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I. INTRODUCCION

La liberacién de sustancias neurcactivas de células nerviosas
juega un papel crucial en los mecanismos de transmisién de 1la
informacién. En los Gltimos afios es claro que los llamados
"neurotransmisores clésicos" representan solo un subgrupo de las

sustancias neurcactivas liberables de células nerviosas.

Una gran cantidad de estudios han revelado que las células
nerviosas 1liberan sustancias como péptidos y amino&cidos, vy
ultimamente se sabe que también se liberan protefnas gque podrian

participar en importantes funciones del sistema nervioso central.

De acuerdo con lo anterior cabe sefialar la importancia de la
caracterizacién de las macromoléculas proteicas liberadas, para
poder comprender nuevas modalidades de comunicacién neural. Por
ello es necesario desarrollar métodos y estrategias que permitan

la obtencién y la cuantificacién de dicho material proteico.

Para poder abordar el estudio de estas proteinas se empled la
técnica de perfusién "in vi\}o", en donde una canula "push=pull" se
introduce en el cerebro del animal, y nos permite estudiar 1la
correlacién de diferentes eventos bioguimicos que ocurren en un
microambiente cdelular especifico, esto mediante la

inyeccién-extraccién de una solucién fisiolégica.



Una vez obtenidos los perfusados es importante contar con las
técnicas bicquimicas necesarias para poder evaluar el contenido
del liquido de perfusién . Dentro de los multiples ensayos que se
realizan a los perfusados uno de los m&s importantes ha sido 1la
cuantificacién de proteinas liberadas tanto en condiciones basales
como en presencia de un estimulo quimico, esta determinacién se ha
manejado siempre bajo un contexto bioguimico tradicional, como es
el ensayo de proteinas desarrolladec por Lowry y col. o por el
método de Bradford. Debido a una serie de limitantes que presentan
estas técnicas es importante contar con nuevas metodologias que

nos permitan una mejor aproximacién al fenomeno en estudio.

El objetivo principal de este trabajo es el desarrollo de una
metodologfa que permita la determinacién de las protefnas
liberables con métodos que tengan una mayor resolucién,
reproducibilidad y especificidad. Para poder Jlograr esto se
empleé la produccién de anticuerpos monoclonales, asi como el
ensayo inmuncenzimitico, dos técnicas que han tenide un gran
desarrollo y aplicacién dentro de las ciencias biolégicas en la

Gltima década.



II. GENERALIDADES (1).

El sistema nervioso es el conjunto de estructuras
funcionalmente especializadas mediante las cuales el organismo
controla todas sus funciones y responde adecuadamente a los
estimulos que recibe, tanto del medio externo come del medio
interno. De dicha adecuacién depende la posibilidad de adaptacién

al medio ambiente y por lo tanto la supervivencia.

Los estimulos consisten en cambios de energia gue ocurren en
el medio y pueden ser de diferente tipo: fisicos (térmicos,
mecénicos y electromagnéticos), y quimicos; su conjunto constituye
la informacién que el organismo recibe y a la cual debe de
responder. Para esto, los organismos multicelulares cuentan con
estructuras especializadas en el registro de dichos cambios, los
receptores, cuya funcién es traducir los diferentes tipos de
energia, en energia eléctrica, parte esencial de los impulsos

nerviosos.

II.1 EL SISTEMA NERVIOSO (1,2).

El sistema nérvioso se divide en central y periférico. Una

parte del sistema central (encéfalo) estd contenido en el créneo,



y la otra en la columna vetebral (médula espinal). El sistema
central constituye la mayor parte de las neuronas y se prolonga
mediante ramificaciones gue salen del alojamiento &seo para
conectarse con otras células. Dichas ramificaciones y otra clase
de neuronas gque Se encuentran fuera del sistema nervioso central

constituyen el sistema nervioso periférico.

Se ha convenido en dividir al encéfale en cinco porciones
mayores: telencéfalo o cerebro terminal; diencéfalo o cerebro
intermedio; mesencéfalo o cerebro medio; metencéfalo o cerebro
posterior, y el mielencéfalo o médula oblongada. El telencéfalo y
el diencéfalo forman el prosencéfalo o cerebro anterior. E1
metencéfalo y el mielencéfalo forman el rombencéfalo o cerebro
posterior o caudal. El1 metencéfalo comprende al puente o
protuberancia y al cerebelo, en tanto que el cerebro incluye al

telencéfalo, al diencéfalo y la parte mis rostral del mesencéfalo.

El cerebro se encuentra parcialmente dividido en dos mitades
-los hemisferios cerebrales- por una profunda y vertical cisura
longitudinal. Ambos hemisferios incluyen tanto a las estructuras ‘
telencefalicas como a la corteza cerebral, sustancia blanca
profunda hasta la corteza blanca, a los niicleos basales y al
cuerpo calloso. Un hemisferio cerebral abarca menos que una mitad
del encéfalo debido a que nc incluye porciones del diencéfalo ni
del cerebro medioc o mesencéfalo. Cada hemisferio cerebral se ha
dividido convencionalmente en seis 1l8bulos: frontal, parietal,
occipital, temporal, central y limbico. La corteza cerebral o

sustancia gris que cubre la superficie del cerebro, se encuentra



cortada por incisuras llamadas surcos; y los pliegues salientes
reciben el nombre de giros o circunvoluciones. Varios de los
surcos mayores constituyen limites que dividen la corteza cerebral
en l6bules; a su vez, éstas regiones se encuentran subdivididas
por surcos secundarios y terciarios. La extremidad de algunos
18bulos recibe el nombre de polo, por ejemplec, polo frontal, polo

temporal y polo occipital.

En el interior del cerebro se encuentran una sucesién de
cavidades denominadas sistema ventricular y estan llenas de
1iquido cerebroespinal (LCE), dicho sistema esta sukdividido de la
manera siguiente: los ventriculos laterales son las cavidades de
los hemisferios cerebrales, el tercer ventriculo es la cavidad del
diencéfalo, el acueducto cerebral es la del mesencéfalo, y el

cuarto ventriculo la del rombencéfalo.

Dentre de 1las estructuras que comprende el telencéfale

podemos encontrar:

La corteza cerebral, que es el manto del cerebro, compuesto
por alrededor de 10 mil a 15 mil millones de neuronas y 50 mil
millones de células gliales. Sus intrincadas redes son esenciales
para la existencia de facultades intelectuales y para otras
expresiones neurales elevadas. La corteza cerebral cubre alrededor
de dos y medio pies cuadrados de superficie; su groscr varia desde
4 mm en el gire precentral hasta 1.5 mm en la corteza visual

primaria, cerca del ‘surce calcarinc.



Los nicleos basales, que son complejos nucleares
habitualmente clasificados como ganglios basales, comprenden el
cuerpo amigdaloideo, el estriado y el claustro. El1 ndclec
subtalamico, la sustancia nigra y el nicleo roje se incluyen
algunas veces, pero varios autores no consideran al cuerpo
amigdaleoides (relacionado con el sistema limbico) como nGcleo

basal.

El cuerpo calloso es un grueso tracto nervieso que cruza la
linea media, por lo gue también es una comisura; que interconecta
la neocorteza de ambos hemisferios y presenta varias porcicnes: el

pico o rostro, la rodilla, el cuerpoc y el esplenio.

Otras estructuras que encontramos en el telencéfalo son: la
comisura anterior, la lamina terminal, el fornix, asfi como el
septo pelGcido, la cisura cerebral transversa, el tentorium o

tienda del cerebelo y el velo interposito.

El diencéfalo se encuentra rodeado lateral y dorsalmente por
los henisferios laterales, y se prolonga caudalmente hasta el
mesencéfalo. El diencéfalo tiene cuatro subdivisicnes gque son:

epitadlame, tdlamo, hipotdlamo y subtdlamo.

El epitdlamo es una angosta porcién del piso del diencéfalo
que incluye la estrfa medular del tdlamo, la habenula, la comisura
habenular, el cuerpoc pineal y la comisura posterior; las tres

primeras pertenecen al sistema limbico.



El t&lamo, la divisién mayor del diencéfalo, se encuentra por
encima del surco hipotalémico, y es la estaciétn integradora mayor,
intercalada entre muchas estructuras subcorticales y la corteza

cerebral.

El  hipotédlamo estd colocado por debajo del surco
hipotalamico, e incluye estructuras del tercer ventriculo. El
hipotilamo contiene los centros integradores del sistema nervioso

auténomo,

El subtdlamo es una estacién subcortical importante que

participa en las actividades motoras voluntarias.

El mesencéfalo, metencéfalo y mielencéfalo tienen ciertas
caracteristicas bAsicas similares: cada uno tiene un techo, un
canal central dependiente del sistema ventricular, y dos

porciocnes, la tegmental y la basilar.

En el mesencéfalo o cerebro medio, el techo csta constituido
por la 1lamina cuadrigémina, que incluye un par de coliculos
superiores relacionados con el sistema Optico y un par de
inferiores en relacién con el sistema auditivo. La porcién hasilar

la forman los peduncules cerebrales, los gque se componen del

tegmento efdlico, la sustancia nigra y el pilar cerebral.

En el metencéfalo el techo esta constituide principalmente
por el cerebelo y parte de los plexos coroideos del cuarto

ventriculo. La porcién basilar es el puente propiamente dicho.



Bl techo del mielencéfalo (médula oblongada o bulbo raquideo)
consta del resto de los plexos coroideos del cuarto ventriculo. El
tegmento comprende una porcién mayor de la médula oblongada, en

tanto que la porcién basilar la constituyen las piramides.

La médula espinal, que en sentido cefdlico se continda con la
médula oblongada, es un cilindro ligeramente aplanado en sentido
anteroposterior, es decir, m&s ancho lateralmente, y termina
caudalmente en forma de cono (cono medular) al nivel de la unién
entre la primera y segunda vértebras lumbares. Esta en un corte
transversal, presenta una forma parecida a la de una mariposa. La
médula espinal esti compuesta de sustancia blanca gque rodea a la
gris. La sustancia blanca consta de fibras mielinizadas que se
orientan paralelamente al eje longitudinal de 1la wmédula; no
existen en ella cuerpes celulares. La sustancia gris, en cambio,
esta formada por cuerpos celulares, y fibras ligeramente
mielinizadas que se corientan en dngulo recto al eje longitudinal a
la médula. A todo lo largo de la médula espinal se encuentran
células gliales y vasos sanguineos: la rica vascularizacién y las
fibras poco mielinizadas producen el "color® de la sustancia gris,
mientras que las fibras mielinicas dan su coloracién a 1la
sustancia blanca. La médula espinal tiene dos funciones
principales: transmitir 1los impulsos que parten y 1llegan al
encéfalo y servir de centro de la actividad refleja, lao primero
ocurre a través de las vias ascendentes que llevan impulsos al
encéfalo, en tanto gue las vias descendentes llevan impulsos desde

el encéfalo hasta los organos efectores.



Desde el encéfalo y médula salen 12 pares de nervios
craneales y 31 raquideos o espinales respectivamente, los que se
conectan a todos los organos efectores y receptores del organismo
y asi forman el llamado sistema nervioso periférico. Los troncos
nerviosos, tanto craneales como espinales, estan formados de haces
de fibras nerviosas (axones y dendritas). Los unicos cuerpos de
células nerviosas presentes en el sistema nervioso periférico son
los de las neuronas sensitivas, reunidos en agrupaciones llamadas
ganglios, cerca del encéfalo o la médula, y ciertas neuronas

motoras del sistema auténomo.

En el sistema nervioso autonomo, las vias eferentes se
distribuyen en una porcidén craneosacra o parasimpdtica y una
porcién toracolumbar o simpdtica. Debido a gue en estos trayectos
se encuentran interpuestos los ganglios pre y paravertebrales, o
craneales y terminales, respectivamente, se les subdivide en una
parte pre y otra postganglionar. Los scmas de las fibras
preganglionares de la médula espinal se encuentran en el asta
lateral. En la division simpatica, las fibras preganglionares son
colinérgicas, numerosas y cortas, y los ganglios pueden formar dos
cadenas paravertebrales, ] formar parte de los plexos
prevertebrales. Las fibras postganglionares adrenérgicas son
largas y presentan una gran divergencia. En el parasimpitico, las
fibras preganglionares- colinérgicas son largas, y los ganglios
pueden encontrarse asociados a los nervios craneales, o hallarse
préximos o incluidos en las paredes de las visceras (ganglios
terminales), por 1o que las fibras postganglionares son cortas y

colinérgicas.



IX.2 LA NEURONA (1,4).

El tejido nervioso, como cualquier otro estd constituido por
células. De una manera ¢general, ests formado por dos tipos de
células: las neuronas, y las células gliales o neuroglia. La mayor
parte de la superficie celular estd constituida por las
prolongaciones y fibras que tanto las neuronas como las células
gliales poseen. Este conjunto de prolongaciones, que se cruzan y

forman intrincadas redes, recibe el nombre de neuropilo.

La caracteristica més sobresaliente de las neuronas es su
heterogeneidad, tanto morfolégica como funcional. Tecdas poseen un
cuerpc o soma celular que varia mucho en forma y tamafio (desde 6
hasta 80 mm), del cual se extienden dos tipos de delgadas
prolongaciones fisiolégicamente distintas: las dendritas y el

axén.

Las dendritas son generalmente multiples, tan ramificadas gque
dan lugar al llamado "“&rbol dendritico”, y constituyen, desgde el
punto de vista fisiolégico, el sistema receptor de las neuronas,
es decir, las estructuras mediante las cuales éstas reciben el
impulso nervioso proveniente de otras neuronas. En muchos casos
las dendritas poseen numerosos salientes pequefios que recuerdan
las espinas de una rama, por lo que se les llama espinas
dendriticas. En el interior de las dendritas hay mitocondrias,
sustancia de Nissl, neurottibulos y ocasionalmente neurofilamentos.
En cambio el axén es una prolongacién generalmente fGnica al salir

del soma, gue tiene ramificaciones a distancia considerable de é&l.

10



El axén fisioldégicamente representa el sistema eferente de la
neurona, es decir, la estructura a través de la cual la neurcna
envia el impulso nervioso hacia otras neuronas, o hacia una célula
efectora final como es la célula muscular. Los axones contienen
también en su, interiﬁr mitocondrias, neurofilamentos Y
neurotiGbulos, en mayor proporcién que en las dendritas, pero no
sustancii de Nissl, salvo en su porcién inicial, gue se llama cono

axénico.

La porcidén terminal del axén, llamada terminal axénica o
terminal nerviosa, es una estructura bien diferenciada, gque tiene
varias caracteristicas importantes tante morfolbégicas como
funcionales. Estructuralmente se caracteriza por ser un
ensanchamiento del axén, generalmente redendeado, que posee en su
interior, ademis de las mitocondrias, un gran ndmero de vesiculas
de aproximadamente 500 A de di&metro, llamadas wvesiculas
sindpticas, asf como un engrosamiento caracteristicoe de su
membrana en un sitio especifico de ella. Este sitio, en proximidad
con un sitio anilogo de la membrana de una dendrita o un soma
neuronal de otra neurona, constituye la sinapsis, gue es la unidad

anatémico-fisiolégica de la comunicacién interneuronal.

Ademds de las neuronas existen en el sistema nerviose central
células morfolégicamente distintas a las neurconas, gque no forman
sinapsis ni conducen el impulso nerviose, y gue conservan su
capacidad de reproducirse toda la vida. Estas células, llamadas
células gliales o neuroglia son en conjunto por lo menos 10 veces

m&s numercosas que las neuronas y fueron consideradas por mucho

11



tiempo sélo como células de sostén del tejido nerivoso, pero en la
actualidad se sabe que llevan a cabo también otras funciones de
importancia. Se reconocen dos grupos de células gliales: 1la
macroglia, que es de origen ectodérmico e incluye los astrocitos y
las células de oligodendroglfia u oligodendrocitos, y la microglia,
que son pequefas células de origen mesodérmico, también se

considera entre la neuroglia a las células ependimales.

II.3 LA SINAPSIS (3,4).

El termino  “sinapsis" fue creado por Sherrington para
denominar la zona de contacto entre dos neuronas o entra una
neurona y otro tipo de célula; por ejemplo, las fibras musculares
esqueléticas. En las sinapsis se distinguen dos elementos: el
presindptico y el postsindptico. El primerc es un engrosamiento de
las ramificaciones axénicas terminales (el botdn sin&ptico) y el
segundo es la cé&lula con gue hace contacto. Ambos elementos estén

separados por un espacio, el hiato sinéptico.

En las sinapsis del sistema nervioso central, el grosor del
hiato es unas dos o tres veces mayor que el grosor de la membrana
celular (de 80 a 100 A); en la unién neuromuscular el hiato es
mayor y 1la fibra muscular tiene una serie de pliegues muy
profundos en la zona de contacto (placa motora) con la terminal
nerviosa. Aunque el elemento postsindptico es diferente en este

dltimo caso las caracteristicas generales del presiniptico son

12



semejantes en ambos. Como se ha diché, la sinapsis es la unidad
comunicativa del sistema nervioso y transmite sefiales eléctricas

unidireccionales: del elemento presindptico al postsindptico.

Hay varias clases de sinapsis. La transmisién sin&ptica puede
ser directa (sinapsis eléctrica) o por medio de la liberacién de
sustancias quimicas (sinapsis gquimica). En el caso de las sinapsis
eléctricas, ambos elementos se comunican por las llamadas unicones
comunicantes, gque son una serie de canales constituidos por
proteinas. Estas uniones ofrecen poca resistencia al flujo de
electricidad y, por tanto, la conducen de un lado a otro; las
sinapsis eléctricas son ahundantes en animales inferiores vy
relativamente escasas en los vertebrados. Por el contrario, en

estos Gltimos predominan las sinapsis quimicas.

Los botones presindpticos de las sinapsis quimicas se
distinguen por la abundancia de vesiculas sindpticas. Estas
vesiculas suelen ser aGn mis abundantes alrededor de ciertas zonas
de la membrana, que se ven mis obscuras (zonas eleétrodensas) en
las imagenes obtenidas por microscopfa electrdnica. Las vesiculas
sinapticas contienen al neurotransmisor o neurcmodulador y su
membrana se funde con la membrana externa del botén, para después
abrirse y liberar su contenido en el hiato sindptico. Este proceso'
{exocitosis) es igual al gue ocurre en las células glandulares. El
neurotransmisor (o neuromodulador) liberado se combina con una
proteina que forma parte de 1la estructura de la membrana
postsindptica; estas proteinas se dencminan de manera genérica

"receptores membranales" y, al unirse con el neurotransmisor,

13



inducen un cambio en la permeabilidad membranal para el flujo de
iones. Dicho flujo ocasiona cambios eléctricos a través de la

membrana postsinéptica.
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III. ANTECEDENTES

Desde los trabajos de los grandes anatomistas del siglo XIX,
los enfogques tomados en el estudio del sistema nervioso han
sufrido cambio‘s notables. El1 hechc de aceptar a la neurona como
una unidad independiente, tanto desde el punto de vista anatémico
como funcional, llevd a la idea de que el entendimiente de los
mecanismos gque permitan la comunicacién entre dos neurcnas daria
las bases para explicar el funcionamiento del sistema nerviocso. De
ahi que en el siglo XX los estudiosos del sistema nervioso hayan
enfocado su atencidn principal sobre los mecanismos determinantes

de la comunicacién neuronal y su control (3).

El nombre de neurona fue dade a la c#&lula nerviosa por
Waldeyer, pero su descubrimiento se acredita a Ehrenberg, quien la
describié en la corteza cerebral y en los ganglios espinales en
1833. Fontana en 1871 hizo la primera descripcién detallada de la
fibra nerviosa. Remak, entre 1836 y 1834, identificé las fibras
mielinicas y amielinicas (estas Gltimas se 1llamarian més tarde
fibras de Remak) y sugirié la posible continuidad entre la célula

y la fibra nerviosa (3).
La neurocanatomia de la segunda witad del siglo XIX se
caracterizd por la Famosa controversia entre los que postulaban la

continuidad citoplésmatica entre las cé&lulas nerviosas a través de
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una red de fibras y los partidarios de la independencia anatémica
de las neuronas, cuya relacién seria solamente por contigiiidad

(3).

Los estudios de Walter sobre la degeneracién nerviosa
confirmaron el concepto de individualidad anatdémica de las
neuronas, al demostrar gque la lesién de la célula nerviosa no
afecta a las que est&n en relacién con ella. His al investigar el
desarrollo de las neuronas Yy Forel, mediante el método de
degeneracién retrégrada y la técnica de impregnacibém de plata de
Golgi, contribuyercon considerablemente a fundamentar 1la teoria
neuronista cuyo m&ximo exponente fue Cajal, quien aporté pruebas

contundentes de la misma (3).

Hacia 1891, Waldeyer, después de hacer una evaluacién de las
evidencias derivadas de las investigaciones mencionadas, enuncid
la doctrina neuronal, en donde postula gue el sistema nervioso se
encuentra formadoc por unidades independientes conocidas como
neuronas y la interaccifn entre estas células conforma las bases
del funcionamiento nervioso. Aungue Waldeyer no hizo
contribuciones originales al respecto, cooperé enormemente a
divulgar el conceptc de la neurona como unidad morfolégica y

funcional (3).

La introduccién del concepto de sinapsis por Sherrington,
para denotar el sitio en que las neuronas se ponen en contacto y
la subsecuente comprobacién confirmé las ideas de los neuronistas

(4).
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El origen de la teoria quimica de la transmisién nerviosa
puede remontarse a Du Bois Raymond quien postulé, en 1848, 1la

secrecién de una sustancia excitadora como causante de 1la

contraccién muscular. De manera wAs formal, T. R. Elliot sugiere,

en 1904, que la adrenalina imita la accién de 1los nervios
simpaticos y actia como un transmisor en la glindula adrenal. Sin
embargo, esta teoria no fue tomada en consideracién hasta 20 afios
después, cuando 0. Loewl demostrd gque al perfundir un corazén de
rana y simulté&neamente estinmular el nervio vago con electricidad,
el latido del corazén disminuye o se detiene; y due cuando en el
fluido que bafiaba a este 6rgano se coloca otro corazén sin
estimular, se induce una inhibicién del latido. Concluyé que el
estimulo nervieso induce la liberacitn de una sustancia
inhibidora. Estudios posteriores demostraron que tal sustancia era
la acetilcolina. Sin embargo, el paso decisivo para que la teoria
quimica de la transmisién nerviosa se aceptara lo debemos a los
estudios que Dale y Feldberg hicieron en 1936 sobre. los nervios
motores del misculo esquelético de mamiferos. Estos
investigadores encontraron gue cada vez gue se estimulaba el

nervio podia demostrarse la liberacién de acetilcolina (4).

Posteriormente Loewi repitié este expermiento, en donde
perfudié y estimulé los nervios excitadores del corazén de rana, y
aplicé el liquido de perfusién a un segundo corazbdn no estimulado,
observando su aceleracién. La sustancia liberada por 1los nervios
simpaticos fue identificada como noradrenalina en 1946 por el
fisiSlogo sueco ULf Von Euler gquien la aislé e identificé como el

transmisor quimico en las terminales nerviosas de las fibras
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postganglionares del sistema nervioso simpético. Los estudios
detallados de Axelford han demostrado que la noradrenalina es un
tranemisor en el cerebro asi como en el sistema nervioso

periférico (4).

Hasta esta época los criterios aplicados para el estudio de
los mediadores quimicos involucrados en la comunicacién neuronal
eran bédsicamente dos: la presencia de la sustancia en cuestién en
altas concentraciones en el sistema nervioso y la identificacién
de una accién especifica de la misma scbre la excitabilidad
neuronal que mimetizara la actividad de la sustancia natural.
Estudios posteriocres afiadieron nuevos pardmetros criticos como la
liberacitn selectiva durante la actividad nerviosa y la existencia
de un sistepa que hiciera posible la terminacién de la accién del
mediador. Este tipo de enfogque experimental siguié utilizandose
come medele cuando se inicie el estudic de los mediadores
quimicos en el sistema hervioso de vertebrados. Con estos
criterios pudieron identificarse varios aminodcidos como posibles
transmisores: &cido gamma aminobutirico, glicina y &cido glutadmico

entre otros (4).

III.1 LIBERACION DE PROTEINAS.
En los dltimos afios se han acumulado una serie de evidencias
experimentales que sugieren que aparte de los neurcotransmisores

existen otras sustancias también liberables de las cé&lulas
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nerviosas. Entre estas sustancias, las proteinas y quizds en
especial enzimas, son las que han abarcado el mayor interés en

cuanto a su estudio.

Dentro de los primeros estudios sobre la liberacién de
proteinas, y como antecedente de la liberacién de estds en células
nerviosas, se pueden mencionar los trabajos de Banks y Helle (5),
quienes observaron la liberacién simulténea de catecolaminas y
proteinas al estimular guimicamente las células cromafines de 1la
médula adrenal de bovinos. Tomando esta misma linea Kirshner y
col. (6) en 1967 observaron la secrecidén de catecolaminas de la
médula adrenal y que esta es acompafiada por la liberacién de una
proteina soluble proveniente de los granulos cromafines y que
dicha liberacién obedece a un proceso de exocitosis. Al estudiar
mas detalladamente el liquido de perfusibn se observ6 la presencia
de una enzima, la dopamina-B-hidroxilasa, la cual también esta
localizada en las vesiculas de los granulos cromafines y gque se

libera al mismo tiempo que las catecolaminas (7).

Apoyado en estos resultados Smith propone que un mecanismo
an&dlogo de secrecién puede ocurrir en los nervios simpé&ticos, ya
que las células cromafines de la médula adrenal son originadas en
una cresta neural y por lo tanto los mecanismos de liberacién de
catecolanminas puede ser el mismo tanto en nervies simpatices como
en células cromafines (8), perc la idea fue descartada cuando en
un congreso se argumenté que las c¢&lulas nerviosas erin diferentes
a las de la médula adrenal Y que los neurotransmisoresg presentaban

un peso molecular pequefio, sintetizindose en las terminales
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nerviosas, también se supuso que la secrecién de proteinas por
neuronas era improbable, debido a que las terminales nerviosas no
contenfan ribosomas y como consecuencia no podian sintetizar

proteinas.

Mas adelante Geffen y col. (9), wutilizando técnicas de
inmunofluorescencia, proporcionaron evidencias de que los
componentes proteicos de las vesiculas noradrenérgicas erén
sintetizados en el cuerpo celular de las  neuronas, y de ahi
transportados a las terminales nerviosas por un flujo axopldsmico
Y a su vez podian ser liberadas de estas por un estimulo nervioso,
observandose que esta liberacibm va a ser dependiente de Ca++

(10).

Actualmente se sabe que los grénulos de las células
cromafines contienen nucleotidos y catecolaminas, asfi como un
considerable ntimero de proteinas y péptidos que estén relacionados
con las catecolaminas. Dentro de este grupo de proteinas las més -
importantes son las cromograninas, de donde destaca la
cromogranina A, el miembro mayoritario de esta familia
representando aproximadamente el 40 % de la proteina total de las

vesiculas (11).

Estudios citolégicos y bioguimicos han demostrade que en las
terminales noradrenérgicas se encuentran dos Itipos de vesiculas:
unas de gran tamafio y otras pequefias, siendo las primeras en donde
se encuentra la dopamina-B-hidroxilasa (soluble y en mem.brana) asi

como la cxomogranina A y otras cromograninas (8).
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II1I.2 LIBERACION DE PROTEINAS CON- ACTIVIDAD ENZIMATICA.

En los fGltimos afics la enzima acetilcolinesterasa ha
adquirido la distincién de ser una de las neurcenzimas mejor
estudiadas. Diversos estudios y concomitantes avances se han
llevado a cabo en relacién a su mecanismo de accién, la naturaleza
de su sitio activo, su distribucién y localizacién en tejidos y su

funcién, al menos en el ganglio y la unién neuromuscular (4).

Esta enzima existe en diferentes formas moleculares que
probablemente 1llevan a cabo funciones diversas a través de
distintos mecanismos. La acetilcolinesterasa es. una larga
glucoproteina que comprende al menos seis diferentes formas
estructurales y que desafortunadamente su secuencia de amino&cidos
an no se conoce en su totalidad. En el tejido nervioso, la
acetilcolinesterasa mis abundante es la forma globular C4 y al
parecer la forma A2 es la forma predominante que se destina por
transporte axonal hacia las terminales nerviosas, posiblemente

para su liberacibn (4).

En un principio se crefa que toda la acetilcolinesterasa se
encontraba unida a membranas (12) a pesar de que se habla
cbsexrvado su presencia en los espacios extracelulares de la placa

motora y del sistema nervioso central (13).
Es esta enzima 1a que mejor ha sido estudiada como
representante de proteinas liberables en el sistema nervioso

central. A pesar de que ya en 1930 Plattner y Hinter reportaron la
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existencia de actividad de acetilcolinesterasa en el LCE de
humanos, poca atencién se le ha dado al estudio del origen de

esta enzima en el LCE.

A simple vista parecen existir 2 posibles fuentes de origen
gque explicarian la presencia de acetilcolinesterasa en el LCE. Una
posibilidad es que esta enzima provenga del plasma sanguineo y que
llegque al LCE al igual que otros contituyentes protefcos, a través
de los plexos coroideos (14). La otra posibilidad es como lo han
seflalado otros autores, que su origen radique en el tejide

nervioso del cerebro y/o de la médula espinal (15).

La primera posibilidad no parece ser muy razonable ya que en
el plasma existe solo la colinesterasa no especifica, en cambio el

LCE contiene actividad de acetilcolinesterasa.

La sequnda posibilidad parece ser m&s razonable en base al
hecho de que muchas neuronas del sistema nerviose central
contienen acetilcolinesterasa (16) incluyendo aguellas que estén
en contacto directo con el LCE (17), de este modo la enzima podria
liberarse al LCE ya sea como un resultado de alglin dafio o muerte
neuronal o como parte de un proceso de liberacién fisiolégico. La
posibilidad de que la acetilcolinesterasa sea liberada de neuronas
fue estudiada por Chubb y smith (18, 19), los cuales mostraron que
un tejido periférico que recibe inervacién colinérgica como es la
médula de la gladndula adrenal, puede liberar una isoenzima de
acetilcolinesterasa cuando este se trata con varios agentes

despolarizantes.
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Tanto en la médula de la gléndula.adrenal como en el sistema
nervioso central una parte de la acetilcolinesterasa se encuentra
en forma soluble y a pesar de gque existen diferentes iscenzimas,
ambos 1iguidos (LCE y perfusado de la glindula adrenal) contienen

solo una isoenzima, la isoenzima V.

En 1979 Greenfield y Smith (20) continuaron estudiando de
manera mds fina 1las bases fisiolégicas de la actividad de
acetilcolinesterasa encontrada en el LCE. Esta vez estimularon
eléctricamente el nficleo caudado, 1la sustancia nigra y el
hipot&lamc lateral y midieron niveles de acetilcolinesterasa
obtenidos en cisterna magna y ventriculo lateral del conejo. Los
resultados mostraron que la estimulacién de estos tres sitios
anatémicos produce una elevacién de los niveles de esta enzima en

el LCE pero fundamentalmente en el obtenido en cisterna magna.

En los dGltimos trabajos al respecto, de Greenfield vy
colaboradores se ha sugerido que el origen de la
acetilcolinesterasa liberada extracelularmente, ya sea
espontidneamente o evocada por algGn factor despolarizante, parece
no residir en neuronas dopaminérgicas. Existen ademds también
varias evidencias que sugieren que la funcién de esta
acetilcolinesterasa (la isoenzima V) tendria otra funcién distinta

de la hidrolisis de acetilcolinas
1.- Se ha demostrado que la acetilcolinesterasa soluble se
almacena independientemente de la acetilcolina en el reticulo

endoplasmico 1liso (21).
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pe las cinco isocenzimas solubles de la acetilcolinesterasa,

solo una (isoenzima V) es especificamente liberada.

La isoenzima V tiene la misma movilidad electroforética que

la acetilcolinesterasa encontrada en el LCE.

La liberacitn de acetilcolinesterasa de neuronas centrales no

es modificada por agonistas o antagonistas colinérgicos.

Desde el punto de vista anatémico la sustancia nigra es un
buen sitio para mostrar que la acetilcolinesterasa liberada
de esta estructura no esta ligada a la actividad colinérgica
ya gque: a) existe un desproporcionado exceso de
acetilcolinesterasa en relacién a la minima cantidad de
acetilcolina y su enzima sintetizadora la colin acetil
transferasa; b) la localizacidén de acetilcolinesterasa estd
muy asociada a la dopamina nigral ya gue se encuentra
principalmente en células dopaminérgicas de la pars compacta
y ademis se desarrolla en paralelo con este neurotransmisor
en el curso de la ontogenia; c¢) la acetilcolinesterasa del
1igquido extracelular parece tener una accién directa sobre el
disparo de las células dopaminérgicas independientemente de
la hidrélisis de la acetilcolina; d) es posible que la
acetilcolinesterasa de origen dopaminérgico tenga una funcién
en la transmisién peptidica ya que se ha mostrado en
experimentos in vitro que es capaz de hidrolizar sustancia P
y encefalinas (22); e} la liberacién de acetilcolinesterasa

de la sustancia nigra ha sido demostrada indirectamente in
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vitro e in vivo.

Asi mismo, Chubb y. col. describieron en 1983 (23) algunas

evidencias gque sefialan que la acetilcolinesterasa posee

caracteristicas suficientes como para denotar a esta enzima como

un “neuropéptido:

1.- Existen suficientes evidencias que muestran que
acetilcolinesterasa no estd concentrada solamente en
espacio sindptico, sino que cantidades significativas

encuentran almacenadas intracelularmente. La enzima

1a
el
se

se

encuentra en el reticulo endoplésmico en el soma, axén Y en

el aparato de golgi. Es importante sefialar que estas células

incluyen  células endScrinas y  también neuronas

colinergicas.

no
'

2.~ Parte de esta enzima existe en forma soluble y f&cilmente

extraible de homogenados.

3.- Existen fuertes evidencias que seflalan  gque

la

acetilcolinesterasa es secretada de distintas células, tanto

el sistema nervioso periférico como en el sistema nervioso

central. La liberacién de neuronas y de células endscrinas es

inducida por estimulacién y dependiente de Ca++. Ademis, la

forma molecular que se libera es especifica, a pesar de que

existen otras cinco formas moleculares diferentes.
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4.~ Se ha demostrado claramente su actividad de peptidasa, por la

habilidad de hidrolizar encefalinas y sustancia P.

5.- La concentracién de acetilcolinesterasa varié narcadamente
con la actividad de retina de pollo y estos cambios fueron

paralelos a les encontrados con encefalinas.

Estas evidencias sugieren que 1la acetilcolinesterasa es
almacenada y liberada de neuronas y que posee un efecto

fisiolégico en células efectoras.

Para finalizar esta descripcién de estudios sobre la
liberacién de acetilcolinesterasa de cé&lulas nerviosas, cabe
mencionar que recientemente Weston y Greenfield (24) sugirieron
que la 1liberacién de una enzima en el estriado, estaria
relacionada con la frecuencia de disparc de neuronas
nigroestriatales, pero que la liberacién de acetilcolina en 1la
sustancia nigra es independiente de potenciales de accidn mediados
por Na+, pero probablemente asociade con conductancias dendriticas
especificas de Ca++. Por otra parte Small y col. (25) mostraron
fuertes evidencias que sefialan que acetilcolinesterasa posee una
actividad de peptidasa similar pero no identica a tripsina. Estos
autores mostraron que acetilcolinesterasa hidroliza cromogranina A
(una de las principales proteinas solubles, encontradas en células
cromafines de la médula de la glandula adrenal) para producir

diferentes polipéptidos de peso molecular menor.
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otra de las protefnas con actividad enzimatica que se ha
observado su liberacion en células nerviosas es la
dopampina-B-hidroxilasa, la cual se va a encontrar primordialmente
en los granulos cromafines de las células de la médula de la
glandula adrenal. Una de las caracteristicas de estos grénulos es
que un 77 % de la proteina total es liberada por 1lisis de 1la
particula. lLa proteina cromogranina A representa aproxirmadamente
el 40 % del total protefico soluble (26). La enzima
dopamina-B~hidroxilasa representa también otro porcentaje

importante del total proteico soluble de estos grénulos (7).

En 1965, Banks y Helle (5) mostraron por primera vez gque 1la
cromogranina A se encuentra en perfusados de glandulas adrenales
estimuladas y ausente en glandulas adrenales no estimuladas
eléctricamente. Posteriormente Viveros y «col. en 1968 (7)
mostraron también que la dopamina-B-hidroxilasa se 1libera por

estimulacién de la glandula adrenal.

Anbas proteinas se encuentran también en vesiculas
noradrenérgicas del nervio esplénico y la lisis de estas vesiculas
produce gue la mayor parte de la cromogranina A (27) y hasta un
20% de la dopamina-B-hidroxilasa (28) se detecten como proteina
soluble. Uno de los hallazgos qﬁe proporcions una de las mis
convincentes evidencias sobre el origen de ambas proteinas en el
nervic esplénico, fue dada por Smith y col. en 1970 (29). Estos
autores mostraron 1la correlacién entre 1las cantidades de
dompamina-B-hidroxilasa, cromogranina A y noradrenalina, ya que no

hay duda que noradrenalina se libera del nervio, se puede concluir
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con bastante certeza que dopamina-B-hidroxilasa y cromogranina A
se liberan junto con el neurotransmisor de las terminales

nerviosas del nervio esplénico.

Estudios sobre la composicién de fracciones subcelulares de
axones del nervio esplénico han demostrado que
dopamina-B~hidroxilasa y cromogranina A son componentes de
vesiculas noradrenérgicas (vesiculas grandes y densas). Por otra
parte ya De Potter y sSmith (10, 29), habian demostrado que 1la
liberaciém de ambas proteinas del nervio esplénico de becerro, era
dependiente de la presencia de Ca++ en el medio de perfusién.
Estas evidencias parecen indicar que el proceso de exocitosis es
el mecanismo por el cual estas proteinas se liberan al medio

extracelular.

IIT.3 LIBERACION EN LA UNIOH NEUROMUSCULAR.

La unién neuromuscular ha sido una de las preparaciones in
vitro més estudiadas con respectc a la 1liberacién de proteinas
de células nerviosas. Los trabajos a este respecto llevados a cabo
por Musick y Hubbard (30), mostraron que la estimulaci6n del
nervio frénico produce la liberacién de proteinas que es
dependiente de ca++ pero independiente del hecho de que el mGsculc
este activo o paralizade. Bray y col. mostraron que cuando las
terminales nerviosas del nervio frénico se exponen a un medio con

concentraciones altas de K+, la liberacién de proteinas marcadas
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radiocactivamente es evocada. Posteriormente mostraron que el
blogueo de la liberacién de acetilcolina produce una acumulacién
de proteinas transportadas axonalmente, en o cerca de las

terminales nerviosas del nervio frénico (31).

También se ha observado que en terminales colinérgicas existe
una liberacién de protefnas y que quizas también tengan un origen
vesicular. Cabe recordar que Whittaker y col. en 1974 (32) ya
habian demostrado que las vesiculas colinérgicas aparte de

contener acetileolina y ATP, contenian una proteina soluble.

Mas adelante, Musick continué estudiando este fenbémenoc con
mis prufundiﬁad (33), usando la preparacién de nervio
frénico-hemidiafragma de la rata. Este investigador mostré que la
estimulacién eléctrica del nervio paralizado con curare, produce
una mayor liberacién de material reactive a Lowry (MRL) en

comparacién con controles previos a la estimulacién.

- Siguiendo con los estudics de liberacién de proteinas en la
preparacién neuromuscular, Youkin (34) realizé otro interesante
estudio. Para tales objetivos utilizé la preparacién nervio
cidtico-miisculo extensor digitorum lpngus (EDL) y examinaron dos
propiedades del msculo: la actividad de colinesterasa y la
sensibilidad a acetilcolina, los cuales son dramiticamente

influenciados por la inervacién.

Para comprobar el transporte axonal, seccionaron los nervios

sidticos de ambos lados de doce ratas, se tomaron segmentos del
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nervio control y cuatro dias después de la seccién se obtuvo de la
zona proximal a la seccién (lugar donde deberfan de concentrarse,
si existen, sustancias transportadas axonalmente) un segmento de
2.5 mm correspondiente al nervio "enriquecido". Al comparar el
cultivo de midsculos con segmentos del nervio control Yy segmentos
de nervio enriquecido comprobaron que tanto la actividad de
colinesterasa como la sensibilidad a la acetilcolina fueron
significativamente mayor en mniGsculos cultivados con segmento
Manriquecido", Para determinar si mGsculos inervades contienen
sustancias tréficas gque estarian ausentes o en bajas
concentracionas en misculos denervados, cultivaron mGsculos EDL
con extractos de mdsculos normalmente inervados. Otra vez la
actividad de colinesterasa y la sensibilidad a la acetilcolina de
los misculos cultivados con extractos de msculos inervados fueron
significativamente mayores comparados con misculos denervades. Sin
embarge, cuande bloguean la liberacién vesicular presindptica con
Mg++ (10mM) redujeron significativamente la 1liberacitn de estas
sustanciaé. De este modoe 1los autores concluyeren gque las
sustancias que poseen wuna influencia sustancial y muy
significativa de inervacién, estudiadas por la actividad
colinesterasa y por la sensibilidad colinérgica, se mueven por el

axén, se liberan por el nervio por estimulacién y estén presentes

"en misculos inervados y aparentemente ausentes en mtsculos

denervados. Cabe mencionar que aunque los autores ho hablan aqui
de sustancias protefcas, los estudios de Musick sugieren
fuertemente que también en este caso se trate de sustancias de

naturaleza proteica (33).
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Uno de los trabajos pioneros en relacién a la transferencia
trans-siniptica de proteinas en un sistema in vitro, fue llevado a
cabo por Korr y col. en 1967, Estos autores usando
autorradiografia mostraron que sustancias marcadas con 32P y 14C e
inyectadas en el niicleo hipogloso y al cabo de algunos dias llegan
de manera especifica a las células musculares de la lengua. En
cambio cuando la marca era introducida en el LCE esta llegaba
indiscriminadamente a todos los distintos tipos celulares

encontrados en la lengua (35).

De esta manera los autores concluyen que cuando sustancias
radioactivas son introducidas selectivamente en las neuronas
hipoglosales, estas o sus derivados, se transportan via axonal
especificamente a las c€lulas musculares de la lengua. En un
trabajo posterior (36) se hicieron analisis mds refinados. En este
estudio se efectué 1la inyeccién de 3H-Leucina en el ndcleo
hipoglosal del conejo y analizaron las sustancias marcadas gque
llegaron a la lengua a los dias 1, 12, 22 y 34 posterior a la
inyeccién de la marca, Este andlisis demostré gue el contenideo

proteico era diferente para los cuatre periodos mencionados,

Los autores tratan de explicar el posible origen de estas
cuatro distintas "ondas proteicas" y sugieren que: las proteinas
del periodo uno (primer dia) se deben atribuir al transporte
axonal répido, el cual 1lleva fundamentalmente elementos
estructurales. Las protelnas del periodo dos (12 dias)
corresponden a proteinas insolubles con actividad especifica alta

y algunas proteinas solubles gue llegan por medio de transporte
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axonal lento. Las proteinas del periodo tres (22 dias) serian
protefnas solubles con actividad especifica alta las cuales se van
retrasando en su paso del nervio al misculo. Las proteinas del
pericdo cuatro (34 dias) probablemente representa el arribo de
proteinas insolubles correspondientes a un gradiente
préxino-distal formado a lo largo del nervio en el pericdo de los
22 a los 34 dias. BAungue estos resultados no eliminan 1la
posibilidad de gque las proteinas radioactivas, solubles e
insolubles encontradas en el masculo estédn confinadas a las
terminales nerviosas, evidencias previas por  medio de
autorradiografia y otros estudios sugieren que estas protelnas, o

parte de ellas son liberadas en las terminales nerviosas.

III.4 LIBERACION EN REBANADAS DE TEJIDO NERVIOSO.

También se han realizado trabajos sobre 1liberacién de
proteinas en rebanadas de tejido nervioso. En un trabajo del grupo
de Shashoua, Duffy y col. (37) mostraron que la potenciacién a
largo plazo (PLP) de rebanadas de tejido del &rea hipocampal
produce un aumento en la incorporacién de 14C-valina en proteinas
que son posteriormente liberadas al medio extracelular. Es
interesante notar que cuando la estimulacién no fue especifica o
cuande se estimuls sin llegar a producir la potenciacidn, no hubo
tales aumentos en la secrecién de estas proteinas. Este hecho
sugiere que es el desarrollo de la PLP, el factor esencial para

los cambios en el metabolismo proteico observado.
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En 1984 Shashoua y col. (38) mostraron que la protelna §-100

se libera al liquido extracelular, usando tres diferentes modelos:

1.- Liquido extracelular de cerebros perfundides por medios

isoténicos.

2.- Colecciones del medio de perfusién de rebanadas de tejido

hipocanmpal.

3.~ Por medio de muestras de LCE de la rata, mostraron qué los
niveles de 5-100 son de 3 a 6 veces mayores que los
encontrados en las fracciones citoplasmaticas solubles de los

nismos tejidos.

Estas diferencias de los niveles de esta proteina en las
fracciones extracelulares relativas a fracciones intracelulares
indican que la S-100, una protefina &cida que constituye 0.1-0.2 %
del total proteico soluble del cerebro, se libera selectivamente a

los espacios extracelulares del tejido nervioso.

En otro trabajo de este mismo grupo se mostré que rebanadas
d.e hipocampo liberan protefnas al medio de perfusién de manera
continua a razén de 2 mg/mg de tejido/hora. E1 an&lisis de LDH
demostrdé que esta liberacién no es producto de lisis celular.
Ademds se mostrf que estas proteinas tienen un tiempo de vida
media muy corto (aproximadamente 4 hr} y gue pueden ser
distinguibles de la fraccién soluble citoplasn&tica por medio de

electroforesis en geles de poliacrilamida con SDS. Por medio de la
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técnica de doble marcaje, estos autores mostraron ademds que las
proteinas liberables parecen ser mds glicosiladas gque las
proteinas que se quedan en el tejido y no se liberan. Estas
proteinas y glicoproteinas se encuentran en el rango de los 14 Yy
86 kilodaltons (kdt). Es interesante gue cuando las muestras se
procesan con buffer sin Ca++, solamente los picos de 14 y 18 kdt
se distinguen en el gel. Los resultados de este experimento, son
por tanto consistentes con la nocién de que existe un grupo de
proteinas en el hipocampo las cuales son selectivamente liberadas

al ligquido extracelular (39).

En otros trabajos Sandberg y col. (40, 41) estudiaron el
papel del Ca++ en la formacién y liberacién de sustancias
radioactivas (provenientes del transporte lento) en rebanadas de

tejido cerebral (coliculo superior) de conejo.

En  un primer trabajo estudiaron el efecto de las
manipulaciones con K+ sobre las fracciones solubles y precipitadas
con TCA. Ellos mostraron que la radicactividad en la fraccién
soluble representa un pequefio porcentaje (0.5-3.2 %) del total de
la marca en el tejido y que proviene fundamentalmente de 1la
degradacién protefica. Cuando analizaron el medic de perfusién,
aunque existieron variaciones dependiendo del aminoScido usado
(con 3H-glicina 'se obtuvieron los mejores resultados) 1la
radiactividad de la fraccién soluble a TCA fue también mayor gque

la fraccidén precipitada con TCA.
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La perfusién de las rebanadas con alto K+ mostré por un lado
gue los aumentos en la liberaclén de sustancias solubles en TCA
son muche mayores gue las precipitadas con este 4cide (1 a 3
6rdenes de magnitud) y por otro lado que este aumento en
sustancias liberadas, fundamentalwente las solubles en TCA fue

dependiente de Ca++.

En un segundo estudio usando la misma preparacitn pero solo
esperando gque los componentes del transporte axonal rapido lleguen
al coliculo superior, obervaron otra vez que alto K+ preduce un
mayor aumento en la fraccién soluble en TCA gue 1la fraccién
precipitable a este tratamiento. Un resultado muy interesante fue
gue al guitar el Ca++ del medio observaron que la liberacién
espontdnea de GABA exbgeno y aminas primarias aumentaba. Este
resultado sugiere que el mantener el tejido en un medio sin ca++,
aumenta la permeabilidad de las membranas de células nerviosas y
con ellc un aumento en la liberaci6én de diferentes moléculas que
incluye a protefnas. Sin embargo ambas fracciones (solubles y
precipitadas con TCA) mostraron ser dependientes de la presencia
de Ca++ cuando se evocaba una liberacién con alto K+. Ademas
observaron que la presencia de Ca++ era fundamental para 1la
degradacién ({posiblemente debido a proteinasas dependientes de
Ca++) de proteinas transportadas axonalmente, para dar proteinas

solubles, pequefios péptidos y amincacidos.
De los resultados de estos trabajos, se sugiere que las
terminales nerviosas pueden liberar cantidades considerables de

productos de degradacién proteica, dependiente de actividad
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sindptica y que en condiciones de concentraciones bajas de Ca++, y
no dependientes de la actividad, la liberacién esponténea de
diversas moléculas que incluye a proteinas puede llevarse a cabo
representando quiz&s un importante medio de comunicacién

intercelular.

I1I.5 LIBERACION DE PROTEINAS EN CULTIVO DE TEJIDO NEURONAL.

En un trabajo sobre la liberacién de proteinas en sistemas in
vitro, K. Sweader (42) reporté 1la liberacién esponténea de
proteinas de un cultivo de neuronas simpéticas disociadas’
provenientes del ganglio cervical superior de ratas jévenes. En
este estudio se observé una liberacién de 16 a 18 proteinas
solubles gque son distintas de las glicoproteinas de la membrana
celular. Sweader demostré ademds que esta liberacién es
f.ndependiente de la liberacién del neurotransmisor y la liberacién
se lleva a cabo por la regién distal del axén y probablemente

tanbién del cuerpo celular y de las dendritas.

Gracias a gue estudios in vitro permiten el control preciso
de las condiciones experimentales, Sweader realizb6 una serie de
controles para eliminar el posible origen artefactual de las
proteinas. Asi por ejemplo, cuando se incubaron las células con
100 uM de cicloheximida, no hubo incorporacién de 3H-leucina con
lo que se infiere que las proteinas son realmente sintetizadas por

las células. Cuando se compard el patrén electroforético de estas
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proteinas liberadas con el patrén de proteinas de suero de rata,
de lisis celular, y también de fracciones membranales crudas o
parcialmente purificadas, se mostrd que erdn diferentes. Adends,
se pudo verificar que el patrén electroforético de estas protelnas
liberadas no wvarié al incubar las células con inhibidores de
proteasas con lo que se infiere que estas proteinas no son
producto de degradacién proteolitica. Ademds, este dato queda
corroborado por el hecho de que cuando se intenté repetir o
acelerar la liberacién esponténea de proteinas con 1-100 ng/ml de
tripsina, quimotripsina, papaina, pronasa, fisina y colagenasa,

nunca se obtuvo &xito.

Ya que estas proteinas 1liberables se marcaron cuando se
incubaron las neuronas con 3H-fucosa o glucosamida, se infiere
también que &stas son glicoproteinas. Cuando se probaron una serie
de manipulaciones que se sabe producen una disminucién de 1la
liberacién de neurotransmisores, tales como omitir el Ca++ o
agregar Mg++ 6 Cot++, no se modificd significativamente el patrén
ni la cantidad de proteinas liberadas. Cuande se usaron
manipulaciones que‘producen un aumento en la liberacién del
neurotransmisor como la incubacién en un medic de alto K+ (54 mM)
se observéd que las proteinas liberables aumentaron, resultade gue
no fue significativo, comparado con el- aurmento de
3H-norepinefrina. Sin embargo, al usar la neurotéxina (veneno de
la araba viuda negra), la cual induce especificamente una
exocitosis masiva de las vesiculas sindpticas, un nueve grupo de
proteinas liberadas 'aparecié en el medio de cultivo. Este hecho

ocurri independientemente si el cultivo era colinérgico o
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adrenérgico.

Un dato importante es gue en ausencia de Ca++ gse puede evocar
la liberacién del neurotransmisor pero no la de estas protelnas.
Esto sugiere por tanto, que la liberacién de proteinas no es un
paso esencial en la liberacisn del neurotransmisor, pero puede

aconmpaflarlo.

Con el objeto de definir la relacitn de estas proteinas
liberables con la liberacifn de neurotransmisores, se realizaron
una serie de manjpulaciones depolarizantes (46), las cuales

mostraron que:

1.- La depolarizacitn de neuronas con 54 mM de K+ acelert la
liberacién del neurotransmiser pero no produjo liberacién

detectable de proteina en el medio de cultivo.

2.- Al sustituir Ba++ por Ca++ en el medio con alte XK+ no solo se
produjo una mayor liberacién del neurotransmisor, sino que

ademds ya se detectaron las proteinas liberadas.

3.~ Veratridina, una to6xina que depolariza las células abriendo
canales de Na+ sensibles a voltaje, también produjo una
liberacién réapida del neurotransmisor y 1la liberaci6n de

proteinas.

4.- Tetrodoxina, ‘que bloguea los canales de Na+ sensibles a

voltaje, antagoniza los efectos de la veratridina.
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5.- El ion6foro A23187 que tiene una alta selectividad por Ca++
también evoca la liberacion del neurotransmisor y proteinas.
Sin ‘mebargo, este efecto fue Dbloqueadc por Co++, un

antagenista de ca++.

6.~ En ausencia de Cat++ y en presencia del veneno de la arafia
viuda negra, PCMBS (4cido sulfénico para cloro mercuri

benceno) & A23187 no se pudo detectar proteinas liberadas.

7.~ La adicién de Ca++ despuéds de una hora de haber agregade el
verneno de la arafia viuda negra, 6 pCMBS produjo una

liberaci6n tardia de proteinas.

8.~ Co++ que actda como agonista o antagonista de Ca++ en
distintos sistemas, bloguea la liberacién de proteinas a

concentraciones de 5 mM incluso en un medio de pCMBS,

De las evidencilas antes mencicnadas y otras, resulta clare
que existe una separacién entre la liberacién de proteinas y del
neurotransmisor y esto, en base a que la liberacidn del
neurotransmisor no siempre necesita Ca++, en camblo las proteinas

no se liberan sin Ca++ en el medio de cultivo.

Sweadner también discute algunas hipStesis en relacién al
mecanismo de la liberacién proteica. Asi la hip6tesis mis simple
es gque las proteinas son liberadas de la superficle celular
simplemente por un proceso de protedlisis limitada. Por ejemplo, y

asumiendo que las protefnas estdn unidas a la membrana por su
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regién hidrofébica, la liberacién podria ser trabajo de unma
proteasa dependiente de ca++ o de algin proceso proteolitico

activado por Ca++ (43).

Quiz&s la recaptura de las membranas vesiculares, que se
unieron a la mepbrana plasmitica durante la exocitosis podria
requerir la modificacién de proteinas de la superficie celular. EL
reciclaje vesicular ha sido estudiadg bastante en detalle (44) y
parece que al menos existen dos mecanismos para este reciclaje.
Uno que se llevaria a cabo a niveles de estimulacién bajos en el
cual las vesiculas sindpticas serfan recapturadas y recicladas
como vesficulas pequeilas, sin que ccura en 'este proceso algGn
cambio morfolégico importante. El otro que se llevaria a cabo a
altos niveles de estimulacién, produciria qgue pedazos grandes de
membranas se introdujeran formando cisternas intracelulares, las
cuales serfan degradadas o recicladas a vacuolas sindpticas.
Ceccarelli y Rurlbut, demostraron en 1980 (45) que la recaptura de
la membrana requiere de Ca++ extracelular en 1la unién
neuromuscular tratada con niveles bajos del veneno de la arafia
viuda negra. Ademds, Ba++ aumenta la  liberacién  del
neurotransmisor incrementando la recuperacién de las membranas por
vacuolas y La+++ a altas concentraciones produce la liberacién del
neurotransmisor y bloquea la recuperacién de la membrana. Todos
los efectos mostrados son paralelos a los efectos observados sobre
la liberacién de protefnas. Asi, los efectos del calcio y sus
anélogos, sugieren una buena correlacién entre la liberacién de
Proteinas de la superficie celular y la recaptura membranal en

vacuolas o cisternas.
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En un articulo posterior, Sweadner (46), profundizé nds en
sus investigaciones sobre estas proteinas liberables y.demostré
gue estas proteinas se liberan al medio en forma de monémeros
solubles. A través de un andlisis hidrodindmico se indic6é que
estas proteinas no tienen forma globular, sino probablemente

fibrilar.

III.6 LIBERACION DE PROTEINAS EN SISTEMAS IN VIVO.

En una serie de estudios sobre la liberacién de proteinas in
vivo (47, 48) se mostrdé la existencia de una liberacién continua
de proteinas cerebrales hacia el LCE por medio de la perfusién
ventriculo-cisternal en conejos no anestesiados. Los autores
mostraron gue los niveles de proteinas de los perfusados se
mantenian ‘“relativamente" constantes durante las 6 horas de
perfusién. La concentracién media de proteinas totales de las
muestras de perfusados de animales no anestesiados y sin
tratamiento farmacol6gico fue de 780 +/- 97 ug/ml. M&s de un 85 %
de estas proteinas resultaron ser mayores de 50 kdt. Cuando los
animales fueron tratados con pentobarbital la concentracién de
estas proteinas bajo a 266 ug/ml correspondientes a una
disminucidn del 60 %. AGn mis, cuando los animales fuereon tratados
con haloperidol, los niveles llegaron a 166 +/- 38 ug/ml que
representa un 70 % menor de los niveles en animales sin
tratamiento farmacolégico, El resultado de los efectos de la

administracién de pentobarbital, sobre los niveles de proteinas de
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los perfusados del LCE esta en conmpleta concordancia con los
resultados de Drucker-Colin y col. (49), los cuales mostraron una
répida disminucién de los niveles proteicos de perfusados, después

de la administracién de pentobarbital sédico.

Basado en 1lc anterior Barkai, y en conocimiento del
jmportante papel que la serotonina (5-HT), parece tener en la
regulacién del ciclo suefio-vigilia, decidio investigar la relacién
entre el recambio de 5-HT, el cual fue estimado por un método que
combiné la perfusién ventriculo-cisternal con la dilucién del
isotopo (5-14C-HIIA) que permite simulténeamente estimar la
dinédmica de aparicién y desaparicién de (5-HYIA) en el LCE. Los
resultados de este experimento mostraron que existe una relacién
lineal positiva con una r = 0.71 entre el metabolismo de 5-HT y la

secrecién de proteinas al LCE.

Otro de los trabajos importantes sobre la liberaci6n de
proteinas in vivo fue llevado a cabo por Greenfield y col. en 1983
(50), quienes publicaron un importante trabajo socbre la liberacién
de proteinas totales, acetilcolinesterasa y colinesterasa no
especifica en gatos anestesiados. El estudio de la liberacién de
proteinas se realizé utilizando las cénulas de

inyeccibn-extraccién ("push-pull®).

Primero analizaron las liberaciones esponténeas de estas
proteinas Yy mostraron que tanto los niveles de
acetilcolinesterasa, colinesterasa no especifica y protefna total

liberada de los nficleos caudados no difieren significativamente de
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los niveles obtenidos en sustancia nigra. En segundo termino
observaron que la omisién de Ca++ del medio de perfusién, no
produjo ningGn efecto significativo sobre los patrones de

liberacién espontédnea de estas proteinas.

En base a las actividades de las enzimas colectadas en los
perfusados hicieron una estimacién de 1las concentraciones vy
obtuvieron que la acetilcolinesterasa podria representar solo el
0.0015 - 0.0038 % del total protefco recolectado. Cuando se le
suman las otras dos proteinas (colinesterasa no especifica y LDH)
estos valores llegan a representar solo un 0.02 - 0.05 % de la

proteina total liberada.

Tambi&n estudiaren el efecto del alto K+ (30 mM} scbre 1la
liberacién de estas proteinas y mostraron que tanto la proteina
total como acetilcolinesterasa aumentaron en un 103 y 64 %
respectivamente, sobre los niveles basales. Los niveles de
colinesterasa no especifica y LDH no cambiaron producto de esta
manipulacién. Cuando se omitié el Ca++ en astas estimulaciones con
alto K+, se observd que el aumento de liberaci6n de
acetilcolinesterasa fue totalmente abolido, en cambio paré las
proteinas totales la abolicién fue solo parcial, Cuando se us6 100
mM de K+, Be observd que el aumento de liberaci6tn de
acetilcolinesterasa y protefnas totales tampoco cambiaron (en
comparacién con 30 mM) aunque el aumento de acetilcolinesterasa

fue mas prolongado (Se mantuvo en un mayor nfirero de colecciones).
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Los interesantes resultados obtenidos en este estudio

sugieren que:

1.~

La liberacién de algunas proteinas del sistema nervioso

central ocurre de manera esponténea.

La manipulacién por medio de factores despolarizantes produce
la liberacién de algunas pero no de otras proteinas de este
sistema. Este hecho sugiere gue existen cuande menos dos
poblaciones de protefnas liberables distintas del sistema
nervioso. Un grupo que incluiria a protefnas liberadas
dependiendo de la actividad neuronal y otro grupo cuya

liberacién parece ser independiente de la actividad nerviosa.

Ya gque en este estudio la omisién de ca++ no afectd
notablemente la 1liberacién espontidnea de proteinas vy
considerando que en esta miswa preparacién se ha demostrado
una dependencia de Ca++ para la liberacifn esponténea de
neurotransmisores (51} sugiere que los nmecanismos de
liberacién esponténea de proteinas y de neurotransmisores son

diferentes.

Los efectos del Ca++ en la liberacién evocada de
acetilcolinesterasa de la sustancia nigra, sugiere
fuertemente gque el origen de esta enzima es neuronal. Por
otro lado ya que la estimulacién con K+ en ausencia de Ca++
no produjo que los niveles de proteinas totales llegaran a

valores significativos, sugiere que existen cuando menos dos
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poblaciones proteicas que se liberan de células nerviosas por
estimulacién  despolarizante; una dependiente y otra

independiente de la presencia de Ca++ para su liberacién.

5.~ Por otra parte resulta claro que no todas las proteinas
liberadas tienen un origen neuronal. Aungue a la fecha no se
conoce la identidad celular de otras proteinas, existe la
posibilidad de que contaminacién con material no proteico
incrementaran de manera artificlal 1los valores proteicos

totales de los perfusados.

Resulta también evidente que la identificaci6én de estas
proteinas permitira resolver muchas dudas en relacidn al origen de

las mismas.

En otro trabajo posterior al de Greenfield, Bayén y col. (52)
desarrollaron un sistema de perfusién intracerebral in vivo
similar al de Greenfield, pero utilizando una cédnula de perfusién
distinta. El médelo de cénula utilizado por Greenfield, asi como
por otros investigadores, es el disefio clisico desarrollado por
Gaddum (53), en donde la aguja de infusién sobrepasa el nivel de
la aguja de extracci6én (aprox 2 mm) lo cual va a propiciar que
tanto la aguja de infusién como la de extraccisén se obturen
continuamente con pedazos de tejido, alterando el cursoc de 1la
perfusidtn o bien causando una lesién considerable al tejido. E1
nueve disefio de cé&nula propuesto por Bayén  consiste
primordialmente en la modificacién de la punta de la cénula. Dicho

cambio radica en la proteccién de la aguja de infusién por 1la

45



aguja externa, desarrollando asi una cénula ranurada ( para mas

datalle ver "canula" en este misma seccién).

El empleo de este nuevo tipo de c&nula hizo posible en un
primer punto comparar los dos tipos de canulas (tradicional y
ranurada), observande que el nGmero de obstrucciones fue 5 veces
mayor en la cdnula tradicional que en la ranurada, asi como
tanbién una disminucién en el tiempo de sangrado por la cénula

ranurada, al momento de ser insertada en el cerebro.

otras observaciones gque realizaron durante el desarrollo
experimental fue la liberacidn de protefnas y encefalinas, como de
otros marcadores (LDH, 3H-GABA) que utilizaron para monitorear la

lesién en el tejido y la viabilidad del mismo.

La liberacién de proteinas y encefalinas se caracterizé por

los siguientes eventos:

1.~ Al insertar la c&nula observaron un aumento, tanto de
proteinas como de encefalinas. Esto lo explican como un
efecto de la lesién en el tejido al momento de la insercién
de la canula, ya que se presenta sangrado -y destruccién

celular.

2.~ Una vez gue se lav6 el tejido con el liquido de perfusién se
observa una liberacién continua,tanto de protefnas como de
encefalinas, lo cual les permitioc establecer una linea base

que permite conocer la liberacién en condiciones normales de
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dichos metabolites.

3.- Al ‘aplicar un agente despolarizante (K+ 50 mM) observaron un
aumento significativo en 1la liberacitn de protefinas y
encefalinas, el cual fue decreciendo gradualmente hasta

alcanzar de nuevo la linea base.

4.~ Al producir una lesién mecénica al final de la perfusién
observarcon un aumento considerable tanto en la libkeracién de
proteinas c¢omo de encefalinas., Esta lesibn producida al
final, la hicieron con el fin de establecer un contrel que
les permitiera visualizar una liberacién masiva de proteinas
y encefalinas, y con el fin de tener un patrén de comparacién
que les permita diferenciar la linea basal de una forma

significativa.

Este grupo de trabajo report6é también la utilizacién de
3H-GABA como un marcador de la viabilidad del tejido, ya gque al
ser un neurotransmisor que se encuentra en las terminales
nervicsas y se libera por las mismas en condicioones fisiolégicas,
les permitird visualizar si el tejido se encontraba funcionando
adecuadamente o si bien 1la liberacién de proteinas se debio a

artefactos durante la perxfusién.

Junto con le anterior también cuantificaron la liberacion de
deshidrogenasa l&ctica (DHL), una enzima citoplasmitica soluble,
que se va a liberar solamente en presencia de lisis celular. La

cuantificacién de esta enzima 1les permitio descartar 1la
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posibilidad de que la proteina liberada fuera producto de la lisis
celular. Observaron que dicha enzima aumentaba considerablemente
al inicio de la perfusién, cuando se producia la lesién al
introducir la c&nula y al final de la misma al momento de producir
la lesién mecanica, Yy no durante la perfusién ni al momento de

producir una liberacién por despolarizacién cen un agente quimico.

De acuerdo con lo anterior cabe hacer mencién de la
importancia de poder conocer mejor estas proteinas que se liberan
tanto en condiciones normales como al presentarse una
despolarizacién, ya que podrian jugar un papel importante en los
procesos de transmisién de la informacién nerviosa, de hecho
algunos autores no descartan la posibilidad de que desempefien
algiin papel como posibles neuromoduladores pero aGn no se tienen
las evidencias suficientes como para poder hacer 1la aseveraci&ﬁ
anterior. En este contexto consideramos mis importante el conocer
las caracteristicas generales de estas proteinas, come puede ser
el contar con 1las técnicas adecuadas para su deteccitn vy
cuantificacién, asi como su distribucién en el sistema nervioso
central, para posteriormente intentar su aislamiento vy

posiblemente su caracterizacién.
;
III.7 CANULAS.

Para la realizacién de perfusiones intracerebrales se han

utilizado diferentes tipos de cénulas. En 1953 Feldberg y Sherwood
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(54) describen la céanula de collison (la cual se atornilla
directamente al crénec del animal), gue consiste en una aguja que
se puede conectar directamente a una jeringa con solucién salina
fisiolégica o con una solucién de la droga que serd inyectada,
este tipo de cénula la utilizaron principalmente para perfusiones
intraventriculares (55). Posteriormente, Fox y Hilton (56) en 1958
diseflaron un sistema de dos agujas paralelas que utilizaban para
intercanmbiar el medio de perfusién a través del tejido subcutaneo
(57). En noviembre de 1960 en el encuentro de Mill Hill de 1la
sociedad de Fisiologfa, Gaddum (53} describe una serie de
modificaciones que realizé a la canula de Fox y Hilton, siendo la
principal que colocé las dos c&nulas concentricamente (una dentro
de la otra) para asegurar aGn m&s la presicién de la zona a
perfundir, y reportande en 1961 (58) la primera observacién de la
liberacién de acetilcolina (ACh)} con este método, todo esto de una
estructura subcortical especifica como es el nGcleo caudado. A
este disefic se le conocio como cénula “push-pull", ya que facilité
la inyeccién-extraccién de una solucién fisioldgica artificial en

el parenquima cerebral.
Este nuevo método trajo consigo una serie de ventajas:

1.- Facilita 1la recoleccién de sustancias liberadas en

condiclones normales.
2.- Nos da indicaciones bastante claras sobre el intercambio del
material almacenado y puede ser utilizada para estudiar los

factores de la estimulacién nervicsa.
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3.- Esta técnica hace posible localizar el sitio de la liberacién
de sustancias en tejidos como el sistema nervioso central,

r&s precisamente que por otras técnicas (59).

4.- Con esta técnica se puede visualizar facilmente alguna
posible contaminacién producida por la interaccién con 1la

barrera hémato-encetédlica.

En 1964 Delgado y col. (60) proponen el uso de la cénula
yuxtapuesta, similar al disefio de Fox y Hilton, que consiste en
dos tubos de acero inoxidable calibre 27 y que estén soldados uno
al otro paralelamente y unidas a dos giectrodus, designando a este
nuevo disefio como quimiotrodos (61), ya que permiten el uso de la
cénula "push-pull™ y al mismo tiempo la estimulacién eléctrica.
Este diseiio trajo consigo la facilidad de que la cédnula pueda ser
utilizada repetidas veces en el mismo animal y en la misma zona
por varias semanas, debido a que la cénula era implantada

persanentemente al créneo del animal.

En 1969 Myers y Sharp (62) presentan el método de la
implantacién permanente de la canula de extraccién en el
hipotdlamo de monos. Aungue este método de implantacién del tubo
externo de la cédnula reduce el trauma local del tejido, se
presentan dos problemas: (i) la oclusitn de la punta de la cénula
debido a material de la neuroglfa y (ii) disminucién de las
neuronas reactivas en la region alrededor del sitio de perfusién a

consecuencia de la encapsulacién por tejido cicatrizante.
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Como una posﬁble solucién a este problema Barton y col. (63)
proponen en el mismo afioc el uso de cénulas gufas implantadas
cronicamente (por medio de cemento acrilico) en la cisterna magna
de ovejas, permitiendo que con esto los anipales se puedan
recuperar de 1la cirugia de implantacién y 1la insercién de la
cédnula sea en forma aguda, encontrandose la zona a perfundir sin

lesién alguna.

En la actualidad, el modelo de cénula que se utiliza en las
perfusiones cerebrales, es basicamente el descrito por Gaddum (53)

y adaptado por Myers (64)(figura 1).

En trabajos anteriores con este tipo de canula se observé gue
durante la perfusién habia una alta insidencia de obstrucciones en
el flujo, debidas principalmente a fragmentos de tejide y/o
pequefios co&gulos , esto a causa de la erosién del tejido por el
flujo del 1fquido de perfusién. Con el fin de disminuir dicha
erosién se diseflaron modelos en los cuales la punta de la cénula

de infusién se encontraba dentro de la c8nula de extraccién (65).

Sin embargo este modelo no llega a ser el ideal, ya que la
interfase de difusién en la punta de la cdnula y el &rea del
tejido a perfundir se reduce, siendo necesario el uso de canulas
de mayores dimensiones, lo que disminuye su utilidad para 1la

perfusién de animales pequefios.
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CANULA GUIA
CANULA "PULL"

CANULA"PUSH"

€-———————— AREA DE PERFUSION

FIGURA 1. Modelo de la cénula "push-pull" desarrollado por Gaddum
y adaptado por Myers, en donde la cinula de inyeccion estd
directamente en contacto con el tejido y la de extraccién por

encima de la de inyeccién (78).
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partiendo de las experiencias anteriores Bayoén y col. (66,
67) modificaron la geometria de la sonda de perfusién en el
extremo gue esta en contacto con el tejido. La canula prototipo se
construyé a partir de tubos de acero inoxidable de pared delgada
calibre 27 (interna o "push") y 21 {externa o "pull"), antes de
ensamblarlas uno de los extremos de la canula externa se oblitera
con soldadura y se ranura bajo control microscépico. La nueva
disposicién geométrica de la sonda, hace que la ruta de
circulacién del liquido de perfusi6én sea paralela a la superficie
expuesta del tejido, reduciendo de esta manera la resistencia
tisular y del sistema de perfusién. El nGmero y la longitud de las
ranuras (&rea de contacto tejido-medic) son susceptibles de
variaciones dependiendo de la anatomfa y el tamafio del 4&rea

cerebral que se quiera perfundir (figura 2).

Desde sus primeros disefios la cénula “push-pull" ha sido
utilizada para diferentes propésitos, aqui se mencionan alguncs de

les mds importantes:

l.= Facilita la perfusién de los ventriculos cerebrales con
drogas,o para determinar 1la liberacién de compuestos

endSgenos o marcados en el liquido cerebroespinal (68).

2. Para perfundir distintas &reas del cerebro con drogas y
estudiar su efecto sobre las funciones del sistema nervioso
central u organos periféricos (69). Adem&s el 4rea de
perfusién puede ser estimulada electricamente con la punta de

la cénula y asi poder investigar los efectos de las drogas
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FIGURA 2. Proyeccién ortogonal de la punta de la c&nula
"push~pull" desarrollada por Bayén y col., como se observa, la
cénula "push" se encuentra protegida por la cénula "pull" y 1la
zona de perfusién se va a restringir al contacto que haya entre el

liquido y el tejido a través de los "slots" de la cénula (52).
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sobre los cambios en la presién sanguinea evocados por la
estimulacién del 4rea perfundida (65, 70). Es obvio que la
perfusién de distintas A4reas del cerebro con agonistas o
antagonistas especificos puede ayudar a aclarar la naturaleza
bioguimica del sistema nervioso, involucrade en procesos de
conducta y en la regulacién de funciones de organos
periféricos. La cénula "push-pull" también ha sido utilizada

para registrar actividad eléctrica en el area de perfusidn.

Se ha utilizado para inyectar monoaminas marcadas
(noradrenalina, dopamina o 5-hidroxitriptamina) o aminodcidos
(GABA, glicina) y poder investigar el reposo y la liberacién
inducida de compuestos radiocactivos y sus metabolitos (65,
71, 72), Con esta técnica los efectos de las drecgas y de la
estimulacién eléctrica en la liberacién de comuestos marcados
ha side minuciosamente investigada. Sin embargo, debemos de
conservar en mente que los neurctransmisores marcados gque se
han inyectado son almacenados y pueden ser liberados por

células neuronales o células no neuronales.

Para perfundir distintas 4reas del cerebrc con precursores de
neurotransmisores come 3H-tirosina (73), 3H-triptofano o
3H-glutamina y determinar los patrones de liberacién de
catecolaminas maracadas (dopamina, noradrenalina)
recientemente sintetizadas, asi como S-hidroxitriptamina y

GABA (74).
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5.- Para perfundir distintas &reas del cerebro de animales
anestesiados y concientes y determinar la liberacién de
neurotransmisores endégencs en los perfusados. En un
principio se utilizaron bioensayos y técnicas fluorométricas
para la determinacién de acetilcolina (60, 75), dopamina (76)

y S=hidroxitriptamina (77).

VENTAJAS DE LA CANULA "PUSH-PULL".

Por posibilitar su uso en animales en libre movimiento, 1la
principal ventaja de la cénula "push-pull', es permitir el estudio
de la correlacién de diferentes eventos bioquimicos gue ocurren en
un microambiente celular especifico, con diferentes estados
conductuales. Sin embargo, el uso de esta cénula presenta otras

ventajas algunas de las cuales afin no han sido bien explotadas.

1.- El perfundix al mismo tiempo dos regiones diferentes del
cerebro y estudiar por ejemplo como son los patrones de
liberacién de una misma sustancia en ambas regiones,

dependiende por ejemplo del estado de vigilia del animal.
2.~ Permite comparar el patrén de 1liberacién in vivo de

sustancias endégenas y su correlacién con una conducta

especifica en diferentes especies animales.
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3.- Permite comparar el patrén de liberacién in vivo de
sustancias endbgenas en animales de diferentes edades, y asf

realizar un estudio ontogénico al respecto.

4.- Permite también estudiar el efecto de la hora del dia
(componente circddico) y el efecto de diferentes ciclos de

luz y obscuridad sobre los patrones de liberacién enddgena.

5.- Permite perfusiones cruzadas de un animal a otro.

6.~ Posibilita el estudioc profundo de un microambiente neuronal
con la posibilidad de 1llevar a cabo manipulaciones

farmacolégicas y electrofisiolégicas.

7,- Con la adicién de un termodo permite valorar los efectos de
diferentes temperaturas (en el sitio de perfusién) scbre los

patrones de liberacién de sustancias endbgenas.
8.~ Permite el estudio in vivo del transporte axonal.

Estas ventajas son solo algunas, evidentemente existen muchas
otras, peroc con lo ya mencionado queda claro, el enorme potencial

de su uso en las neurociencias, y en otras 4res como pueden ser la

fisiologia y la farmacologia.
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DESVENTAJAS DE LA CANULA "PUSH-PULLY.

Desgraciadamente esta técnica también presenta algunas

desventajas que son importantes mencionar:

3.-

La introduccién de la cénula produce un daflo celular que en
algunos casos puede ser importante, peroc que en otros no
parece ser mayor gque el producido por la introduccién de un

electrodo.

Es difici)l evaluar la cinética de la desaparicién de una
sustancia introducida al sistema nerviosc por medioc de este

método.

Asi mnismo, es dificil ealcular la concentracién de una
sustancia una vez infundida en el tejido y poder determinar

con exactitud el &rea de la zona perfundida.

Es evidente que este sistema no permite estudiar eventos
bioguimicos que ocurren muy répido y por lo tanto los cambios
fé&sicos en la liberacién de una sustancia son muy dificiles

de percibir.

Existen probablemente otras desventajas pero con las

nencionadas se nuestra que aln existe mucho por hacer para

optimizar este sistema.
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III.8 PERFUSIONES.

Los métodos de perfusién que se emplean en la actualidad
estén basados en el nismo principio: el control de la inyeccién y
la extraceidén de un fluido fisiolégico artificial que bafa
células, tejidos u érganos. Este procedimineto permite 1la
coleccidn continua de los productos que liberan las células bajo
varias condiciones fisiolégicas y farmacolégicas. De acuerdo con
la aplicaciébn de los sistemas de perfusién los podemos clasificar

como perfusiones in vitro y perfusiones in vive.

En el estudio de los procesos de liberacidn in vitro a través
de las técnicas de perfusién, se han utilizado principalmente tres
tipos de preparaciones: sinaptosomas, rebanadas de tejido y

pequefios organos, como ganglios y peguefas glandulas (78).

La perfusién de sinaptosomas adaptada por Raiteri (79) Y
Redburn (80) consiste en una cédmara cerrada con un Ffiltro
microporoso donde los sinaptosomas son retenidos y empaquetados
presentando una delgada capa de material a perfundir. Aungue este
sistema ha sido utilizade para estudiar la liberacién de
transmisores clasicos, experimentos sobre 1la liberacién de
material peptidico nos permite ver una de sus limitantes: la
capacidad de los filtros para retener elementos sinaptosomales sin
alterar el flujo, y la estabilidad de la mwestra es limitada a una
pequefia cantidad de protefna sinaptosomal (aproximadamente 0,5 ng

en un filtro de 25 mm de dismetro) (78).
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" La perfusién de fragmentos de tejido o rebanadas (o pedquefios
organos), es una técnica donde la cantidad de material perfundide
no es tan estrictamente limitada como se menciond anteriormente,
aungue el desarrollp metodoldgico es muy parecido (81, 82). El
tejido es puesto en una cémara entre dos rejas, las mallas son
bastante pequefias como para retener los fragmentos de tejido, que
estén en un intervalo de entre 100 y 500 um. El flujo es mantenido
por dos sistemas de bombeo. Este sistema es diferente al
mencionado anteriormente ya que no es un bafio cerrade sino que se

encuentra abierto a la presidn atmosférica.

El uso continuec de las técnicas neuroquimicas in vitro para
poder entender el papel del cbdigo quimico en el cerebro nos pone
al tanto de algunas de sus limitantes. El aislamiento quirtrgico
de ciertas regiones del cerebro y su fracciopamiento mecénico a
estructuras celulares y subcelulares facilita el control de las
condiciones experimentales en las cuales sera estudiado, pero como
una consecuencia de este aislamiento se pierden las conecciones
normales con el cerebro y con el resto del organismo. Por lo
tanto, para poder estudiar la regulacién fisiolégica de diversos
eventos neurequimicos y su integracién dentro de la funcién
neural, es necesario abordar el problema con sistemas in vivo. El
més obvio es crear un sistema de perfusién anéloge al usado in
vitro, pero en lugér de poner la muestra de tejido en un bafio, es
necesario implantar el bafic en el tejido cerebral de un animal
vivo (52). Desde los afos 70’s se han utilizado copas, agujas,
c4nulas concentricas, bolsas de dialisis y fibras, todos capaces

de introducir una solucién fisjolégica artificilal en el cerebro
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permitiendo la adminstracién y el muestreo de sustancias quimicas

dentro y provenientes de estructuras neurales bien definidas.

La adminstracién in vivo de alteraciones en la captacién y
liberacién de sustancias provenientes de estructuras cerebrales
profundas se ha llevado a cabo tradicionalmente por el método de
perfusién ventricular ya descrito por Leusen (83), Battachayra y

Feldberg (84) y Pappenheimer y col. (85).

Las céanulas ventriculares son implantadas en regiones
separadas del sistema ventricular cerebral, funcionando una para
la infusién y otra para extraer el liquido cerebroespinal gue se
encuentra en la cavidad entre ambas cénulas. Otra herramienta de
perfusién ya utilizada es la llamada copa cortical, la cual es una
cdmara que se adhiere cronicamente a la superficie del cerebro y
cuenta con tuberias que permiten la infusién y la extraccién del

lfquido de perfusién (64).

La principal desventaja de estas técnlicas es sin ewbargo, la
impesibkilidad de wusarlas para examinar regiones cerebrales
discretas localizadas a alguna distancia del lumen ventricular o
la corteza cerebral. En estas circunstancias la técnica de
perfusi6én con cénulas "push-pull", originalmente descrita por
Gaddum (53, 58) representa un importante avance. Esta técnica
utiliza una canula concentrica cuya principal ventaja sobre los
sistemas de perfusién descritos antes, es la posibilidad de
perfundir estructuras especificas del parénguima cerebral (sin

importar su profundidad),
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Ya desde su primera descripcién numerosos investigadores han
enpleado este métode para estudiar la liberacién de posibles
neurotransmisores tales «como la acetilcolina (ACh) (86),

noradrenalina (NA) (87) y S-hidroxitriptamina (77).

Probablemente la principal ventaja de trabajar con un sistema
"push-pull" radica en la versatilidad de la técnica, la cual puede
ser usada para varios propbsitos experimentales. E1l uso de 1la
cénula "push-pull" para la recoleccién de neurotransmisores
endﬁgenosl en los perfusados abre una nueva perspectiva en el
estudic de la dindmica de la liberacién de neurotransmisores en

distintas &reas del cerebrao (59) (figura 3}).

conjuntando las técnicas de perfusién con los métodos
adecuados para detectar la liberacién de neurotransmisores

enddégenos en los perfusados nos dan la opcién de poder investigar:

1.~ El patrdon de 1liberaci6én de neurotransmisores enddgenos en

estructuras del parénquima cerebral.

2.~ Cambios en la proporcién de liberacién de neurotransmisores

producidos por estimulacién eléctrica (88, 89).

3.~ Los efectos de agonistas y antagonistas de receptores en la
liberacién de neurotransmisores endogenos. Asi, procesos como
la regulaci6n de la 1liberacién de neurotransmisores puede

ser estudiada bajo condiciones in vive (90).
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FPIGURA 3. Sistema de perfusién "push-pull". La cénula es adaptada
a un sistema de bombas persitilticas que se van a encargar de
inyectar y extraer el 1liquido de perfusién. Los flujos
inyeccién y extracci6on se mantienen constantes durante toda la
perfusidn, la diferencia entre ambos flujos es compensada por una

entrada de aire en la tuberia de extraccién (52).
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4.- Lla influencia de cambios conductuales, o la alteracién de la
funcién de organos periféricos, sobre los patrones de

liberacién de neurotransmisores.

S5.= Alteraciones en la proporcién de liberacién de
neurctransmisores en distintas &reas del cerebro come una
consecuencia de cambios en las funciones centrales, que puede
ser Gtil para esclarecer el papel de los neurotransmisores de
esta 4rea en particular en los procesos regulatorios (91,

92).

A pesar del uso relativamente amplio de la técnica de
perfusién in vivo, se le ha dado poca atencién a las variables que
influyen en la eficiencia del sistema de perfusién. En las dos
dltimas décadas solo Myers (64), Yash y Yamamura (S93), Honchar
(94) y Bayén (66) han revisado la teorfa y la practica de la
técnica de perfusibn in vivo, los objetivos de estas revisiones se
pueden traducir como intentos de solucionar los principales

problemas técnicos de los métodos de perfusién.

Dentro de los principales problemas gue se pueden presentar
en una perfusién se encuentran: a) lesiones del tejido producidas
por el sistema de perfusién; b) erosién del tejido por el
constante flujo del liguide de perfusién; y ¢) accidentes

hidroedinamicos.

Las lesiones del tejido son producidas principalmente al

intreducir la cénula, lo gque puede propiciar gue haya una parcial
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o total interrupcién del flujo al bloguearse el sistema de
inyeccién o extraccién con pedazos de tejido y/o con pequefios
cofgulos, esto también puede ccurrir a le largo de la perfusién si
se llega a presentar un dafic tisular mec&nico a causa de algGn

movimiento brusco del animal (66).

La erositn del tejido causada por el flujo constante del
liquido de perfusién se puede ver favorecida si se aumenta 1la
velocidad del flujo, propiciando que se deteriore la funcionalidad
del tejido e incluso que se pueda presentar desprendimiento de
pequefios fragmentos de tejido que pueden obturar los sistemas de
inyeccidn-extraccién y por 1lo tanto favorecer el acumulo de
liquido en la zona de perfusién, o bien generar una presién
negativa con el consecuente dafio en el tejido. Otro de los
problemas que se pueden presentar es el sangrado contimuo debido a
la erosién producida cerca de un vaso sanguineo, encontrandose los
perfusades contaminados con material proveniente de la sangre,
muchas veces este tipo de contaminaciones ne son visibles en
condiciones normales, sin embargo interfieren significativamente

en las determinaciones gue se realizan a los perfusados.

Por Gltimo los accidentes hidrodin&micos se presentan cuando
no hay una buena sincronizacién entre el sistema de inyeccién y el
de extracién, si alguno de los dos se llega a desfasar puede
ccurrir que: a) haya una acumulacién continua de liquido y este
ccasione dafio en el tejido; y b) que al no 1llegar cantidad
suficiente de 1lighido a la zona de perfusién el sistema de

extraccién emplece a ejercer una presibn negdtiva sobre el tejido,
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que puede favorecer el sangrado y el dafio tisular y por lo tanto
obstrucciones en el flujo de extraccién (95). Como una posible
solucién a este problema se creo un sistema de perfusiébn abierto
(78), para que en el momento que se presente un retrazo en la
inyeccién del 1liquido el sistema pueda compensar con aire el
liquido faltante y asi evitar gue se origine una presién negéativa

en el &rea de perfusién.

VENTAJAS DEL SISTEMA DE PERFUSION "PUSH~PULL".

La perfusién de regiones especificas del cerebro con 1la
técnica "push-pull" ha sido de gran ayuda a las neurociencias en
las dos fGltimas décadas, para poder establecer patrcnes de
liberacién y asi entender mejor el papel que desempefian los
neurotransmisores en la distintas estructuras del cerebro, agui se

mencionan algunas de las ventajas:

i.~ El utilizar animales concientes y en libre movimiento es una
de las principales atribuciones de esta técnica a 1la
investigacién de 1los procesos dg liberacién, pudiendo
relacionarlos a su vez con fenémenos conductuales o de

comportaniento.

2.- Poder perfundir cualquier estructura del parénquima cerebral,

independientemente de su localizacién.
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Permite el anilisis repetitivo de neurotransmisores endégenos
liberados por largos periodos de tiempo (horas ) en un mismo

animal.

Permite hacer una correlacién de 1la liberacién de

neurotransmisores con cambios fisiolégicos.

Facilita la exposicién, por tiempos prolongados, de diversas

drogas en el tejido nervioso.

Permite 1la localizacién neuroanatémica de la accién dae

neuropéptidos en diversas &reas del cerebro.

Su facil conjuncién con otras técnicas (voltametria).

-

Como se puede observar la versatilidad de esta técnica es su

principal ventaja y ofrece un gran potencial para estudios futuros

en materia de liberacién e inyeccién de sustancias neuroactivas en

el sistema nervioso central.

DESVENTAJAS DEL SISTEMA DE PERFUSION "PUSH-PULL".

Desafortunadamente esta técnica cuenta con una serie de

limitantes o desventajas que hacen gque muchos investigadores

actuen con reserva en cuanto a su uso:
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1.-

Debido a gue es una técnica invasiva, produce una lesién
tisular que en algunas ocasiones puede producir patrones
erronecs de liberacién, y no se puede sabar hasta no estar
terminada la perfusidén y examinar histolégicamente la zona

perfundida.
Su uso se puede encontrar limitado por el tamafio de 1la
estructura a perfundir siendo sumamente diffcil perfundir

zonas muy pequefias.

La eficiencia del intercambio de sustancias entre el liquido

de perfusién y el tejido es baja.

Puede producir alteraciones en las caracteristicas del sitio

de perfusién (proliferacién de células no neuronales).

Formacién de cavidades en el sitio de perfusién, debido

principalmente a las altas velocidades del flujo.

Se puede ver comprometida con la barrera hémato-encefdlica, y

por lo tanto se pueden encontrar contaminados los perfusados.

Con lo expuesto anteriormente se puede ver que esta técnica

no llega a ser la ideal para poder estudiar la liberacién in vivo,

pero hasta el momento es bastante adecuada para abordar este campo

de estudio.
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III.9 ENSAYO INMUNOADSORBENTE RELACIONADO A ENZIMAS (ELISA).

El empleo de los inmuncensayocs répidamente ha reemplazado
otros métodos usados para detectar o cuantificar sustancias con
propiedades fisiolégicas o farmacoldégicas importantes. Los altos
niveles de sensibilidad y especificidad alcanzados con los
inmunoensayos, resultan de la unién especifica, de alta afinidad y
reversible de los antigenos a los anticuerpos, asi como a 1la
existencia de métodos con un grado de sensibilidad mayor en su
detecccién a marcadores tales como isétopos, radicales libres,
bacteriofagos, enzimas, etc. que se unen a antigenos o
anticuerpos. Aunque los isétopos son la marca mas comGn y
extensamente usada, el nimero de inmunoensayos sensibles y
especificos que emplean enzimas estidn aumentando réapidamente

(101).

De entre las primeras aplicaciones de enzimas como marca o
etiquetas fué el uso de conjugados enzima-anticuerpo para detectar
Y 1localizar componentes antigénicos de la célula ya sea por
microscopia de 1luz o electrdnica. Poco después, el uso de
conjugados enzima~antigeno Y enzima~anticuerpo en los

inmunoensayos fue reportado por Engvall y Perlmann (102).

Los ensayos inmunoenzimaticos son clasificados en dos grupos:
(1) los heterogéneos, en los cuales la enzima marcada, unida al
antigeno ] al anticuerpo es separada del complejo
antigeno-anticuerpo, marcado con la enzima, antes de medir la

actividad enzimitica, y (2) el homogéneo, en el cual la actividad
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de la enzima o antigeno marcado se mide en presencia del complejo
.

antigeno-anticuerpo en donde dicha enzima es inhibida por efectos

estericos, siendo esta una cuantificacién indirecta de 1la unién

antigeno-anticuerpo.

El ensayo inmuncadsorbente relacionado a enzimas (ELISA) es
un ensayo inmunoenzimitico heterogeneo que se basa en los mismos
principios que los radioinmunoensayos (RIA), la mayor diferencia
entre el ELISA Yy el RIA es el uso de una enzima para marcar el
antigeno o antocuerpo en vez de utilizar un isétopo. El ensayo de
ELISA se basa principalmente en la adsorcién del antigeno o
anticuerpo a un soporte y una vez unido se pone en contacto con el
anticuerpo o antigeno (segin sea el caso) que estard marcado con
una enzima, después del lavado de la porcién que no se unidé se
medira la actividad enzimatica en la fraccién unida por medio de
la conversidén, catalizada por enzima, de un compuesto acrom&tico
en un producto altamente cromdtico, siendo la cantidad de color
desarrollada directamente proporcional a la cantidad de complejo

antigeno-anticuerpo presente en la reaccién (99).
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IV. OBJETIVO GENERAL.

DETECTAR LA LIBERACION DE PROTEINAS, EN CONDICIONES
BASALES Y DE ESTIMULACION, EN PERFUSADOS "IN VIVO" DEL
COMPLEJO ESTRIADO DEL CEREBRO DE RATA, EMPLEANDO METODOS

BIOQUIMICOS E INMUNOENZIMATICOS.
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V. OBJETIVOS PARTICULARES.

OBTENER PERFUSADOS "IN VIVO" DEL COMPLEJCO ESTRIADO DEL
CEREBRO DE RATA.

EMPLEAR UN  ENSAYO  INMUNOENZIMATICO (ELISA) PARA
EVALUAR LA CONTAMINACION DE PROTEINAS SERICAS EN LOS
PERFUSADOS.

DETECTAR LA LIBERACION DE PROTEINAS ER PERFUSIONES
"IN VIVO" EMPLEANDO METODOS BIOQUIMICOS.

DETECTAR LA LIBERACION DE PROTEINAS EN PERFUSIONES
"IN VIVO" EMPLEANDO UN ENSAYO INMUNOENZIMATICO.
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VI. MATERIALES Y REACTIVOS.

Las canulas fueron adquiridas comercialmente de Gelman Inc.

No. de Cat. €313GP, C313ICP, €313DC, Houston, Texas.

El anestésico que se emplesé fué halotano, Fluotane de ICI
Farmacéutica, para su administracién se utilizé una vaporizador

anestésico Halothan Vapor 19.1, Drdgerwerk ag Lilbeck, Germany.

Para el transporte del liquide de perfusi6én a la cénula se
utilizaron tuberfias de silicén Sylastic, “"push" tuberfia con un DI
de 0.B mm y DE de 2.4 mm, "pull" tuberia con un DI de 1.6 mm y DE
de 3.2 mm, Cole-Parmer HNo. Cat. N-06408-60 y N-06408-62

respectivamente.
Para la inyeccibén-extraccién de la solucién fisiolégica
artificial se emplearon dos bombas peristilticas de cassette

Manostat, No, Cat. 13-874-610, flow rate 1,5-125 ml/hr.

Las muestras fueron recclectadas en microtubos Eppendorf de

polipropileno, Brinkmann Inst. Co., No. Cat. 22 36 380=8.
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Las placas para el enszayo inmunoenzimitico fueron adquiridas
de Costar, ¢tipo Immulon II de fondo plano de 96 pozos. El
anticuerpo de chivo anti-anticuerpo de rata utilizado fué

adquiride de Peninsula Laboratories Europe, LID.

El anticuerpc moncclonal fue amablemente proporcionado por la
Dra. Ana Ma. Sierra H. del Instituto de Investigaciones Bicmédicas
y cuyas caracteristicas son: fué obtenido de la hibridacidn de
células mieloldes de ratén (P3-X63-AgB.6.5.3.) con células de bazo
de ratones BALB/c inmunizados con proteinas solubles provenientes

de vesiculas sinépticas.

Para evaluar 1la liberacién de GABA exdgenc se empled
&cido-gama-amino butirico tritiado (4~amino-N-(2,3,~H3) butiric
acid) con una actividad especifica de 25-40 Ci (925 GBg-1.48 TBg)/

mmol, NEN Research Products, No, Cat. NET-191, DuPont.

Para la preparacién de las distintas soluciocnes se emplearon

reactivos grado analitico o reactivo de J.T. Baker, Merck y Sigma.

V1.1 ANIMALES DE EXPERIMENTACION.
Se emplearon ratas Wistar machos con un peso entre 290 y 300

gr. Estas caracteristicas son tomadas del atlas de Paxinos y

Watson (96) de donde se tomaron también las coordenadas
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estereotdxicas de las zonas a perfundir. El niumerc de animales que
se manejo fué variable de acuerdo con la etapa experimental, por

lo que se indicar4 en cada fase el nimero de animales empleados.

VI.2 CANULAS.

La canula "push" es una aguja de acero inoxidable de paredes
delgadas calibre 27 con una longitud de 15 mm, soportada en un
cilindro de teflén con rosca interna, 1llamandose en conjunto
cdnula conector, que lleva en su parte superior dos proyecciones
de tubo callbre 21 por donde se conectan los sistemas de
inyeccién-extraccién. La cdnula "pull" consiste en un tubo de
acero inoxidable de paredes delgadas calibre 21 con una longitud
de 12 mm. En su parte superior lleva un sistema de adaptacién de
teflén con rosca externa, gque sirve para ajustarse a la cénula
conector y formar en conjunto la cénula "push-pull", las agujas
concéntricas  ("push"-interna; “pullV-externa), presentan un
espacio entre la parte externa de la “push" y la pared interna de

la "pull* que es por donde va a fluir el 1lfiquido extraide.

De acuerdo con las zonas a perfundir (Globus pallidus y
Ccaudado putamen) las caracteristicas de la cénula son: la longitud
de la cénula es de 11 mm y su diametro externo de 1.0 mm; por
medio de un esmeril y utilizando un microscopio estereoscépico se

desgastaron las paredes del tubo externo hasta formar dos ranuras
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opuestas con una longitud aproximada de'2.5 a 3.0 mm, guedando en
forma de punta de desarmador. Las puntas del tubo externo deben
ser lo s;xficientemente anchas como para proteger por completo a la
cénula "push", Por Gltimo se le pone un punto de soldadura en la
punta al tubo externo con una longitud méxima de 0.5 mm, esto para
evitar que el tejido se meta tanto en la cénula “push" como en la

“pyull®,

Para poder alcanzar la 2zona a perfundir y gque la cédnula
permanezca fija en el créneo del animal durante la perfusidn, se
jmplanté quirGrgicamente una cénula guia en la calota del animal,
1la cual consiste en un tubo de acerc inoxidable con una longitud
aproximada de 10 mm de calibre 18 gque va a estar sujeta por medi;:
de cemento acrilico a un cilindro de teflén con rosca interna que

sirve de soporte y sujecién a la canula.

VI.3 COORDENADAS.

Las coordenadas que se utilizaron para la implantacién de la
cénula gufa son 1las siguientes: para Globus pallidus,
antero-posterior= -1.1 mm, sagital= +3.25 mm y Vertical= -7.5 mm;
y para Caudado putamen, antero-posterior= +0,5 mm, sagital= +3.0
mm y vertical= -6.5 mm. El punto que se tomé como referencia fué
bregma, de acuerdo con el atlas que se utiliz6. A este punto se le

gsumaron o restaron los valores de las coordenadas mencionadas
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anteriormente.

El extremo inferior de la cénula guja se debe de colocar de 1
a 2 mm por arriba de la regién que serd alcanzada por la cinula
upush~pull" en el momento de la perfusi6n, esto con el fin de

evitar la formacién de gliosis en el sitio de perfusisn.

VI.4 SOLUCIONES EMPLEADAS.

Como medio de perfusién se utilizé un buffer de bicarbonatos

Krebs-Ringer modificado, con la siguiente composicién:

NaCl 127 nM
KC1 3.73 mM
CaCl2 1.8 nM
KH2PO4 1.18 mM
Mgso4 1.18 mM
NaHCO3 20 nM
Glucosa 2.0 g/t

Este medio se prepara dos horas antes de la perfusién y se
filtra por membrana Millipore de 0.45 um, posteriormente se le
hace burbujear una mezcla de C02/02 (5%/95%) por espacio de 5 min.

o hasta que alcance un pH de 7.2.
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Para la estimulacién quimica del tejido se empled una
soluciébn de potasio 50 mM. Esta solucién se preparé tomande el
medic base de Krebs-Ringer, modificando solamente la concentracisn
de iones sodio a 77 mM y sustituyéndolos por iones potasio hasta

una concentracién de 50 mM.

Para estudiar la liberacién de GABA exégenc se adicionaron 10
ul del 3H-GABA al medio de perfusién, en una alicuota de 1750 ul
de medio, gue se perfundieron en un pericdo de tiempo de 32 min

aproximadamente, 1o que equivale a 4 muestras.
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VII. METODOS.

VII.1 ANESTESIA.

Se empled un anestésico volatil (halotano), el cual se
administré por via inhalatoria. La induccién se llevo a cabo con
halotano al 5% en una mezcla de c02/02 (5%/95%, respectivamente)
durante 5 min., posteriormente se coloca el animal en el
estereotédxico y se conduce bajo un flujo continuo de halotanc al
1% en la misma mezcla de C02/02, durante el tiempo que dure la

cirugia.

VII.2 PROCEDIMIENTOS QUIRURGICOS.

La cirugfa consistié en la implantacién estereotéxica de la
cdnula guia en el craneo del anirmal, bajo condiciocnes de
antisepsia. Para la implantacién de la cinula quia se anestesid al
animal y se coloct en el estereotdxico, se descubrid el créneo y
se hizo un orificic de 2.0 mm de difmetro en la zona donde se

ubicard la cinula guia de acuerdo con las coordenadas del atlas
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estereotaxicc. La cénula guia se mantiene sujeta al crénec del
animal por medio de la colocacién de tres tornillos de sujecidn
ademds del vaciado de cemento acrilico en la zona en gue se coloca

la guia.

VII.3 PERFUSION.

Antes de iniciar 1la perfusién los anlmaleslse revisaron
cuidadusamente observands que no tuvieran perturbaciones motoras o
conductuales que indicaran que la implantacién de la cénula guia
haya producide un dafio muy severo, cuando estoc se presentd se
sacrificé al animal. También se debe observar que la canula guia
no tenga ningGn tipo de movimiento ya que de presentarle la cédnula
se estard moviendo continuamente durante la perfusién 1o gque

ocasionard continuas lesiones y sangrados en el animal.

Los sistemas de inyecciébn-extraccién se deben encontrar
correctamente calibrados con ei proposito de conocer el volumen de
entrada y de salida y con esto evaluar la hidrodindmica del
sistema, y en caso de gue se presente alguna variacién
significativa corregir la alteracién que se presenta o bien
suspender la perfusién a causa de la lesién producida por el
ac@mulo de liquido o bien por la presién negativa ejercida en el
tejido. Los flujos que se manejaron son los siguientes: inyeceién

50 ul/min; extraccién 100 ul/min. Al mismo tiempo se deben
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calcular los tiempos de retraso del liquido de perfusién, esto es,
el tiempo que tarda en llegar el liguido del recipiente a la zona
de perfusién y de ésta al tube de recoleccidén. El célculo de estos
tiempos no permite sincronizar el momento en que se debe hacer el
cambio de soluciones para que las colecciones del material de
interes sean puntuales y puedan ser colectadas en una sola

fraccién y no caigan diseminadas en una serie de fracciones.

Los animales fueron sometidos a una sola sesidn de perfusién,
la cual duré aproximadamente de 8 a 10 horas, comenzaﬁdo siempre a
las 9:00 A.M. aproximadamente, esto con la finalidad de no tener
posibles variaciones debidas al ritmo circddianc del animal, las
perfusiones se hicieron siempre en el hemisferio derecho del

animal.

Los animales fueron colocados en cajas de acrilico
transparentes en un cuarto aislado y con la menor cantidad de 1lugz,
cuidando que hubiera la menor cantidad posible de perturbaciones
(ruido, variaciones de luz y temperatura, etc.). Los animales
deben de permanecer por lo mencs dos horas en este cuarto antes de
iniciar la perfusién para evitar las variaciones gque pueden
propiciar la adaptacién a este nuevo ambiente. Los animales se van
a encontrar en libre movimiento dentro de las cajas de acrilico a

lo largo de la perfusién.

Durante el transcurso de las perfusiones se vigils

continuamente la conducta del animal, si se presentd alguna
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alteracién de la misma se hizo la anotacién correspondiente.

VII.4 RECOLECCION DE LAS MUESTRAS.

Las fracciones se recolectaron por espacio de 8 min cada una
durante el tiempo que duro la perfusién. Para la recolecciédn se
usaron microtubos Eppendorf con una capacidad de 1500 ul. Los
microtubos son colocados en un bafio de hielo 10 minutos antes de
su uso. Una vez recolectada la fraccién se toma el microtubo y se

coloca en hielo para posteriormente ponerlo en congelacién.

VII.5 PROTOCOLO DE PERFUSION.

Para iniciar la perfusién se tom$ al animal y se le retird el
mandril de la canula gufa, limpi&ndola para retirar rastros de
sangre seca que pudieran contaminar las fracciones del perfusado,
se tom6 la cénula "push-pull" y se introdujo lentamente para
evitar sangrado excesivo, una vez insertada se fija firmemente a
la cdnula gufa para evitar cualquier movimiento de esta. Cuvando se
inserta la c&nula ya deben de estar funcionando los sistemas de

inyeccién-extraccién.
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Después de la introduccién de la cénula se dejé el flujo del
medio por espacio de 4 fracciones (32 min.) para lavar el sangrado
ocasionado por la insercién de la c&nula. Tomando en cuenta el
tiempo de retraso, se administro el 3H-GABA por 4 fraccionpes (32
min.} el JH-GABA gque no fue retenido o tomado por el tejide fue
lavado durante las daos siguientes horas de perfusién, esto desde
la fraccién 9 hasta la 24 (128 min.). En la fraccién 25 se
recolect6 el material liberado por el primer estimulo gquimico, que
duré 8 min, pasado el estimulo se dejé lavandose por espacio de 12
fracciones (96 min.) y en la fraccién 38 se recolectd el material
liberado por el segundo estimulo quimico, también por espacio de 8
min. A partir de la fraccién 39 se inicia de nuevo el lavade
dejandose por espacio de 7 fracciones (56 min.) y en fraccién 45
se indujo una lesién mecéinica (sacando e introduciendo la céanula)
y se recolectaron 5 fracciones mas. Después de hecho esto se
considera terminada la perfusién, se retira la cénula “push-pull®
y se sacrifica al animal para extraer el cerebro y revizar la

posicién de la cénula.

VII.6 ENSAYO DE LAS MUESTRAS.

Una vez qgue han sido obtenidas las muestras es importante
analizarlas, ya que la presencia o ausencia de algunas substancias
nos sirven como controles que indicar&n si la perfusién se

encuentra bien o si ésta se presenta muy accidentada, asi como
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también es importante el analisis'de las proteinas presentes en

las nmuestras.

Dentro del anilisis de los controles les mAs importantes son
la liberacién del 3H-GABA que se administrd al animal al inicio de
la perfusién asi como la presencia de inmunoglobulinas en las
nmuestras, qgue nos indicardn si se ha presentado un sangrade

continuo durante la perfusién.

VII.7 3H-GABA.

Para el andlisis del 3H-GABA se toman 20 ul de cada muestra y
se colocan en un vial gue contiene 5 ml de liguido de cené;lleo
(tritosol) y se agitan hasta que se homogeniza la solucién. Para
su conteo se empledé un contador de centellec (Beckman, Mod. LS
1701), gue se programd para gue contara durante un minuto cada
muestra y la ventana de conteo solo permitiera el conteo de
tritio. La lectura de cada una de las muestras fue reportada por
el aparato como cuentas por minuto (cpm) y estas son directamente

proporcionales a la cantidad de tritio presente en las muestras.
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VII.8 INMUNOGLOBULINAS.

La determinacién de las inmunoglobulinas presentes en las
muestras se llevd a cabo utilizando un ensayo inmuncenzimitico
(ELISA) . Para poder llevar a cabo,este ensayo fue necesario contar
con un anticuerpo de chivo anti-anticuerpos de rata. El ensayo se
llevo a cabo de acuerde con la siguiente metodologia: Se tomaron
50 ul de cada una de las muestras del perfusado diluidas (1:1) en
Krebs-Ringer y se colocaron en cada uno de los pozos de una placa
para ELISA dej&ndose incubar por espacio de 12 hrs a 4,C, se lavd
y se blogue6é con una solucién de AlbGmina Sérica Bovina al 1% en
PBS~Tween por espacio de 1 hr a 37,C, terminado el bloqueo se lavd
y se le adicionaron 50 ul del complejo anticuerpo anti-anticuerpo
de rata acoplado a enzima (peroxidasa), diluide (1:1000) en
PBS-Tween-Alb incubdndose por 2 hrs a 37,C, terminada 12
incubacién se lava la placa, el agente revelador que se empled fue
una solucién de o-fenilendiamina al 0.05% y H202 al 0.05%
disueltos en un buffer de citratos-fosfatos (pH=5.2), de esta
solucién se adicionaron 50 ul a cada pozo de la placa y se dejd
reaccionar por 10 min en un lugar obscurc y protegido de la luz,
para detener la reaccién se adicionaron 100 ul de H2S04 4N por
pozo, se leyeron las placas en un lector de ELISA (Cambridge
Technolegy Inc. Model 700) a una longitud de onda de 490 nm, la
cantidad de color desarrellada en cada uno de los pozos fue
proporcional a la cantidad de inmunoglobulinas presentes en cada
una de las muestras del perfusado, todas las muestras se corrieron

por duplicado.
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como un control del ensayo de inmunoglobulinas, y de la
sensibilidad de la técnica empleada se realizd una prueba en la
que se empled suero normal de rata a diferentes diluciones y

utilizando la técnica descrita previamente.

VII.9 LIBERACION DE PROTEINAS.

Para observar la presencia de las proteinas liberadas durante
la perfusién, tanto en condiciones basales como en presencia del
estimulo, se utilizaron técnicas bioquimicas tradicionales como es
la cuantificacién de proteinas por el mé&todo de Lowry (97) y por

Annd,

Bradford (98), asi como un ensayo i imitico en se

enmplean anticuerpos monoclonales con la finalidad de optimizar la
deteccién de estas proteinas haciéndola nis especifica y

reproducible.

Tanto en el ensayo de Lowry como en el de Bradford se utilizé
alb(mina sérica bovina para elaborar la curva estSndar y en base a
esta poder calcular las concentraciones en cada una de las
muestras del perfusado. Todas las xmuestras se manejaron por

duplicado.
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VII.10 LOWRY.

Para el ensayo de proteinas por el método de Lowry se siguio
la metodologia descrita originalmente (97) haciendo la adaptacién
a un microemsayo, ya que la cantidad de muestra obtenida de los

perfusados es muy reducida.

La metodologia empleada fue la siguiente: a 100 ul de cada
una de las muestras se le adicionaban 200 ul del reactivo de Lowry
se agitaban y se dejaban reaccionar por 10 min, transcurrido este
tiempo se le agregaban 50 ul del rectivo de Feolin-Ciocalteau
(sigma) diluido (1:1) con agua desionizada, agitando al momento de
la adicién y se dejaba reaccionar por 30 min. Esta reaccién se
llevaba a cabo en tubos de vidrio Pyrex, y de la solucién final se
tomaban 200 ul y se colocaban en los pozos de una placa de ELISA
para su lectura, ya que se lefan en un lector de placas de ELISA a
una longitud de onda de 625 nm, esta adaptacién se hizo en base a
lo reducido del volumen por lo que no era posible leerlo en un
espuctrofotfmetro convencional ya gque se requerfa de un volumen

minimo de 500 ul.

VII.11 BRADFORD.

El ensayo de Bradford se realizé siguiendo 1la técnica

descrita en el reporte de dicho autor (98), nanej&ndose también un
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microensayo. A 80 ul de cada una de las ‘muestras se le adicionaron
20 ul del reactivo de Bradford (Bio-Rad Protein Assay Dye Reagent
Cconcentrate, No cat 500-0006) dejindose reaccionar por 5 min,
posteriormente se colocaron 100 ul en cada uno de los pozos de una

placa de ELISA y se leyeron a una longitud de onda de 590 nm.

Tanto en el ensayo de Lowry como en el de Bradford se utilizé
albumina sérica bovina para elaborar la curva esténdar y en base a
esta poder calcular las concentraciones en cada una de las
muestras del perfusade, Todas Jlas muestras se nanejaron por

duplicado.

VII.13 ENSAYO INMUNOENZIMATICQO.

Para la realizacién del ensayo inmunonezimdtico se utilizé 'un
anticuerpo monoclonal obtenido de 1la hibridacién de células
mieloides de ratén (P3-X63-Ag3.6.5.3.) con cé&lulas de bazo de
ratones BALB/c inmunizados com proteinas provenientes de vesiculas
sinépticas, de dicha hibridacién se seleccionaron solo aquellos
hibridomas cuyos anticuerpos reaccionaban positivamente con las
proteinas presentes en los perfusados, de los cuales el hibridoma
C3F3 fue el gue di6 una mayor respuesta por lo que este se empled
para el estudio de la liberacién de proteinas. El hibridoma se
inyecté  intraperitonealmente a ratones BALB/c para gue

desarrollaran ascitis y de esta forrma obtener una mayor cantidad
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de anticuerpos monoclonales; se extrajé el liquido ascitico se
centrifugé y se congelé en alicuotas. Estas se usaron en los

ensayos inmuncenziméticos.

El ensayo inmunoenzimdtico es en esencia el mismo que el
descrité por Engvall (99, 100). Se tomaron 50 ul de cada una de
las muestras diluidas (1:1) en Krebs-Ringer y se colocaron en cada
pozo de una placa para ELXSA, incub&ndose por 12 hrs a 4,C.
Después de esta incubacifn se lavaron las placas con PBS-Tween y
se bloquearon con una solucién de PBS-Tween~BSA (1%) por 1 hr a
37,C, trancurrido este tiempo se lavaron de nuevo las placas y se
incubaron con el anticuerpo monoclonal adiciocnande 50 ul de una
dilucién (1:1000) en cada pozo, se incubd por 2 hrs a 37,C;
terminada la incubacién se lavé y se adiciené el complejo
anticuerpo anti-anticuerpo de ratén acopladoc a una enzima
{peroxidasa) agregando un voliitmen de 50 ul en cada pozo de una
dilucién (1:1000) en PBS-Tween—~BSA dejéndose incubar por 2 hrs a
37,C. Como agente revelador se utilizé una solucién de
O-fenilendiamina al 0.05% y H202 al 0.05% en un buffer de
citratos-fosfatos (pH=5.2), se adicionaron 50 ul de esta solucion
en cada pozo después de haberlo lavado y se deja reacciochar por 10
min en un lugar obscuro deteniendo la reaccién con 100 ul de H2S04
4N y se leyeron las placas en un lector de ELISA a una longitud de

orda de 490 nm.
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VIII. RESULTADOS.

Como un primer paso para abordar los resultados que agui se
presentan se analizardn los controles que se utlizaron, esto con
la finalidad de dar confiabilidad a los experimentos realizados,
asi como poder discriminar aquellas perfusiones que no cumplen los
requisitos necesarios para incluirlas en el andlisis general de

los resultados.

El llenado de la hoja de registro (figura 4) durante el
transcurso de la perfusién es uno de los primeros procedimientos
(cualitativo) que nos permite visualizar el perfil de la

perfusién.

La realizacién de las curvas esténdar (figura 5) para la
cuantificacién de proteinas fué de gran importancia debido a la
adaptaci6n que se hizo de dichas técnicas, y el obtener curvas con
una regresidén lineal cercana a 1.000 (r2= 0.9997 para Lowry y r2=
0.9989 para Bradford} nos permite considerar a dichas técnicas

como las adecuadas para la cuantificacién de proteinas.
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FIGURA 4. Hoja de registro del desarrollo de una perfusién, en
donde se anota el registro del volunen de recoleccién en la parte
superior, asi como la conducta del aninal durante el transcurso de
1a nisma en la parte inferior. En la parte central del esquema se
anotan los tiempos en que deben de hacerse los cambios de solucién

de acuerdo con los tiempos de retraso.
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conocidas (0.2, 0.4, 0.8, 1.6, 3.2 ¥ 6.4 ug/100ul).
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La evaluacién de las inmunoglobulinas del suero normal de
rata por la técnica de ELISA (figura 6) nos permite ver el rango

de dilucién de suerc presente en las muestras de los perfusados.

VIII.1 PERFUSIONES BASALES.

La obtencién de perfusiones basales se realizé con el objeto
de poder observar las caracteristicas generales de una perfusién
sin tener ningGn tipo de variable como puede ser; el cambio de
soluciones, la concentraciénvde algGn ion de la sclucidn o bien

introducir metabolitos en dichas soluciones.

Estas perfusiones se llevaron a cabo en el Caudado putamen
asi ecomo en el Globus pallidus y el protocolo seguido fue el mismo
que se propuse para una perfusién normal solo gque después de
intreoducir la cédnula no se hizo ninguna manipulacién, solamente se
indujo la lesién al final de la misma (figura 7 vy 8), el ntumero de
animales empleados en este ensayo fue de uno para cada A4rea

perfundida.

La evaluacibébn de la hidrodinimica del sistema se puede hacer
a través de las graficas de recuperacitn de volGmenes las cuales
son representativas de buenas perfusiones o de aquellas en las que
se haya presentado alg@n problema de obstruccién de la cénula o
desequilibrio en el sistema inyeccibn-extraccién, por lo que estos

datos nos sirven para poder decidir si una perfusién es confiable
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o si se Vencuentra lo sufucientemente accidentada como para
descartarla. Como se muestra en las figuras 7 y 8 podemos observar
el perfil de una perfusion libre de accidentes en contraste con
una perfusién accidentada (figura 9) en donde aunque se tratb de
corregir el problema de obstruccién de la cénula y continuar con
la perfusién se presentaron de nuevo accidentes, por lo gue de
acuerdo con la experiencia cbtenida se puede decir que una vez que
se presente una obstruccién en el transcurso de la perfusién esta
ge encuentra préacticamente invdlida ya que este accidente
retrasarid todo el desarrollo del protocolo de la perfusién y por
1o tanto tendr& un desfasamiento que hard que no sea comparable

con perfusiones libres de accidentes.

Posteriormente se les cuantificaron las inmuncoglobulinas a
las muestras con la finalidad de obtener una linea base de las
inmunoglobulinas presentes y poder diferenciar entre las que se
encuentran a causa de una lesién y las gue son recolectadas cemo
parte del proceso de erosién que se ejerce sobre el tejido

perfundido.

El estudio de la presencia de proteinas en estas perfusiones
nos permite observar su liberacién en condiciones basales, esto
solo como un control del desarrcllo metodolégico, asi come una
verificacién de que tanto la técnica como los cambios realizados a
la misma no la afectan significativamente ya que resultados

similares han side reportados por Greenfield (50) y Bayén (52).

97



al/SMIN

DO. 48hm

PROTg100el)

wo — ;;"~/\- ,\i\"/\w,/“”

200

P T INMUNOGLOBULINAS

‘ .

; \/\‘Wh/\\'\f‘w W ‘-

10 a0 80 -0 on

U

L

-]

10

[ ]
vl da Lol

<+ -
a
© v T T
o 10 ao B0 <0 B8O
MUESTRAS

FIGURA 9. Perfil de una perfusién accidentada (doble obstrucciér

de cénula).

98



En la tabla I se presentan los valores promedio de las
perfusiones basales, como podemos observar las medias del volumen
no son iguales, pero si son muy parecidas sus varianzas, esto va a
depender de la exactitud al momento de calibrar el sistema de
inyeccién-extraccién y de su eficiencia durante el transcurso de
la perfusién, pero es importante sefialar que va a significar mayor
relevancia el .valor de 1la vari'anza que el valor promedic ya que
nos permite tener un control de la variabilidad esperada més que

un valor neto de gasto volumétrico.

Caudado putamen Globus pallidus

VOLUMEN 397.2 +/- 4.3 417.1 +/- 4.42
(uL/8 min)

INMUNOGLOBULINAS * 0,055 +/- 0.01 0.043 +/- 0.009
(D.O. 492nm)

PROTEINAS * 0,48 +/- 0,06 0.58 +/- 0.06
(ug/100uL)

TABLA I. Valores promedio de las perfusiones basales presentadas
en las figuras 7 y 8.

* Para inmuncglobulinas y protefnas no se consideraron aquellas

colecciones en que se presenté sangrade (introduccién de la
cénula y legibn).
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VIII.2 PERFUSIONES.

Posterior a la obtencién de las perfusiones basales y 1la
correcta adecuacién de las técnicas de deteccién se procedis a
realizar las perfusiones con estimulacién quimica e introduciendo
un control de liberxacién (3H~GABA}. Estas perfusiones se

realizaron en Caudado putamen y Globus pallidus.

Se analizaron les resultados de las perfusiones obtenidas de
8 ratas machus (cuyo peso se encontraba en un intervalo de 280~310
gr) cuatro en putamen y cuatxc en pallidus, implantadas con cénula
guia en el hemisferio derecho. Después de un postoperatorio de 7
dlag, las ratas fueron perfundidas con la cénula de

inyeccién~-extraccidén siguiendo el protocolo descrito previamente.

La adninistracién del 3H-GABA fue a partir de la fraccién 5 y
durante cuatro fracciones se perfundieron 10 uCi de 3H-GABA (1
uciful, actividad especifica de 34.7 uCi/mmol) en un volumen de
1750 ul. Este amincdcido al ser captado por las cé&lulas de la zona
perfundida en el S.N.C, serd susceptible de ser liberado
posteriormente mediante la estimulacién de las mism_as. Lo anterior
nos permitié evaluar la funcionalidad del tejido perfundido al
establecer el grado de respuesta de las células mediante la
cuantificacién de los picos de liberacién, sobre una basal. Como
se puede observar en la figura 10, A y B, al inicio de las
perfusiones se presenta una etapa de meseta que es en la que se

administra el 3H-GABA, y se debe a que el JH-GABA que no es
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FIGURA 10. Liberacitn de IH-GABA durante perfusiones de caudado
putamen (A) y Globus pallidus (B}. Después de la administracién
del 3IH-GABA se dejé lavar el tejido por espacio de 2 hrs , y se
diercn dos estimulaciones quimicas con K+ 50 mmol, Al final de la

perfusién se indujo una lesién mecdnica.
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captado por el sistema es recolectado de nuevo y tomado como el
punto de inicio de la liberacién ya que es el valor méximo que
puede alcanzar la liberacién, posterior a la administracién viene
un procese de lavado en donde el 3H-GABA que difundié y que no fue
captado por las células es retomado por el liquido de perfusién y
colectado en las muestras. Al momento de dar el estimulo quimico
se observa un aumento en la cantidad de 3H-GABA liberado como
parte del proceso de liberacién del material contenido en las
vesiculas sindpticas observandose una clara diferencia entre la
cantidad de 3H-GABA presente en esta coleccidén y la linea basal
presentada por el lavade y por la liberacién continua que se da
durante la perfusién. Al final de la perfusién se puede observar
otro pico de liberacion el cual se debe a la lesién mecénica
(sacar y meter de nuevo la cénula) inducida como un control de
liberacién m&siva, ya que al lesionar el tejido y haber
rompimiento de células habrda un aumento tanto de 3H-GABA como de

inmunoglobulinas y de proteinas.

Durante el proceso de andlisis de las muestras se realizé el
ensayo de ELISA para observar la presencia de inmunuglobulinas en
las colecciones con el fin de visualizar si hubo alguna lesién
considerable durante las perfusiones, y descartar la posibilidad
de que el incremento de proteinas durante la estimulacién sea
producto de alguna lesién en el tejido o bien haya un proceso de
extravasacién sanguinea gque pueda contaminar los perfusados, pero
como se observa en la figura 11 les niveles de inmunoglobulinas
presentes en los perfusados no se incrementan durante el

transcurso de la perfusién, con excepcién del momento en gue se
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introduce la c&nula y en la induccién de la lesién. Otra posible
alteracién que se podria presentar durante el estimulo quimico es
que haya 1lisis celular y por lo tanto liberacién de material
proteico, pero en un trabajo previo realizado por Baybn y col.
(52) en donde cuantifican la lactato deshidrogenasa, una enzima
intracelular, observaron gque durante el transcursoc de la
perfusién, asi como en el momento de dar el estimulo esta no
aumentaba sus niveles, por lo que descartan la posibilidadd de que
la liberacién de proteinas durante la estimulacién sea producto de
lisis celular, o de algGn proceso de extravasacién como lo
demuestra la ausencia de inmunoglobulinas al momento de estimular

al tejido.

A las colecciones de estas perfusiones se les cuantificaron
las proteinas por el método de Lowry y se promediaron los
resultados, se graficaron estos valores anotando la varianza de
los mismos, marcadndose en la gr&fica las fracciones en las gque se
dio la estimulacién con X+ (50 mmol). La liberacién por
estimulacién es aquella en la ciial se proveca la salida de una
determinada molécula biolégica de la(s) célula(s), esta
estimulacién puede ser con una sustancia quimica despolarizante y
la molécula liberada puede ser un neurotransmisor o una proteina

(enzimatica o no) como en este estudio.

Durante el transcurso de la perfusién se observa que se
mantiene una linea basal de liberacién de proteinas y solo se ve
un incremento en los valores de estas proteinas en el momento de

estimular con K+ 50 mmol y durante dos o tres fracciones
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subsecuentes a la estimulacién, esto se debe a la difusién del K+
asf como a la liberacién tardfa a causa de esta difusién (figuras

12 y 13).

Posteriormente se compararon los valores del promedic de la
linea basal de liberacién de proteinas con la wmedia de las
fracciones en donde se presento la liberacién por estimulacién con
la finalidad de poder observar si hay una diferencia significativa

entre estos valores {figura 14}).

VIII.3 ENSAYO INMUNOENZIMATICO DE LOS PERFUSADOS.

Otra etapa del desarrollo experimental fue detectar las
proteinas 1liberables durante la perfusion utilizando un ensayo
inmunoenzim&tico ademas de los metodos bioquimicos tradicionales.
Para llevar a cabo este estudio fue necesario contar con un
anticuerpo monoclonal el cual fue cedido amablemente por la Dra
Ana Maria Sierra H. del Instituto de Investigaciones Biomédicas y
cuyas caracteristicas son: fue obtenido de 1la hibridacién de
células mieloides de ratén (P3-X63-Ag8.6.5.3.) con cé&lulas de bazo
de ratones BALB/c inmunizados con proteSnas solubles provenientes
de vesiculas sindpticas, de esta hibridacién se tomaron aquellas
colonias que tuvieron un buen crecimiento Y se clonaron hasta
obtener cultivos cuyos productos de secrecién reconocieran
protefnas solubles de vesicula ' sindptica en un ensayo

inmunoenzimético.
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FIGURA 12. Perfil de liberacién de proteinas en Caudado putamen.

La concentracién de proteinas se reporta como nicrogramos de
proteinas por 100 microlitres de perfusado.
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FIGURA 13, .Perfil de liberacién de proteinas en Globus pallidus.
La concentracién de proteinas se Treporta como nicrogranos de
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pallidus.
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pDe entre el total de hidridos seleccionados se escogieron
aguellos que dieron una mayor respuesta y se probaron de nuevo,
solo que ahora se utilizé una mezcla de colecciones basales de
perfusién como antigeno, para observar cual de ellos tenia una
mayor afinidad por el antigeno (figura 15), Para probar los
hibridomas estos se inytectaron intraperitonealmente junto con
pristano a ratones BALB/c para que desarrollaran ascitis. Ya que
los ratones manifestaron ascitis se extrajé el liguide ascitico
por punsién peritoneal y se centrifugé separando las células del
sobrenadante, el cual se guardd en congelacién, ya que este
liquide rico en anticuerpos monoclonales se empleé para 1los
ensayos inmunoenzimaticos de los perfusados. Obteniendose como
resultado que el anticuerpo producido por el hibridoma C3F3 es el
que daba una mayor especificidad ante diferentes diluciones del

antigeno.

Para evaluar la eficlencia del anticuerpo obtenido se
perfundieron 8 ratas machos (con un intervale de peso de 280-310
gr} perfundiendose cuatro en C. putamen y cuatro en G. pallidus
después de un postoperatorio de 7 dias minimo y sigquiendo el

protocolo de perfusién presentado previamente.

A las nuestras obtenidas de estas perfusiones se les
cuantificé el 3H-GABA de 1la misma forma como se describid
previamente (figura 16) al igual que se realizé el ensayo

inmuncenzimitico para inmunoglobulinas (figura 17).
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FIGURA 15. Cuantificacién de 1la afinidad de tres diferentes
anticuerpos monoclonales por el antigeno (protefna proveniente de
perfusiones intracerebrales) a diferentes diluciones utilizando la

técnica de ELISA.
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FIGURA 16. Liberacién de IH-GABA durante perfusiones de Caudado
putamen (A) y Globus pallidus (B). Después de la administracién
del JH-GABA se dejé lavar el tejido y se dieron dos estimulaciones

quimicas con K+ 50 mmol.
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FIGURA 17. Detaccién‘de inmuncglobulinas en perfusiones de Caudado
putamen (A) y Globus pallidus (B).

112



Para la cuantificacién de las proteinas presentes en los
perfusados se utilizé la técnica de Bradford (figura 18). Este
cambio de técnica obedece a que en este momento la cuantificacién
por métodos tradicionales solo se manejé como un control de 1la
presencia de material proteico liberado en los perfusados y no
como en el caso anterior, en donde el objetivo era observar la
liberacién de proteinas utilizando métodos bioquimicos, por lo que
en esa ocasibn se utilizé la t&cnica de Lowry, la cual es mis
sensible, pero a su vez es mucho m&s laboriocsa gue la técnica de

Bradford.

El ensayo inmunoenzimitico realizado a los perfusados se
llevé a cabo como se describié en materiales y métodos empleando
el anticuerpo monoclonal producido por el hidridoma_ C3F3
observdndose el mismo patrén de liberacién que en el caso de la
cuantificacién bioquimica de las proteinas, solo gue en este caso
el anticuerpo va a estar dirigido contra una proteina en especial,
por lo que la deteccién serd mas especifica, noténdose por ejemplo
que el valor de la lectura de las primeras muestras asi como en
las que estd la lesién con respecto a la basal no son tan altas
como en el caso de la deteccién con Lowry o Bradford que van a
cuantificar indiscriminadamente todas las proteinas presentes en
los pexrfusados no siendo asi el casc del anticuerpo monoclonal

(figuras 19 y 20).
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FIGURA 18. Perfil de liberacién de proteinas en Caudado putamen
(A) y Globus pallidus (B). cCuantificadas por el wmétodo de
Bradford.
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FIGURA 19. Perfil de liberacién de proteinas en Caudado putamen
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FIGURA 20. .Perfil de liberacién de proteinas en Globus pallidus
empleando el anticuerpe monoclonal C3F3 en un  ensayo

jnmunoenzimitico,
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Por Gltimo en la figura 21 se observa la comparacién de la
linea basal de liberacién de proteinas con las proteinas liberadas
durante la estimulacién quimica, tanto en C. putamen como en G.

pallidus, utilizando el anticuerpo monoclonal en un ensayo de

ELISA.
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FIGURA 21. Comparacién de las proteinas liberadas en condiciones

basales y de estimulacién tanto en Caudado putamen como en el
Globus pallidus.
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IX. DISCUSION,

Gran parte de los resultados aqui presentados estan
directamente relacionados con 1la liberacién de proteinas en
perfusiones intracerebrales y su deteccién por métodos bioquimicos
e inmuncenzimiticos, centrindose en estos aspectos el desarrollo

de la presente discusién.

Antes de anpalizar los resultados es importante sefialar la
relevancia del buen manejo del animal durante el desarrollc
experimental ya que de presentarse, por ejemplo, alguna variacién
en el transcurso de la cirugfia o en la colocacién de la cénula
esto afectard considerablemente los resultados que se obtengan y
cuyas alteraciones pueden "ir desde que el animal presente
perturbaciones conductuales severas a causa de 1l1la lesién
quirirgica hasta que una mala implantaci6én de la guia haga que se

perfunda una zona diferente a la deseada.

En lo referente a la técnica de perfusién se presentaron tres
puntos principales a considerar que son: a) obstruccisén de 1la
cénula; b) desequilibrio en el sistema de inyeccién-extraccién del

1iquido de perfusién y ¢) sangrado durante la perfusién.

Las obstrucciones de la céinula gue se llegaban a presentar

durante el desarrollo de las perfusjones se deben principalmente a
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fragmentos de tejido que se meten en la canula o bien a la
formaciébn de codgulos en la misma. Estas obstrucciones son de gran
relevancia durante la perfusién ya que de llegar a presentarse
ponen en alto riesgoc el exito de la misma, dependiendo de la
gravedad de la obstruccién. Si se presenta la obstruccidén se puede
hacer el intento de reestablecer las condiciones normales de
perfusién, esto sacando la céanula y limpidndola répidamente para
retirar el material que obstruye y volverla a insertar, o bien
cambiando la canula obstruida por otra de las mismas dimensiones,
haciendo las anotaciones correspondientes y tomande en cuenta que
él desarrollo de la perfusién no serd igual a las demés
perfusiones debido a que las fracciones de recoleccién se van a
recorrer y por lo tanto estar&n desfasadas de las demas. Otro
punto importante con respecto a esto, es que de acuerdo con la
experiencia obtenida después de presentarse alguna obstruccién
durante el transcurso de la perfusién el éxito de ésta sera
minimo, esto debide principalmente a que el tejido se encuentra
lesionado considerablemente, como consecuencia del acGmule del
liquido, y por lo tanto no responde adecuadamente y pueden

presentarse variaciones muy altas, como lo demestra la figura 9.

En lo que respacta al punto b}, el sistema de
inyeccién-extraccién debe presentar por lo menos las siguientes
caracteristicas: equilibrio de presiones y de flujos en los
sistemas de inyeccidn-extraccién; y capacidad de mantener un flujo

constante de perfusién.
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El equilibrio de presiones se debe de mantener constante ya
que si la presién de la cénula de inyeccién es wmayor que la de la
cénula de extraccién, se corre el riesgo de que se quede liquido
en la zona de perfusién, si se presenta el caso contrario, la
presién negativa ejercida por la cédnula de extraccién hard que el
tejido de la zona de perfusién se incruste en la punta de la

canula ocasionando obstrucciones y lesidn.

Un indicativo visible de lesién en la zona de perfusién es 1la
presencia de sangre en el liguido recolectado, pero la mayoria de
las veces este sangrado no es visible y sin embargo es necesario
detectarlo. Como se puede obsevar en las graficas tanto al inicio
como al final de la perfusién a causa de la insercidén o remosién
de la cénula se presenta sangrade, pero este también se puede
presentar si la gufa de la cénula presenta algn tipo de
movimiento por lo gue es importante el revisar las condiciones de

ésta al inicio de la perfusién.

Con referencia a estas observacione; hay que considerar gque
también es importante el papel que Jjuega la resistencia que
presenta al flujo el sistema biolégico y por lo tanto la erosién

que va a causar el liquide sobre el tejido.

Por todo lo anterior podemos decir que entre mayor ndmero de
obstrucciones, extracciones de la cénula y como consecuencia la
pPresencia de sangrado y menores volumenes de colecci6én se obtengan
durante todo el espacio temporal de la perfusién (principaimente

si se presentan antes © durante la estimulacién), no se va a
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obtener una buena liberacién. Esto es indicativo de que en estas
condiciones el tejido perfundido no responde como lo harfan las

células neuronales intactas.

IX.1 ANALISIS DE NIVELES BASALES.

Al observar las tres grAficas de las figuras 7 y 8 observamos
como una perfusién sin. accidentes y sin estimulaciones presenta
una linea basal tanto de inmunoglobulinas como de proteinas con
excepcién de las zonas del inicio y del término de la perfusién.
El propbsito de realizar estas perfusiones fué con la finalidad de
poder tener un pardmetro que nos indicara cuales son las
condiciones del tejido al estar en contacto con el lfguido de
perfusién y poder tomarlo como punto de partida para la
realizacién de 1las perfusiones con Vestimulacién y asi poder
diferenciar mAs facilmente la respuesta del tejido a 1la
estimulaci6n como también cualquier alteracién en el transcurso
del proceso. En las gréficas correspondientes a las
inmuncglobulinas se puede observar como hay una presencia continua
de estas, por lo gue se considera que se deben a la erosién que el
liquido de perfusistn esta ocasionando sobre el tejido, pero sin
encontrarse niveles significativos que pudieran afectar
directamente los niveles de proteinas basales, ya que las
inmunoglobulinas tienen wna naturaleza proteica podrian
incrementar los niveles de proteinas en los perfusados, lo que nos

estarfa creando una gran cantidad de ruido gque impedirfa hacer
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correcta visualizacién de 1las proteinas presentes en los

perfusados.

Ahora bien, si comparamos las lecturas de densidad optica de
las inmunoglobulinas con las lecturas mostradas en la figura §
veremos que las lecturas (D.0. 490 nm = 0.15, aprox) corresponden
a las diluciones de suero del orden de 50000 a 100000, en estas
diluciones no fue posible detectar proteinas con 1los métodos
empleados, como Lowry y Bradford, por lo que concluimos gue la
presencia de inmunoglobulinas en les perfusados no va a afectar la

curva de liberaci6n obtenida para las proteinas.

De los niveles basales de proteinas observados en las
gréficas de 1liberacién, cabe mencionar que su presencia puede
obedecer a la erosifén que el liquido de perfusién ejerce sobre el
tejido y por 1o tanto estar liberando proteinas integrales de
membrana al medio de perfusién de forma continuna y constante.
Aungue también se cree que hay una liberacién proteica de forma
constante por parte de las células y que esta linea base

puede ser producto de ello.

IX.2 PERFUSIONES CON LIBERACION.
Una vez que se observaron los patrones de liberacién de las
células en condiciones basales se procedis a realizar perfusiones

que presentaran estimulacién quimica. Lo primero que se hizo en
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estas perfusiones, fue incluir un neurotransmisor exégenc como
control de liberaci6n. La sustancia gque se empleé fue GABA
tritiado la cual al ser una molécula facilmente capturable por
las células se va a almacenar en el interior de estas Yy
posteriormente se liberard al darse en las células un proceso de
despolarizacién y por ende liberacién de sustancias. Como se puede
ver en la figura 10, en la curva de liberacién de 3H-GABA para C.
putamen y G. pallidus se pueden vaer facilmente las fases por las
que pasa este proceso de liberaci6én. Posterior a la fase de
administracién del 3H-GABA viene una etapa de Jlavado continuec
observandose claramente la tendencia de las curvas viendose
alteradas unicamente en el momento en que se dié el estimulo y al

momento de la lesién mecénica (control de liberacién).

Para la cuantificacién de proteinas en los perfusados con
estimulacién, se hizo por la técnica de Lowry y Bradford asi como

con el empleo de anticuerpos monoclonales.

La cuantificacién de las proteinas liberables por los mé&todos
de Lowry y Bradford fueron utilizados desde el principio del
estudio de esta liberacién (50, 52, 66), siendo de gran utilidad,
pero presentando una serie de limitapntes como pueden ser la
interferencia con los iones presentes en el liquido de perfusién,
la inespecificidad en la deteccién de protefnas, o sea detectan
todas las proteinas presentes en los perfusados independientemente
de su origen, pero una de las limitantes mayores de estas técnicas
para este estudio fue su limitada capacidad de detectar cantidades

muy pequefias de proteinas en los perfusados. Este punto represent6
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uno de los mayores obstdculos a vencer, ya que se tuvo que adecuar
el mnicroensayo de manera que pudiera ser Gtil para 1la
cuantificacién de las proteinas escogiendc aquellas metodolegias
que dieron un mejor resultado y alin teniendo estas técnicas nos
encontrabamos con que algunas veces no eran lo suficientemente
sensibles para detectar la proteina presente por lo que muchas
perfusiones se tuvieron que desechar debido a que ho se encontraba
nada, sin darnos cuenta de que en realidad las técnicas erén las

que carecian de la sensibilidad necesaria.

En cuanto a la liberacién de proteinas en presencia de un
estimulo, estas se van a ver claramente en el perfil de liberacién
proteica de las figuras 12 y 13, en donde al aplicar el pulso de
potasio este va a inducir la despolarizacién de la célula y con
ello la liberacién de las protefnas. Si comparamos los niveles de
proteinas liberadas en condiciones basales con las liberadas con
estimulacién se puede ver claramente una diferencia signjficativa
entre estas llegande incluso a ser un poco mds del doble en el
caso de G. pallidus; siendo esto una prueba de que no es un
fen6meno provocado por un artefacto del sistema lo que ocasiona la
liberacién de proteinas, para corroborar mé&s adn estos estudios
Grenfield y col. (50) en experimentos previos dan un estimulo a la
célula con K+ y posteriormente dan otro estimuleo con K+ pero el
liquido de perfusién va depletado de Ca++, observande que bajo
estas condiciones disminuye considerablemente la 1liberacién de
proteinas durante la sequnda estimulacién, deduciendo que es un
fenémeno 'que chedece a un preceso de liberacién por

despolarizacidén celular dependiente de Ca++.
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Para llevar a ca.ho el estudio de liberacién de proteinas por
medio de un ensayo inmuncenzimdtico (ELISA), se analizaron los
anticuerpos monoclonales producto de los hibridomas resultantes de
la fusién, siendo el anticuerpo monoclonal proveniente de la linea
de hibridoma C3F3, el que dié una mayor afinidad por las proteinas
solubles provenientes de vesfculas sinapticas (fig. 15). Este
anticuerpe fue el utilizado en el ensayo de la liberacién de
proteinas en los perfusados, y como se observa en las figuras 19 y
20 la respuesta del anticuerpo a las proteinas presentes fue mucho
mayor que cuando se cuantifican por medio de ensayos como Lowry o
Bradford con respecto a la linea base de liberacién como se
contempla en la figura 21, en donde al comparar de nuevo la
liberacién en C putamen y G. pallidus y sobre todo la linea base
con la liberacién por estimulacién es m&s considerable la

diferencia.

La obtencién de estos resultados hace evidente la gran
utilidad del emplec de los ensayo inmunoenzimdticos para andlisis
que requieren de una buena capacidad de deteccién, asi como una
gran afinidad como lo denuestra la deteccién de inmunoglobulinas y
de protefnas utilizando este método. Y se ve alin mas favorecido si
se conjuga con el emplec de anticuerpos monoclonales, los cuales

van a potenciar la utilidad de esta técnica.

A su vez, el empleo de este anticuerpo en la detecci6n de
proteinas nos permite tener un mejor acercamiento al estudio de
las nismas ya que va a presentar caracteristicas que van a hacer

mds especifica la deteccibn, pero al mismo tiempo presenta una
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limitante, que esta deteccién es meramente cualitativa y no
cuantitativa come en el caso del metodo de Lowry y Bradferd, pero
adn asi con esta limitante ofrece todo un nuevo panorama de
investigaci6én ya que al combinarlo con otras técnicas como puede
ser el Western Blot puede arrojar una gran cantidad de datos sobre
estas proteinas y facilitar su estudio en el S5.N.C. asi como poder
adicionar otros estudios, come son los de tipo histolégico al

estudio de estas proteinas,
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X. CONCLUSIONES.

El desarrollo de técnicas de perfusibn cada vez mas efectivas
nos permiten un mejor acercamiento a los fendmenos de liberacién
de sustancias quimicas por parte de las células nerviosas, pero es
de suma importancia contar con las técnicas adecuadas para la

evaluacién de dichas sustancias.

El- haber obtenido perfusiones libres de contaminacidn, tanto
tisular como sérica, fue un paso relevante en el presente estudio
ya que nos permitié considerar a esta técnica como la adecuada
para poder abordar los procescs de liberacién que deseamos

estudiar.

Para poder evaluar la contaminacién de las perfusiones
obtenidas se contaba con la cuantificacién de deshidrogenasa
lactica como un marcador de lesién tisular, pero esto no era
suficiente, sino que también era importante contar con técnicas
que nos permitieran conocer la contaminacién de los perfusados con
material de origen sérico. La deteccién de inmunoglobulinas
utilizande un ensayo inmuncenzimdtico nos permitio una correcta
evaluacién de la presencia de material sérico en los perfusados,
por lo que se puede considerar como una técnica adecuada para la

evaluacién de la contaminacién sérica en los perfusados.



Una vez obtenidos los perfusados y con la certeza de que no
se encaontraban contaminados, se requer‘ia una correcta
cuantificacién del material 1liberado. La utilizacién de métodos
biogquinicos  tradicionales para dicha evaluacién fue una
herramienta muy utilizada pero que presenta una serie de
limitantes. El emplec de un anticuerpo monoclonal en el presente
trabajo nos permitié tener un mejor acercamiento a la liberacién
del material proteico por parte de las células nerviosas ya que al
compararlo con las técnicas bioguimicas de cuantificacién se
observé una clara diferencia, siendo gue el anticuerpo meonoclenal
tiene una mayor precisién debido a que nos permite una mejor
diferenciacién entre la 1linea base y la 1liberacién de diche

material, vy a su vez una mayor especificidad por definicién.

El desarrollo de técnicas cada vez més precisas y especificas
son necesarias, para en un futuro se pueda lograr una mejor
caracterizacién del material proteico liberable, es por esto que

el empleo del anticuerpc monoclonal en el presente trabajo es un
paso dentro de un proceso cuya finalidad es completar dicha

caracterizacibn de este material

Resumiendo, el empleo de un anticuerpo monoclonal contra
proteinas liberables per células nerviosas, en conjunciédn con un
ensayo inmunoenzimitico, nos permitid una mejor evaluaci6n de este

naterial liberado.

Por lo anterior podemos concluir gque se cumpliercn los

objetivos propuestos en este estudio.
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