 23

ooh umas hiFperbrofia de la-glis que los ro al  pare
Le o proceso s operiibegles los. mivelss w0 la o snEing

Dz s art

wilasa  oal Acido Eluﬁamicd (GAD) ey loE Amores 2

tiz v ] 21976 B,

marikangan eshabde

Feor b aran o d A mm! b=l

aigarbe del calamar, que peernd be la rebreas FidCE 1 &
aldioe s 1o i Litaaha wy medd d racdo ola

astos dos compartimerbos, La drcubzacicer o

L amirc=driies

sl o) En o medio e i b

matrcadas =

radicastivos, o resulba an i den cha g

e wlis y en

Coite y&  VIIGE clea Foaridneg)

avidencias btales ool auzercia de 1ac meguinae ia cinbdbica de

protedinas (Fibcsomaz y ARNe)D Lazma @izl che la walia

iras Yy o o=l

que o ool Eora ami nee-&docidos Feodioeachd @ Er

Przchey de oue inyeccioess de ARNasa =n 2]l asde, o recduce la
apariaidn cle iras  recidén (Lazszk y

wol, 1974

surger iy gue 2l Ferdmaane de bransferencia

proteica de alia a rearona es faskible.  Corroborands esha

Mipdabes iz Le y ool (1977) mostraraon  que una fracoide

zustarcial  de laz probeinas gliales (40 X)) soan transferidas

al

Estoz autores achanAs woshraronm

LS TN N Cal o g Irtvo luerado de megtetr o mdy  inEcrteebe an

mebe lame e Cadte pogs Mo+t o Coebd pechases

tranzferarncia.

=iani ficakivames
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SO LY atdliziz

y Lamal, 1

en dose dimensicones (2h-FAGE) -

reportararte la hramsferencia de 16 polipépbidos nayores vy o 20

polipgpbicdos nenores de la alia La mayoria Jde e

diztinbag

1z o i alia

2rpo selular del

simtetizadas por

avidenoias suaisar iz Bty L

clel walamenr.

aueE ez Py idasn dezl elements @lial  prodedan

etz i Faranbe de Las perobedinng

LA

e

envizdas del cusrpo celular.

ria i almante soes

La preasunta au

L aunns arwsia P La manera mas

acabo e

gz el pede, Eor madio cle @laun e

o liberaclazs &l espacio

il

e lnss o ba

itecorporara las

acaelular  por la oliac Sin ember alavras avidenciazs

prarecen  Imdicar que el macard 2mo
alogn wmas compelejo,

con 14C-BSA an el

Gialver vy ool 1977, 1 U R E S

Tuler vy moastraron sue la cindhi

ezl o e

oara boea lonezt

esta probeivea por el

iclas por e alia.s

cinedEbdica e aperic frrrobeinas

Ademaz el pa of ordtd proteinas liber
For la alia &l medio de ivcoabe 2z diferenbs oe  las

usstrars gue la

me ez o

viclas  al

laz proteings transfericdas  al  asds

may ot ia girn b

v

rlagma en Formea estructuaral  (Tvhbell
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moshraror  ademds gque  vesiculas

Gilkert  y

intachas REE &N e la alis &l

Eztaz  eviderciaz aunague indirectas 2Tl W R N T

auizds  exista obeo necamizmo, perobablemsnte maz o o= vl 1 i B ad

e el @l ocugl bramsefisra

quE un Pl

[ER

4 Rropasieroarn e Cia

o Faredmans de Fagooibésiz de

e calulas aliales @o

ForTiorss

g

masbed avidernciag e oopas

sl e,

Foor obra earbe

por 1o meros @t o2l cararaio de rio, Zhen  raglon

oz monb gl ces citoplaznatica anbre la alia oy

2l mmdrn, Junbta corossbo Holds y ol 1 s b aimar e

la tranzferencia bambden sta an direccidn oo
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CANULA  PUSH - PULL

\\ INFUSION
EFUSION

< CANULA - GUIA

PULL

PUSH .

CANULA FUSH - FULL: Aqui.se muestra un diagrama de la canula
push - pull, que consiste en un sistema de dos tubos
coneéntricos de acero inoxidable (uno externo (pull) de 21
gauge y uno interno {(push) de 27 gauge. Este sistema se
introduce en el animal, gque previamente ba sido implantado
con la canula-guia, la cual sirve de guia hacia el sitio de
perfusion elejido y adem&s brinda soporte y fijacion para la
cénula  push-pull, Notese que la cdnula push protruye por
sobre la punta de la céanula pull,
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DESARROLLO EXPERIMENTAL

1.- Controles de 1a Técnicarde Mans v Novelli

Debido =a que solo un apropiado uso de la técnica de Mans
y Novelli es lo que dard confidencia a nuestros resultados,
en primera  instancia bubo la necesidad de llevar acabo una
serie de experimentos controles con el aobjeto de valorar y
por  tanto conocev con mis profundidad las posibilidades vy
limitaciones de esta técnica.

La Figura # 1, nos muestra la eficiencia de lavado de
esta técnica ﬁara mafca radioactiva (358-MET) que no ha sido
incorporada a proteinas. Discos de papel filtro que contenian
tres  diferentes cantidades de 355-MET: 1082500, 137750 vy
44050 cpm's respectivamente (en triplicados), se procesaron
segin los lavados de la técnica de Mans y Novelli, Fosterior
a este procedimiento, la cantidad <de marca gue quedé en los
discos fus: 657, 205 y 25 cpm's respectivamente, Estos
valores equivalen a un 0,056, 0.14 y 0.06 % respectivamente
del +total gue habia en los discos previo al lavado., Como se
puede aprecia el lavado es bastante eficiente, En otras
palabras, la cantidad de marca radioactiva no incorporada =
proteinas gque puede quedar en los discos posterior al lavado
es minima y por lo tanto se puede inferir con bastante
certeza, que si detectamos marca radioactiva en los filtros
posterior al lavado de Mans y Novelli, ésta se encuentra en
su mayoria asociada a proteinas, Ademds, teniendo en cuenta

que nunca se
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FIGURA # | 3 Eficiencia de la técnica de lavade de discos
MANS y NOVELLI.
La eficiencim de esta técnica se determing para discos
cargados con  cpm's de MET-358 ALTAS (1,082,500), MEDIAS
(130,750) y BAJAS (44,050), Las barras achuradas denotan el
total de cpm’'s en discos antes (A) del lavado y las barras
vacias denotan el total de cpm’s en los discos después (D)
del lavado., Las diferencias para cada caso también se

‘expresan  en porcentajes, Los valores son el promedio de

triplicados en cada caso.
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pusieron mwas de 20.000‘cpm{5‘p6r7315cd al -lavado, (incluso
suponiendo que todo sea marca no iﬁcorporada a proteinas) los
resultados mostrados en la Figura # 1 aseguran practicamente
que no se  detectard marca  radiocactiva alguna  que no
corespondda a la asociada a proteinas, Consecuentemsente estos
datos dan ¢redibilidad a nuestros resultados de incorporacion
del precursor radicactive a proteinas,

Con el objeta de obtener una mayor diversidad de
controles para  ser usados por esta técnica, se realizaron
otra serie de experimentos que incluyeron @ 1) Congelar y
descongelar el tejido y luego inyectar la marca radioactiva,
posteriormente homadenizar y tomar de agui alicuotas para el
analisis de Mans y Novelli, 2) También se hirvid un
homogenado de tejido previo a la introduccion de la marca vy
luego se llevd al lavado de Mans y Novelli, 3) Otro control
fue la inr»oduccién‘ al +tejido de la marca radioactiva
disuelta en TCA (10 %) y posteriormente se analizé la
incorporacin a1l tejido usando la téanica de lavado vya
mencionada.

Todos estos Ultimos controles nostraron que en
circunstancias donde no puede ocurrir sintesis proteica y por
ende no incorporacion de 355-MET a proteinas, el proceso de
lavado de ésta técnica era de una eficiencia similar a lo que
resultaba, cuando se proéesaban filtros gue contenian marca
radioactiva no incorporada,{fig # 1), Debo mencionar también
que de "manera sistemdtica se usaron como controles blancés
para esta técnica, la introduccidn de discos sin nada de

radicactividad al watraz de lavados para poder determinar la
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“contaminacion" entfe diséosﬂy égf obfener el nivel " 0 " o
basal de radioactividad,
Teniendo vya uﬁ conocimiento mas cabal de la técnica de
Mans y Novelli, nos sentimos en mejor posicién de iniciar los
xperimentos para el estudio de la liberacidn de proteinas

de ¢élulas nerviosas.

I1,~- Experinentos preliminares con qatos.

Los primeros experimentos que se llevaron a cabo con el
proposito de estudiér el fendmeno de liberacidn de proteinas
en el BNC, fueron realizados usando al gato como animal
experimental, La razdn es sencilla, los antecedentes que
existian en cuanto a la liberaciéon de proteinas, en animales
en libre movimiento pfcvenian de estudios con gatos (Drucker-
Colin, 1975). Ademds y como se menciond en la seccién de
Materiales y Métodos en los primeros experimentos usamos D-
(U-14C) -GLUCOSA como precursor radioactivo,

Los primeros experimentos se realizaron usando la forma
de incorporaciéon continua del precursor al tejido a través
del liguido de perfusidon, Usando en principio flujos de 25
ul/min  observamos que no sélo practicamente todo lo que
metiamns al sistema lo estdbamos recogiendo de regreso, sino
que =ademds lo poco que se quedaba en el -tejido, era
aparentemente insuficiente para permitir marcar las proteinas
liberables,

Fosteriormente se usd una velocidad de flujo de 10
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ul/min__(yé!pq}déd;_dé lf1uJ9 :qQE;éswbaswante lenta y que

desafoviunédémente" pp§1b§1ifa‘fmayoves problemas en el

funcioﬁamiéntb 'a§I';Ei%%éhﬁ défperfusién) para permitir al
tejido una mayor cathva aé nueEstro precursor, Ademas, se
puso una cantidad bastante alta de (GLUC-14C) en el nedio de
perfusion, Los resultados de estos experinentos fueron
bastante ''prometedores’, Como se puede observar en la Figura
# 2y los niveles de la grafica de Mans y Novelli (la
incorporacion  de marca a proteina) no son para nada bajos vy
esto a pesar de que como lo muestra la gréfica de cuentas
totales, mas del 98% de la marca radioactiva introducida por
la canula push, se obtenia de regreso a través de la cénula
pull, En otras palabras,' la captura de la GLUC-14C por el
tejido en estas condiciones fue mejor y posibilité cargar el
drea perfundida con nuestro precursor y empezar a detectar
incorporacion de marca a proteinas liberables nada
despreciables., Ademds, resulta importante la correlacion de
picos que existe entre la grafica de proteivas marcadas (Mans
y Novelli) y la gréfica de proteinas totales (Lowry). Este
hecho pone de manifiesto gue cuando se encuentra una cantidad
apreciable de proteinas totales en el perfusado, parte de
ésta corresponde a proteinas recién sintetizadas y liberadas

de 1las células nerviosas, A pesar de gque estos resultados
eran "prometedores', 1la necesidad de modificar nuestra forma
de administrar el precursor era obvia, vya gue el alto costo
de cada experimento, no nos permitia sequir adelante en

nuestra investigacion,
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FIGURA # 2: Muestra los perfiles de voldmenes (ul/coleccion)
recolectados en  cada coleccidn, las cuentas en proteinas
(Mans y Novelli) {cpm ¥ 10-2/ml perfusado) y los valores de-
proteinas  totales (Lowry) (ug proteina/ ml perfusado) para
una perfusién de 10 horas en el nucleo caudado de un  gata.
En esta oportunidad la marca radioactiva (D-GLUC-14C) se
incorpord continuamente al sitio de perfusién, Se obtuvieron
colecciones cada 30 minutos. La velocidad de flujo fue de 10
ul/min y a partir de la coleccién #17, la perfusion continué
sin el precursor radioactivo.  Los valores corresponden al
- promedio de triplicados y DiSeM.



De  esta mahe%af‘dé&&dimpg ‘modificar la  forma  de
administracion de nQEEtﬁaubfééﬁfédh. Esta vez usamos la
introduccién de un puisbk ﬂﬁiéo que contenia a nuestvro
precursor  radioactivo. Desafortunadamente nao obtuvimnos
buenos resultados. En DTPEg palabras, 60 logramos obtener
niveles detectables (proteinas marcadas) wmedidas por la
técnica de Mans y Novelli, Sin embargo, s probable que la
cantidad usada de GLUC-14C haya sido insuficiente o que
sencillamente por tener tantas vias metabélicas
alternativas,(la incorporacion del 14C de la glucosa a
proteina ocurre principalmente via acido glutédmico y &cido
aspartico) . la cantidad de glucosa necesaria para marcar
nuestras proteinas hubiera tenido que sey muy grande y por 1o
tanto mayor de lo qgue su costo lo permitia,

Debido a estos problemas, buscamos otro  precursor
radioactivo de proteinas y encontramos gue la MET-358 era una
buena alternativa; ya que se podia conseguir con una alta
actividad especifica y el asufre, que @s la molécula con 1a
marca radicactiva, tiene un patrdn de distribucion mas
limitado, Es decir, presenta menos vias metabdlicas
alternativas que glucosa a la incorporacion en la maguinaria
de sintesis proteicas Ademds, otros autores también la han
usado con buenos resultados para medir sintesis de proteinas
in-vitro e in vivo (Clouwet y Richter,1959), Ya con estas
modificaciones realizadas se efectuaron otra serie de

Xperimentos en gatos y con administracidn de pulsos unicos,

La Figura # 3 muestra; en un experimento ejemplo (gato #
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- 88) ~quéf Ia’ tanfidad, ’iﬁéofpdrada a proteinas es

todavia mugrlbéjé.iréﬁ‘. ébbrtunidad esperamos 30 min
pdsferiar. a lé-introduCCién'de la marca radioactiva para el
inicio de la perfusiém. Para tratar de mejorar estos bajos
nivéles de incorporaciéon decidimos esperar 4 horas posterior
a la inyeccion de la marca antes de comenzar la perfusion y
asi. dar mas tiempo al tejido para que incorpore el precursor
radioactivo.

Otra vex el resultado fue negativo, la Figura # 4
muestra que los valores obtenidos paor la técnica de Mans y
Novelli para el gato # 92 son todavia muy bajos, Buscando
una causa que explicase estos bajos niveles encontrados, nos
percaramus‘ que el total de marca recuperado (que incluye el
total de marca radioactiva obtenida a través de la perfusion
mas la radioactividad encontrada en el tejido donde fue hecha
la perfusiém) correspondia en estos casos a menos del 20% del
total tedrico inyectado, A pesar de que entendemos que el
porcentaje de recuperacidn no puede ser nunca de un 100%, los
valores obtenidos en este caso denotaban un obvio problema
metodologico en la inyeccidn de nuestro precursor, Ademéds ,
la existencia de un problema de difusion de la marca
radioactiva por alguna via humoral e incluso un posible
factor de apagamiento (quenching) de conteo de radioactividad
por el homogenedo del ‘tejido perfundido, eran también

alternativas factibles,




PERFUSION EN EL NUCLEO CAUDADO DE UM GATO QU RECIBIO
U4 PULSD WNICD [EL PRECURSR ( MET - ) 30 Hil
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Figura { 3: Perfiles de vollimenes (ul/coleccidnm, de cuentas
totales (DFM ¥ 10-3/coleccidn) y de proteinas marcadas (Mans
y Novelli) (DPM ¥ 10-2/ml perfusado). En esta oportunidad se
administrd un pulso tnico de MET-358 (34,144,577 DFM) en el
nicleo  caudado devecho de un gatoe. La perfusidn comenz6 30
minutos posterior a la administracion del pulseo. La perfusién
duréd 10 horas y se obtuvieron colecciones cadu 30 minutos,
La velocidad de flujo fue de 17,7 ul/nins Los valores
corresponden a . promedios de duplicados (CiTotales) Y
trplicados + D.S.M, {Mans y Novelli).
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PERFUSION EN - EL NUCLEO CAUDADO DE UM GATO QWE RECIBIO
UN PULSD UNICD DEL PRECURSOR ( 1ET - 3°S) 1 HORS
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Figura # 4: Perfiles de voltmenes (ul/coleccidn), cuentas
totales (DPM ¥ 10-3/coleccién) y proteinas marcadas (Mans y
Novelli) (DPM ¥ 10-2/ml perfusado), En esta oportunidad se
dié  un pulso Gnico de MET-358 (25,834,451 DFM) en el nucleo
caudado derecho de un gato. La perfusion enpezd 4 horas
posterior a la administracién del marcador radioactivo y tuvo
una duracion de 10 horas, Se obtuvieron colecciones cada 30
minuwtos y la velocidad de flujo fue de 25 ul/min. Los valores
corresponden a duplicados (C. Totales) y triplicados + D.S.M,
(Mans y Novelli)
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Fara determinar el origen de este problema, se disefiaron
exparimentos que requerian el uwso muchos animales de
experimentacidon, Consecuentenmente quedd claro que el gato no
era el animal de experimentacidn ideal para tales propositos.
De ©2sta manera decidimos cambiar nuestro animal de

zperinentacidn del gato a la rata.

I11.- Experimentos con_ratas

Teniendo ya el ﬁntecedente de la poca recuperacion de la
marca  en  experimentos con gatos, lo primero que quisimos
averiguar ya en la rata fue hasta qué punto era posible
confinar la inyeccién de la marca al sitio elejido, es decir
guisimos averiguar el posible factor de difusidn de la marca
del sitio de inyecciotn y como el factor tiempo podria influiv
en este pProceso. La Figura # 5 muestra el ' efecto de
difusiéon" de la marca MET-358 a otras regiones del cerebro de
la rata. Como se puede apreciar cuando la inyecciotm de la
marca  se efectda en la region del cuadrante A del cerebro de
la rata, ésta se confina practicamente en su totalidad ) esta
region, existiendo s6lo una pequefia difusion a la region
contigua del cuadrante C.

Este experimento nuestra también gque por lo menos hasta
los 225 win posteriores a la inyeccién de 1la marca

radioactiva no existe difusidn significativa a otras regiones
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(P TOTALES « 1073 / pesion

!
DIFUSION DE LA MARCA RADIOACTIVA
A OTRAS REGIONES DEL CEREBRO.
(IN=-VIVO)

SE INYECTARON 132.887 CPM DE MET-358 EN
UN VOLUMEN DE 3fJL EN 15 MIN EN N, CAUDADO

SITIO DE INYECCION
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TIEMPO (MIN) POSTERIOR ALA FINALIZACION DE LA INYECCION
Figuwra # 35 ¢+ Difusidn de la marca radioactiva (MET-358) a

regiones distintas del sitio de inyecciodn y como el factor
tienpo afecta este proceso, La inyeccién se realizéd sobre el
‘aparato estereotaxico en animales anestesiados, Los valores
.corresponden a triplicados + D.S+M. para cada caso.
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del cerebro, es decir tampoco el tiempo es en'este'caﬁn un
factor que favorece 1a difusién a regiones distaﬁtes del
cuadrante A, 8Sin embargo, como tanbién se aprecia en la
grafica, la recuperacién de radiomctividad, al finalizar el
periodo  de inyeccidon de 15 minutos, es soOlo de un 42,5 %
Ya que estos experimentos fueron hechos in-vivo, (la
inyeccién se realizd sobre el aparato estereotédxico en
aninales previamente anestesiados ), no se puede descartar la
posible difusién por via sanguinea aunque si (y por la manera
de como se realizaron los cortes del tejido) se descarta que
exista una difusidn significativa al liquido cefalorraguideo,
Estos resultados muegtvan gue 2l problema de difusion a otras
regiones cerebrales no es significative y por tanto no
explica la baja recuperacion de la wmarca radioactiva,
Ademn&s, la baja recuperacidn de la marca inmediatamente
finalizada 1la administracion de ésta al tejido, sugieren
fuertemente la existencia de un problema metodolégico en la
inyeccién del marcador radioactivo. Con estos antecedentes,
en otra serie de experimentos decidimos averiguar si la marca
no eva detectada debldo a la resistencia que opone el tejido
a la inyeccién, o si la radicactividad entraba a éste, pero
‘"no  eramos capacez de medirla correctamente por un efecto de
“apagamiento' (por el tejido) en el sistema de contéo de la
»vadiaacTividad. Los resultados de estos experimentos se
muestran en la Figura # &6+ Aqui se puede apreciar con
claridad que el efecto de apagamiento del conteo de
radicactividad por el tejido no existe. La inyecciom de la

marca en el homogenado y en agua, posibilitéd en ambos casos
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cpm X 1073/ ml

INYECCION DE MET-3*%s A -HOMOGENADO DE TEJIDO
~TEJIDO AISLADO INTEGRO

1 -H,0
{100 ) {100 %) (96.4%)
140 —~—  CONTROLES DE: - APAGAMIENTO DEL CONTEO DE
RADIOACTIVIDAD POR EL TEJIDO
—RESISTENCIA DEL TEJIDO
- A LA INJECCION
~LAVADO INTERNO Y EXTERNO DE L4
0. CANULA DE INJECCION
— (54.7 %)
1 A (5044 %) } (4.84 %)
o m e m e m e d
60
-
20+
(3.43%) .21%)
. Lo
cpm HOMOG, Ha0 N.CAUDADO LAVADO LAVADO N. CAUDADQ
TEORICAS N, CAUDADO INTEGRO INT. EXT, INTEGRO
INYECTADAS CanuL A CANULA +
LAVADOS

Figura # &: EIl posible factor de apagamiento (quenching) gue
produciria el tejido homogenado sobre la recuperacidn de
cuentas totales introducidas, Ademas se muestra el papel de .
la resistencia del tejido integro a la inyeccién y por ende a
la recuperacién de la marca radioactiva. El efecto de lavados
externos e internos de la cénula posterior a la inyeccion
sobre los niveles de recuperacion son tambien presen-tados.
" Los porcentajes estan calculados en relacion al total teérico
inyectados Se inyectaron 143,603 CPMs de MET-358 en el nucleo
caudado <e ratas, El tiempo y volumen de inyeccién fueron 15
minutos vy 3 ul respectivamente., Los valores corvesponden al
.promedin de triplicados + D.S.M,
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una recuperacion de un 100%,

FPor otvo lado, se puede observar con claridad, que Ila
resistencia del tejido a la inyeccidn es un fenbmeno que si
existe, En este caso se puso un cerebro en una. placa Petri vy
se hizo la inyeccion sobre é1. Como se puede apreciar la
recuperacion de la marca en el tejido esta ocasion fue de un
50%.,

Teniendo claro gque el problema radica en la resistencia
que ofrece el tejido a la inyeccitn, pensamos por tanto gue
seria conveniente cuantificar la cantidad de marca que gueda
en la cénula posterior a la inyeccion, Para tales efectos se
hicieron varios labadas internos y externos de la  canula
posterior a la inyeccion y se calculd el porcentaje de
aumento que éste representa a la recuperacién total de la
marca radicactiva, El resultado mostrd que el lavado interno
contribuye con un 3.43% y el lavado externo con un 1.,21% que
sumado representa un 4.464% wmds de recuperacion en relacién
al teorico inyectado (previo al lavado un 50,14% y posterior
al lavado un 54,78%). Estos resultados que también se
nuestran en la Fiquré # 6 ; indican que la cantidad de marca
que se queda en la cédnula posterior & la inyeccion en el
tejido integro, no explica realmente la "fuga de wmarca
radioactiva", Debo mencionar sin embargo que en experimentos
recientes en los cuales se hirvieron con detergentes 1a
cénula y tuberias de inyecciéon, han mostrado que la cantidad»
de marca radicactiva que se gqueda en el sistema es bastante
mayor gue la gue aqui se weporta. {(A.Bayén, Comifersonal).

Notese ademds, gue estps experimentos mostraban también que
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la "fuga del marcador radigactivo” no era por via sanguinea.
Los resultados con el cerebro sobre la placa Petri demuestran
este punto y ademds definen el problema de resistencia a la
inyeccidn

Con el propdsito de solucionar el problema de
resistencia a la inyeccién del precursor radioactivo,
llevamos a cabo unos experimentos que se resumen en la Figura
# 7, La grafica muestra los resultados saobre la recupevacién
de MET-358 inyectadsa en el homogenado del nicleo caudado y en
un ndcleo  caudado integro. Se realizaron las siguientes
modificaciones de nuestro sistema de inyeccidn:

A) El Volumen de Inyeccidén: Es probable que el volumen

usado sea muy pequeiio y debido a la resistencia, s6lo una
parte de éste entrard al sistema. En estas condiciones no
podriamos esperar una incorporacidn significativa de nuestro
precursaor, Fara comprobar este punto, s@ usaron dos
voldmenes distintos de inyeccion (3 y 10 ul) y la cantidad de

¥
cuentas y velocidad de inyeccidn se mantuvieron constantes.

B) La velocidad de inyeccién: Es probable también que
la velocidad de inyeccion usada (15 min) por ser wmuy lenta
facilite que 1a marca se escape por un necanismo de tensidon
superficial por las paredes externas de la canula o por otra
via altemativa, Fara comprobar este posible factor, se
usaron <«os distintas velocidades, 1y 13 min y los demas
pardametros se mantuvieron chsTanTe?.

Como se puede apreciar con claridad, ninguna de las dos

distintas modificaciones a nuestro modo de inyeccion resultod
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% DE  RECUPERACION

RECUPERACION DE PMET - 35S DEL TEJIDO ( NUCLED CAUDAD) )
VARIANDG LA VELOCIDAD Y EL VOLUMEN DE INVECCION,

VELOC, INYECCION VARIABLE ( 1 Y 15 MIN)

VOLUM, INYECCION F1JO ( 3 ul )
VELOC, INYECCION FIJA ( 15 MIN )

1001 _-J[_.{_ —I— VOLUM., INYECCION VARIABLE ( 3 ¥ 10 WL )

10
5 1 151 0 3 10 3
( MIN) ()
HOMOGENADO INTEGRO HOMOGENADO INTEGRO
NUCLEO  CAUDADO NUCLED  CAUDADO

Figura # 7 1 El efecto de la variacién del volumen (3 o 10 ul)
y la velocidad de inyeccién (1 o 15 min), sobre  la
recuperacion de cuentas totales (MET-358) del tejido (nicleo-
caudada) integro y del tejido previamente homogenado. Los
valores corresponden a promedios de triplicados + D.8.M. para
cada caso. .



en una solucion al problema de vecuperacion de la marca en

el tejido integro. Sin embargo hay un hecho que se ha podido
observar a lo largo de los diferentes experimentos; el factor
de pérdida del material radioactivo ha sido relativamente
constante, La "pérdida'" oscila alrededor de un 50% y este
hecho representaria una  solucidn  parcial  para nuestros
objetivos.

Es importante mencionar en este momento gue este problena

no 25 nuevo;, es un praoblema que incluso ha sido  reportado
{(pero sin profundizar demasiado en é1) por otros autores
(Myers y col,, 1971), En concreto, este problema se ha
snglayado y 1la vaéén principal es que a pesar de la gron
pérdida gue existe, la cantidad gue gqueda en el tejido es
bastante constante; alrededor de un 50 1+ 10%, éste hecho se
puede apreciar en casi todas las graficas ya descritas, Este
problema también ha Eidu ob;ervado cuando se han  hecho
inyecciones a otras vegiones del cerebro coma es el
hipotdlamo (R, Franco., Com. Fersonal),
. A  pesar de gue estos experimentos nec  solucionaron el
problema, el hecho de que se guede una cantidad relativamente
constante en el tejido posterior a la inyeccidn, posibilita
aforxunadamente el continuar con esta investigacidn, sabiendo
que se trabaja con este factor de pérdida pero que por ser
bastante constante se hace manejable,

El paso siguiente en nuestra investigacion fue estudiar
el curso temporal de incorporaciédm de la wmarca radioactiva
por el tejido y a su vez la incorporacién de este precursor a

proteinas cerebrales a lo largo del tiempo.
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El  primer experimento en relacidn a este curso temporal
(que se muestra en la Figura # 8)  fue muy alentador,
Observamos que existe wna incorporacidn a proteinas tisulares
nada despreciable y ésta va en aumento por lo menas hasta las
4 hrs posterior a la inyeccion de la marca radioactiva,

Con estos resulrtados preliminares de incorporacion de 1a
marca radioactiva a proteinas tisulares, lo gque evidentemente
ameritaba era llevar acabo un estudio a larqo plazo de la
incorporacion de nuestro precursor a proteinas  tisulares,
En esta oportunidad estudiamos el curso -temporal pero  en
eeta ocasidn  hasta 72 hrs posterior a la inyeccion de la
marca radioactiva, ' Con los resultados de este experimento
obtendriamog una idea mas cabal de la dindmica de
incorporacion de nuestro precursor a proteinas tisulares a lo
largo del -tiempo, Esos datos nos permitirian ademés,
delimitar con mayor precisidén el momento ideal para comenzar
la perfusion (posterior a la inyeccidn de la marca) y la
posible duracién de é@sta, segin el patron de la incorporacion
de MET-35% a proteinas tisulares, La Figura # 9 muestra el
curso temporal de la eliminacién de la marca del tejidoy el
de la incorporacidon de ésta a proteinas cerebrales hasta las
72 horas. Como se puede apreciar en la gréfica, la curva de
eliminacidn de la marca total en el tejido, muestra una
pendiente muy pronunciada hasta las & hrs posterior a la
inyeccidn y una pendiente menor de ahi hasta las 72 hrs. For
su  parte la curva de incorporacidén muestra  un  aumento
pronunciado hasta las & hrs, (donde se encuentra el nivel mas

alto de incorporacion) y posteriormente hasta las 72  horas
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CURSO TEMPORAL DE.
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Figura {ft & El curso temporal (hasta 4 horas posterior a la
administracion  del precursor) de la eliminaciéon de la mrca
radionctiva (MET-358) del +tejJido (nlcleo-caudadn) vy la
ingorporacion de la misma a proteina tisular, Se inyectaron
132.887 CFMs en un volumen de 3 ul durante 15 minutos. Los
porcentajes mencionados corresponden al total de wmarca  en
proteinas  en  relacidén al total de marca en el tejido- para
cada tiempo. )



QRSO TEPORAL DE LA ELIMINACION DE LA MARCA RADIONCTIVA ( MET - %
Y SU INCORPORACION A PROTEINA  TISULAR ¢ MUCLFO CAUDADO )  HASTA
70 IORS POSTERIOR A LA INVECCION DE UM PULSO  UNICO,
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Figura # 9 @ Se muestra @l curso temporal de la eliminacion
de la marca radioactiva (MET-335) del tejido (niclen-caudado)
y su incorporacién a proteina tisular, bhasta las 72 horas
posterior @ 1a administracion del precursor, Cada  punto
corresponde al promedio de 3 animales + D«8/M, Se inyectaron
3.6% 10-6 CFMs  en 3 ul durante 15 winutos en el nacleo
caundado derecho de cada rata.
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una dismiﬁuciénwlenta'dq 1a Mar;a.k

Ya que esta curva‘moswré dﬁT§iqn'de incaorporacion a las
S hrsey  repetimos ef Exbéfiﬁéntorpero s6lo hasta las & hrs,
posteriores a la inyeccién, - para poder visualizar con mayor
resolucion la curva en relacion a  su punto  masimo.

La Figura # 10 muestra los resultados del curso temporal de
la incorporacion de MET-358 a proteina tisular hasta las &
hrs, En esta ocasidén se muestran los porcentajes de
incorporacion  en relacién al total tedrico inyectado vy @n
relacion a 1a  wmarca total encontrada en el tejido a los
diferentes tiempos posterior a la inyeccian,

Se puede Dbserbar que el porcentaje de incorporacidn a
los 15 min. posterior a la inyeccidn, no dista nucho del
valor miximo de incorporacion que ocurre @ las & hrs.
Expresado en esta forma, la diferencia es de sdlo un  1.35%.
En otras palabras, el grueso de la incorporacion ocurre
inmediatamente posterior a la inyeccion del precursor vy
después el incremento es muy pequefio hasta alcanzar su nivel
més<imo,

Cuando estos resultados son expresados en relacidn a la
marca radioactiva total encontrada en el tejido, la si%uacibn
es diferente. La diferencia entre la incorporacién a los 13
min y a las & hrs, es de un 11,14% , pero en realidad este es
un aumento de 21,27 % nada despreciable. Adends, se puede
apreciar que esta curva tiene una dinamica diferente, El
incremento a través del tiempo es mas drdstico y después de
las & horas posterior a la inyeccion, continta un pequefio

aumento pero dando la imprecion de que se ha llegado a  un
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PORCENTAJE DE INCORPORACION DE

MET-3%s A PROTEINA TISULAR

CURSO TEMPORAL DE LA INCORPORACION DE MET-3°s
A PROTEINA TISULAR

] <PORCENTAJES DEL TOTAL DE MARCA TISULAR
[F%= PORCENTAJES DEL TOTAL INYECTADO
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i 16.28

] .54

7.45

4 (5] 8
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Figura # 10 + Los porcentajes de incorporaciéon de MET-355 a
proteina tisular (nuclep-caudado), en relacitn al  total
inyectado y al +total de marca -tisular, hasta & horas
posterior a la inyeccion del marcador, Los valores son el
promedio de 3 animales y sus D.S.M. 8e inyectaron 143,875
CPMg de MET-358 en un volumen de 3 ul durante 15 mivutos.
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"plateau’,’ :
' quzaﬁk‘ é§”¢bnyehiente mencionar en este momento que el
purceﬁtéje de 13 marca radioactiva que estd en proteinas, en
cel momento que la incorporacidn es maxima (es de un  16,28%)
es bastante inferior al encontrado por otros investigadores
que han usado otra via de incorporacién del precursor =
proteinas del tejido nervioso. Gaidonte y  Richter, (1957)
mostraron que en animales jovenes (50-100 gr) 3  horas
posterior a la inyeccion intracisternal de MET-285g, el 0% de
la marca total del cerebro estd en proteinas. Aungue nuestros
resultados  son bastante diferentes, la comparaciom no es la
me jor ya que nosotrds usamos animales adultos y bien se sabe
gue animales jovenes tieneﬁ un  metabolismo bastante mas
vacelerado que animales de edad mayor, (Dunlop y «ol,1977).
Ademds debido a la inyeccidn intracisternal, sus animales
tienen todo el tejido circunventricular para metabolizar a la
358-MET y en nuestro caso solo unos milimetros de tejido, En
todo caso, lo verdaderamente importante es que los nivéles de
incorporacion sean suficientes para marcar proteinas que
podran ser libradas de las células y raecogidas por nuestroe
sistema de perfusidn,

Con el objeto de definir el periodo Optimo entre la
inyeccion de la marca y la iniciacidn de la perfusion y por
tanto optimizar la recoleccidn de proteinas liberables de las
células que han incorporado el precursor radioactivo, se
realizaron perfusiones gue empezaron 1/2, 2, 4 vy 12 hrs,
pasterior a la inyeccion. Los resultados obtenidos en esta

serie de experimenteos se muestran en la Figura # 11, Como se



‘basales de proteinas marcadas en

hrsei posterior & la

inyeccién del precursor,  no son

mﬁy:di%efentes entre si pero
51 lo son en relaciém a los niveles abtenidos con esperas de
2 y 4 hrs, Con estos datos decidimos hacer perfusiones,
espevando 2 hrs, entre la inyeccidn de la mavrca y el inicio
de la perfusidn con el objetivo de capturar la wayor cantidad
de proteinas liberables de las células, En otras palabras a
pesar de gue ia incorporacidn wmaxima ocurve alrededor de las
& hrs posterior . a la ivnyeccion, es claro que existe
incorporacion previa a este tiempo. El esperar solo 2 hrs
posterior a la inyeccion del precursor vadioactivo para
iniciar 1a perfusién, nos permitird posiblemente, colectar
proteinas marcadas de manera mas eficiente sin perder
aguellas posibles proteinas de rapida liberacion, Asi mismo,
se decididg llevar =a cabo perfusiones de & a 10 hrs deh
duracion, pericdo gue espersmos sea suficiente para poder
cqlectar una cantidad aprec&able de proteinas de liberaciom
rédpida. Debo mencionar adewds, que es probable gue exista una
poblacién de proteinas que incorporan el marcador radiocactivo
y que también se liberan de la célula, pero que el necanismo
de transporte hasta el sitio de liberacion se lleve acabo a
una  velocidad lenta y por tanto no entrardia en el marco
tenporal de nuestros experimentos.

De agui en adelante nos avocamos de llemo a realizar las
perfusiones. la Figura # 12 muestra un patron tipico de una

perfusidn de & horas realizada en el nicleo caudado derecho
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VALORES BASALES DE PROTEINAS MARCADAS RADIOACTIVAMENTE OBTENIDAS EN EL
(URSO DE PERFUSIONES, DEPENDIENDO DEL TIEMPO ENTRE LA INYECCION
DE MET-3% Y LA INICIACION DE LA PERFUSION,

MANS Y NOVELLI
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TIEMPO (hrs.) ENTRE LA INYECCION Y EL INICIO DE
LA PERFUSION

Figura # 11: Se wmuestran los valores basales obtenidos en
proteinas marcadas con MET-35S (Mans y Novelli) comparando
perfusiones gue empexaron 1/2, 2, 4 y 12 horas posterior a
la inyeccion del precursor radioactivo, Los ndmereos entre
paréntesis sefialan los animales analizados para cada dato.
l.os  valores basales se obtuvieron calculando el promedio -de
CFMs en proteinas/ ml perfusado a partir de la coleccidn # 7
y excluyendo colecciones problemas, En todos los. animales se
inyectaron 143,675 CFMs en un volumen de 3 ul  durante 15 .
minutos.




de una rata, Aqui se muestran los perfiles de los voldmenes
obtenidos en cada colacciéﬁ?:_é;i}témo el perfil de cuentas
totales, cuentas en bﬁoté}ﬁagjiﬂaﬁéry Movelli) y proteinas
totales (Lowry). - i

Fuera del oabjeto de mostrar un patron tipico de uma
perfusidan, esta gréfica. posibilita mostrar ademds 1a
gen5ibilidad de la metodologia usada, Se puede apreciar gue
2l volumen de la coleccidn # 5 estad bastante disminuido en
comparacién con el promedio general, Esto simplemente
refleja un problema en el funcionamiento del sistema de
perfusidon (de ahi la gran importancia de 1la medicidn de
volamenes en ¢ada éoleccién). Notese que este problema  se
refleja con claridad en cada uno de los otros pardmetros
cuantificados, Como se puede apreciar, la magnitud del
problema en el funcionamiento del sistema de perfusién es
bastante considerable, sobre todo cuando se observa al nivel
alcanzado en la proteina medida por la técnica de Lowry, que
no es muy diferente al nivel alcanzado en la primera
coleccion cuyo nivel de proteinas totales (medido por 1la
técnica de Lowry) refleja en gran parte, el dafio causado en
el +tejido por 1a introduccidn de la cénula al sitio de
perfusion, Cabe mencionar también quz tanto los niveles de
proteinas marcadas como los de proteina  total y cuentas
totales fueron por lo general {(aungue neo siempre’ muy altos
en la primera coleccion, Este hecho es consecuencia directa
de la introduccidn de la clnula al sitio de perfusion, Es'ta

estimulacidn mecdnica y/o dafio celular, produce gue muchas
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Figuvra # 12: Se muestran los perfiles de volamenes
(ul/coleccitn), cuentas totales (CFM ¥ 10-3 /ml homogenado),
proteinas marcadas (CPMs en. proteinas / ml perfusado) vy
proteina total (ug proteina /ml  perfusadeo) para cada

coleccion ‘en una perfusidn ejemploy En esta ocasidn  se

obtuvieron colecciones cada 30 minutos, Notese el efecto de
una obstruccitn en el sistema de perfusidn previo a 1a
coleccion # 5 sobre los perfiles abtenidos,




proteinas (Lowry) se liberen @&l medio extracelular, muchas de

las cuales ya tenian el pvééurédr; incdvporado {(Mans vy
Novelli), Ademds, como lo muestra la curva de cuentas
totales mucha  marca  adn no incorporada o diseminada del
sitio de inyeccion, es recogida en esta coleccion.

Lina ver pstablecidas las condiciones de trabajo,
se llevaron a ccabo uwra serie de perfusiones en cuyo
protocolo, se incluirian estimslaciones gquimicas {(con una
solucion que contiene 50 mM de i, pero cuyr osmolaridad se
man-tuve  constante, diswminuyendo la concentracion de Nas) en
dos colecciones (colecciones # 11 y # 18) yv la estimulacion
mecanica (que se producivia por sacar y volver a neter la
cdnula en el'sitiu de perfusiotn) en la coleccidn # 25, Todas
estas perfusiones se realizaron en ratas ¥y en el Nucleo
Caudado derecho. La velocidad de flujo de estas perfusiones
fue de 22 ul / min y se obtuvieron colecciones cada 15
minutos, Estas perfusiones se realizaron entre las 09:00 vy
las 18:00 horas.

» Ya que no existe la certeza absoluta de que todas las
fatas recibivrian la miswa cantidad del precursor radioactivo,
los valores se expresaron tamién como porcentajes del total
colectado, De esta méneva, sé le da o1 mismo "peso' a cada
una de las perfusiones sin inportar la cantidad de marca que
s queda en el tejido,

La Figura # 13 muestra el promedio de los resultados
obtenidos de perfusiones de 13 animales en los cuales los

valores son expresados como porcentaje del total de wmarca:
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recolectada, Se  indican las cplecciones.en las cuales hubo

estimtlacion quimica y mecanica: -
En la curva de cuenfés totales, lé'ébiéééiﬁnxﬁvl ntestra gue
mids del 30% de la marca tétal obtenida a-lo largo de 1=
perfusidn, se obtiene en esta coleccidn, Este fendmnero es
razonable, ya que un gran porcentaje de la marca radioactiva
( MET-358) aln no incorporada, asi como marca incorporada @
proteinas  (que saldrian de las células por la estimnelacion
mecanica o el dafio celular producido por la introduccién de
la canula) son obtenidos en esta «oleccion. Posteriormente
se aprecia una caida exponencial tipica con unos pequefisinos
increnentos en las cblecciones estimtladas,

H1 observar lo que sucede con las proteinas warcadas de
los perfusados (Mans y Novelli), se observan unos picos

Justamente en las "colecciones estimuladas",(colecciones #
11, 18y 25), &in embargo, estos picos no son ""limpios'”, La
coleccidn anterior y posterior al estimulo parecen estar
contaninadas por el efecto de la estimtlacion, ya sea quimica
o mecanica, Una explicacidn a este fendmeno en lo que se
refiere a la coleccion siguiente de la estimulacion, radica
en el hecho de que en la jeringa de coleccion existe un
volumen muerto de aproximadamente 40 ul gue contamina cada
nueva coleccidn, con lo ocurrido durante 1a coleccién
anterior, Otra posibilidad es que debido a que el wvoldmen
muerto de la tuberia era también de 15 min (a la velocidad de
flujo y largo de tuberia usado, el voldmen de la +tuberia

tarda 15 min en salir de ésta), Cualguier modificaciéon en la

velocidad del flujo o en su efecto, cualguier imperfeccion en
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Figura # 13: Los perfiles de cuent-s totales (% CFMs totales
colectadas), proteinas marcadas (% *Ms total en proteinas) vy
proteinas totales (% ug proteinas colectadas) por colecciom,
para la curva promedie de {3 prfusiones (13 animales)
realizadas en el nicleo caudado derecho de cada rata. Enlas
colecciones #s 11y 18 se llevée a cabo la estimulzcion
con alto potasio (50 mM) y en la coleccion # 25 se efectus
una estimulacion mecdnica ( al sacar y volver a introducir la
canula en el sitio de inyecciom), Los datos estan expresados
como  porcentajes del total obtenido al  finalizar cada
perfusién, para obviar posibles diferencias en la cantidad de
marca radicactiva recibida por cada animal, Se obtuvieron
colecciones cada 15 minutos y la velocidad de flujo usada fue
de 22 ul /min. Los valores corresponder a promedios + D./EM,
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el control del tiempo de recoleccidn puede llevar 5 producir
el efecto observado.

Otra explicaciénm podria ser gue debido al gran  voltmen
( 330 ul) que contienen las tuberias del sistema, posibilita
la difusion y por tanto, "contaminacion” de las colecciones.
(desde que se produce la estimulacion en la rata hasta que
llega =a la jeringa de coleccidn, pasan 7,5 min), Otra
explicacion por lo menos para la coleccion siguiente a la
estimilacion, es que el mecanismo de liberacidn sea tal gue
permita que proteinas se liberen con un retraso de tiempo
bastante importante & partir del momento de la estimulaciémnm.,
Cabe mencionar «in embargo, gue si la liberacién de proteinas
por esTimulécién con alto Kt se lleva a cabo a través de un
mecanismo  similar & 1a liberacién de newrotransmisores por
alto Y, esta reciente explicacién no seria vadlida ya gue se
ha demostrado que la liberacién evocada por alto K+, produce
una liberacion rapida y las vesiculas sindpticas son
depletadas totalmente en cosa de unos pPocos minutos.

En la grafica de Lowry (proteivas -totales) también
sobresalen los picos en aguellas colecciones, las cuales
fueron estimuladas, Agui aparentemente el problema de la
"contaminacidn' es menns evidente aungue también se aprecia.

Un punto impartante de sefialar, es que para esta serie de
graficas, se promediaron todas las 27 colecciones de los 13
animales pronediados en esta ocasidan. Esto implica gque se

incluyen también aquellas colecciones “problemas’” es  decir,

colecciones donde probablemente algin factor externo a la
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fisiologia del animal (movimiento brusco del animnal, mal
funcionamiento del sistema de perfusidn, obstruccidn de la
canula), era probablemente el causante mas directo de los
valores encontrados. i"ava la decision sobre si existid o nd
wn problema en una determinada coleccidén, se analizaron en
conjunto cada uno de los siguientes parametros:  volumen
recolectado, cuentas totales, proteinas marcadas y proteinas
totalesy ademds se estudid el curso que llevaba la perfusidn
hasta ese momento y también lo que ocurrid posterior a esta
coleccidn, Con el andlisis de todas estas observacionss,
aunados a los comentarios descritos durante el transcurso de
la perfusion por e& enperiméhtador. se ‘tomaba la decisidn
sobre la existencia o nod de una ''coleccidn problema'. Ahora
bien, cuando se eliminan de los resultados usados para
promediar aquellas col ecciones "problemas’’
(independien-temente de la coleccidon en que el
prablema ocurpri®d) y se vuelve a graficar, se obtiene el
patrdn que se observa en la Figura # 14,

Como se puede apreciar, el patron de la curva de cuentas
totales practicamente no se wodi ficds En canbio, podemos
observar que el patrén de proteinas marcadas si cambid, pero
sobre -todo o fundamentalmente, en lo que concierne a la
primera estimilacion quimica. Cabe mencionar,; que cuando se
analizéd la distribucién de los problemas durante las
perfusiones, por alguna causa deséonocida, la mayor
incidencia de prablemas ocurrié justamente alrededor de esta
primera estimulacidn quimica, Esto se refleja en la

diferencia de la gréafica anterior a la presente ( Fig # 13
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Figura # 14: Se muestran los mismos resultados de la figura
#13, pero en esta oportunidad se han analizado solamente
aguellas colecciones 'buenas'. Colecciones buenas son
aquellas colecciones «cuyos valores reflejan (con un  alto
porcentaje de probabil idad) la espresién de un evento
fisiologico, quedanda de esta manera excluido, algin factor:
externo (artefactual) comn  causante directo de tales -
niveles., e :



ve Fig# 14),

Cuando .6BﬁeFQﬁmns“ 16 Aﬁué‘oéﬁvfe'éaﬁ‘71§§7vpafvones de
proteinas . totales .. (Lowry),: -se puéde‘ apreciar * con - mayor
claridad los efectos de la esTfmuiaciﬁn quimica sobre el
tejido, 8in ewbargo, el patron de la coleccion # 25 que
refleja la estimulacidn mecdnica del tejido no cambid.
Resulta notorio que los efectos tanto de las estimulaciones
quimicas como el de la estimulacion mecanica, se aprecian con
mucho mayor claridad en los patrones de proteinas totales que
en los patrones de proteinas marcadas radioactivamente.

Las Figuras‘#s 15 v 16 muestran las mismas graficas, pero
en estas graTicas sé expresan los valores "crudns' es decir,
en CPM's totales/ML perfusadoy CFM's proteinas/Ml perfusado vy
UG proteina/tl perfusado. La Figura # 15 muestra el promedio
de todas las colecciones y la Figura # 16 solamente muestra
el promedio de las fracciones "buenas''s Es decir un promedio
sin incluir aguellas ‘''‘colecciones problemas'',

Creo gue es conveniente mencionar gue en las figuras
recién  descritas se ha omitido la graficacion de la
actividad especifica de las proteinas marcadas, La razon
de esta omisidn se basa en gue la evaluacion de la actividad
especifica pierde significancia cuando se analiza sobre la
base de una alta hetereogeneidad de poblaciones proteicas.
Como se puede apreciar, los patrones de los diferentes
pardmetros de estas figuras ( #15S y # 16 ) con valores
crudos y no distan realmente de los patrones observados en las

figuras de porcentajes.( # 13 y # 14 ).,
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Figura # 15: Se muestran los valores presentados en las
figuras anteriores, pero en esta oportunidad se graficaron
los valores crudos, (cuentas +totales (CFMs X 10-3/ ml
perfusado) ,cuentas en proteinas (CPMs % 10-2 / ml perfusado)
y proteina total (ug /ml perfusado))s En esta opartunidad se
incluyeron todas las colecciones.
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Figura # 16: Se muestran los perfiles para cuentas totales),
cuentas en proteinas y proteina total ( en valores crudos )
como en la figura anterior (#15), pero en esta opotunidad se
promediaron solamente las colecciones sin problemas,
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La Figura # 17 muestra las curvas promedios de Mans vy
Novelli y la del Lowry, pero esta vez lo que quisimos
averiguar era el porcentaje de awnento en relacion a los
niveles basales, definidos como el promedio de loz niveles
alcanzados por 4 colecciones precedentes a  cada  "coleccion
e;Timulada“. Si observamos lo ocurrido en la curva de Mons y
Novelli, podemos observar que & pesar de que 1os aumentos
sobre la basal no son impresionantes, la primera ectimulacion
por K+, si produjo un aumento estadisticamente significativo
{(p=0,03), Sin embargo, y debido a una mayor variabilidad de
lqs niveles basales, la segunda estimulacidn; gue produjo un
aumento Iy parecido, aunque menor (28,6 vs 30.6% de la
ﬁrimeva estimulacion) o resulto ser un aumento
significativo, La estinulacion mecénica evidentemente
produjo  un  aumento -mayor por sobre los niveles basales vy
también alcanzd significancia estadistica (p=0.04),

Al  observar lo ocurrido en lo referente a proteinas
totales, Ia grafica de Lowry muestra que tanto las
estimulaciones quimicas (K+ 50 mM) como la estimulacion
mecadnica, produjeron niveles de liberacién mayores que los
obtenidos en proteinas marcadas, De la misma manera como
ocurrigo en la curva de Mans y Novelli (aungque en esta
oportunidad es m&s claral) la primera estimulacion con alto K+
produjo niveles de libevacion mas altos (64.2 vs 48.6% en la
2as estimulacion) y estadisticamente significativos,(p=0.03),

Los mniveles alcanzados producto de la estimulacionm

mecdnica son muy altos (148.7 % por sobre la basal) y tanbién '




EFECTO DE LA ESTIMULACION CON ALTO K'Y LA ESTIMULACION MECANICA
SOBRE LOS NIVELES DE PROTEINAS MARCADAS Y PROTEINAS TOTALES.

MANS Y NOVELLI
] K K*

w1407 &
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#* p=0.03 ] L] 25
##% pe0,04 )
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Figura # 171 En base a los valores obtenidos en la figura #
14, se analizaron los valores de las colecciones que reflejan
2l  efecto de la estimulacidn quimica con 50 mM de K4+ ( s 1f
y 18 ) y mecénica (# 25) en relacion a los niveles e

“liberacién espontanea’ ' Los niveles de liberacion
espontinea se definieron en base al promedio de los valores
de cuatro colecciones dque preceden =a cada  "coleccidn

“estimulada’, Estos valores basales se toman como 100 %, Es-te
nétodo de andlisis fue adoptado de NIEQULLON y col, 1977, Los
“valores representan el promedic + D.EM,
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estadisticamente significativos, (p =0,02),

Con los resultados abtenidos por la estimulacidn guimica,
guisimos averiguar el papel del Catt en la liberacion de
proteinas evocada por  altas concentraciones de potasio.
Como se puede apreciar en la Figura # 18, cuando se efectda
la estimilacidn con potasio, pero omitiendo el Catt (Catt
fue omitido del liquido de perfusion a partiv de la coleccian
# 14 ) no existe wmayor diferencia a la estimulacién hecha en
presencia de Catt, Si comparamns esta estimulacion quimica
con la obtenida en la serie de perfusidnes en la cual se usé
Catt, incluso se podria decir que la omisidn de Cat+ podria
llegar a favnrecev. levemente la liberacion de proteinas
evocadas por alto potasio, En base a estos resultados, se
podria sugerir gue la liberacidn evocada por alto K+, de
proteinas recién sintetizadas ( marcadas radioactivamente )
del nicleo caudado de la rata, no es dependiente de Catt, 8in
embargo, cabe mencionar dos hechos gque imposibilitan asegurar
con  certeza esta afirmacidn: 1) La grédfica es el resultado
del andlisis de sdlo 3 experimentos, por lo que antes de
asoverar algo valdria la pena duplicar o triplicar el ndmero
de experimentosy 2) A pesar de gue Catt ha sido sacado del
liguido de perfusion a partir de la coleccién # 13, no se
puede afirmar que el Ca+t ha desaparecido del sistema, ya gue
los niveles de Catt+ endégeno o fueron manipulados, Cabe
mencionar sin embargo, que resultados similares sobre el
efecto de Catt, también en la liberacidn de proteinas ha sido
va reportado por algunos (Kaczmarekh y Adey,1975), pero de

manera un poco diferentes por otrvos,(Greenfield y col, 1923).
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EFECTO DE LA OMISION DE Ca' SOBRE
LOS NIVELES DE PROTEINAS MARCADAS,
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Figura # 18: Se muestran los perfiles promedio de proteinas

_ marcadas (CPMs en prot / ml perf) de tres perfusiones de 6.5

horas de duracion en el Nicleo Caudado de ratas, B8e estudio

el efecto de la onmision de Ca++ en el medio de perfusién,

sobre la estimulacion con K+ ( 30 mM )y A partir de la

coleccidn # 14 y hasta 1a coleccidn # 17 (inclusive), Ca++

fue reeplazado por Mg ++ en el medio de perfusidn, A partir

de la coleccion # 23, 1a perfusiones se continuaron con las
ratas anestesiadas con Nembutal., ( 35 Mg / Kg ) Los valores

corresponden  al promedio + D.S.M, .
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La (ltima parte de la grafica muestra los efectos de la

anestesia del animal sobre los patrones de liberacion de
proteinas marcadas, Como se puede observar, esta nueva
condicion fisioldgica que durd solo una hora, no modifico
realmente  los niveles de proteinas marcadas y liberables de
las célulms nerviosas, A pesar de gque estos resultados con
ia rata anestesiada  son preliminares, s0M bastante
importantes, ya que sugieren que si el experimentador no estd
interesado en  obtener correlatos bioguimicos (en este caso
liberacion de proteinas recién sintetizadas) con diferentes
patrones de conducta o en relacién al ciclo vigllia-suefio,
el trabajar con un énimal anestesiado (que sin duda ofrece
mayores facilidades metodoldgicas) no parece oscurecer (al
menos  sobre este <aso particular) la naturaleza de algunos
eventos bioquimicos.

La Figura # 192 muestra los niveles de proteinas totales
(Lowry) Yy proteinas recién sintetizadas Mans y Novelli en
relaciéon a distintos estados de vigilancia en la  rata, Al
mismo tiempo en que se perfundia el animal en el nicleo
caudado, se obtenia un registro electroencefalografico del
“ciclo suefio-vigilia, A pesar de gue esta figuwra corresponde a
una  s2sion de registro y perfusién en una rata y que por lo
tanto no es md&s que un resultado parcial, pone de manifiesto
dos hechos importantes:

b Debido a que en 1a rata los periodos de suefio MOR
tienen una durac}én muy corta (2-3 min), la correlacién con
niveles protéicos que se estén obteniendo cada 30 win, se

hace muy dificil, La obtencion de colecciones més frecuentes
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de perfusado (cada 3 min,) solucionaria este problemna, Sin
embargo, el volumen por coleccidn en estas condiciones no
alcanzaria para realizar los &an&lisis de proteinas
correspondientes, For otra parte, aungue un aumento en lx
velocidad de flujo de perfusién podria representar unx
solucion a este problema, esto  puede llegar a Tenér
consecuencias dafiinas para el tejido perfundido { mayor
erosion celular) Cabe mencionar sin embargo, gue un anidlisis
por hora de los estados de vigilancia y de los niveles
protéicos podria mostrar de manera “gruaesa’ la correlacion
entre estos parametros.

2) Aungue es posible que exista una correlacidén entre
picos de ﬁruTeinas (totales y recién sintetizadas) con
periodos de sucio MOR, 1o mencionado anteriormente di ficulta
un riguroso andlisis de este posible fendmeno, Dos
soluciones pasibles, sin embargo existen: 1) Hacer las
perfusiones en el gato, donde la duraciéon de los periodos MOR
son méds largos (aproxkimadamente 6,5 min)§ y 2) Es ampliamente
conocido que posterior a la deprivacidon de suefio MOR, tanto
ern  humanos como en animales ée sigue un periodo 'rebote"
donde la frecuencia, pero fundamentalmente la duracion de los
periodos MOR  aunenta considerablemenie. Ferfusiones y
andlisis de proteinas totales y recién sintetizadas durante

este periodo de "rebote de suefio MOR", podria ayudar a
dilucidar la correlacion y la causalidad entre liberacién de
proteinas cerebrales y el suefioc MOR, Aln mds existe

también la alternativa de llevar a cabo estos experimentos en
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gatitos Jovenes ya que al igual como ozurre en todos los
mamiferos estudiados a la fecha, los animales jovenes o
recién nacidos muestran no sd6lo altos porcentajes de suefio,
sino  qgque ademis una alta densidad de periodos MOR . Este
hecho representa solo una  caracteristica peculiar del
desarrollo ontogenético del ciclo suefio-vigilia en maniferos
(Roffwarg y cols, 19665 Jouvet-Monnier, 1970), Adn mds, ya
que se sabe que el metabolismo general de proteinas estd
aumentado  en  animales Jjovenes en  comparacién  con  adul-tos
(Johnson y Llutgges, 1986) sugiere casi que esta es  la

preparacion ideal para estudiar este fendmeno,
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III.- EFECTD DE CALCIO EN LA LIBERACION DE FROTEINAS
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