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Summary

We have reported the depolarization-evoked release of both
the inhibitory amino acid GABA, and the peptide neurom-
odulator enkephalin (Bayén et al. 1986). Additionally, a parti-
cular interesting finding observed along the course of these
experiments were both an in vivo resting and K+-evoked
release of protein-like materiat from the striato-pallidal region
of the rat brain (Bayodn, et al. 1986). With regard to this issue,
Bayodn et al. {(1986) observed that the chemical depolarization
of the rat nervous tissue with K+ 50 mM in the presence or
absence of Ca++ (1.8 mM) showed that this evoked release
material as detected by Lowry in collected perfusates was at
least partially dependent on the presence of external Ca++,
and their release follows the well known neuronal secretion
mechanisms. Although the origin of this material was not
completely clear, we explored the hypothesis that at least part
of these material might come from neuronal sources after
labeling the striatum of the rat with an aminoacid precursor
such as ¥ S-Metionine. Qur results show that a small fraction
of the incorporated labeled precursor into TCA precipitaded
nerve tissue protein is evokedly released by chemical
depolarization, which suggests that the release of this mate-
rial into the ECS might have an important role in neural
communication, as demonstrated with high molecular species
such as AchE and Dopamine Beta-hydroxilase.
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Resumen

Previamante informamos sobre la liberacién inducida por
despolarizacién del aminoacido inhibitorio GABA y del péptido
modulader encefalina {Bayon y col. 1986). Un hallazgo inte-
resante observado durante el curso de estos experimentos
es el hecho de que sustancias de alio peso molecular cuanti-
ficadas por el método de Lowry, son liberadas in vivo en con-
diciones basales y par estimulacion despolarizante del tejido
nervioso de la rata con K+ 50 mM. Dentro de este contexto,
Bayén (1986) observé que la liberacién inducida del material
protéico con K+ 50 mM en el estriado de la rata, era parcial-
mente dependiente de la concentracion de Ca++ en el liquido
de perfusién (1.8 mM), lo que sugeria que la secrecidn
neuronal de este material protéico de altc peso molecular, se
libera por los mecanismos fisioldgicos establecidos de aco-
plamiento “estimulo-secrecion” que se dan para los transmi-
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sores peptidicos v para los transmisores no peptidicos. Sin
embargo, el origen de este material protéico, liberade bajo
estimulacién quimica despolarizante del tejido nervioso, alin
queda por elucidarse, puesto que este material pudiera tener
un origen plasmatico mediante la extravasacion de proteinas
del compartimento vascular al espacio intrerneuronal. Dentro
de este contexto exploramos la hipdtesis de que este mate-
rial protéico pudiera tener un origen neuronal exclusivo, me-
diante la aplicacion local de un precursor metabdlico, como
es el aminodcido 3° S-Metionina al estriado de la rata. Nues-
tros resultados muestran que sélo una pequena fraccion del
material protéico sintetizado in situ y precipitado por TCA, es
liberado en condiciones basales y en condiciones de
despolarizacién quimica del tejido nervioso durante la perfu-
sion in vivo del estriado de la rata. Estos resuitados prelimina-
res sugieren, por {0 menos, que este material de alto peso
molecular liberado al espacio sinaptico pudiera ejercer funcio-
nes importantes en la comunicacién quimica interneurcnal, tal
como se ha encontrado en otras especies de alto peso
molecular, como la AchE y la dopamina-heta-hidroxilasa (DBH).

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

Introduccion

Un namero importante de estudios experimentales
ha demostrado la liberacion in vivo e in vitro de diferen-
tes sustancias neuroactivas de bajo y alto peso
molecular cuando el tejido nervioso es despolarizado.
Se han empleado diversos modelos experimentales
para estudiar la secrecion de estas sustancias quimi-
cas. Uno de estos modelos es el sistema de infusion y
extraccion de liquido fisiologico arificial, conocido como
sistema de perfusion push-pull. Con este sistema se
ha estudiado y caracterizado la liberacion in vivo, tanto
en condiciones de reposo como inducida por despo-
larizacién, de diferentes transmisores nerviosos tales
como los aminoacidos GABA, Dopamina y Glutamato,
asi como de péptidos bioactivos de baja masa
molecular, como las encefalinas, CRH, AVP (Bay6n y
col., 1986; Cheramy y col., 1986; Hery y col., 1886,
Hoffman y col., 1997; Tohei y col., 1998).

Ademas de estos trabajos, nuestro laboratorio y otros
grupos de investigacion han empleado el sistema de
perfusién push-pull (Bayén y col., 1981, 1985, 1986;
Greenfield, 1980, 1982, 1983a, 1983b,1984) para de-
mostrar y caracterizar fisiolégicamente, la liberacién
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inducida por la despoiarizacion quimica con una aita
concentracién del ion K+ (50 mM) de sustancias
proteicas de alta masa molecular con actividades
enzimaticas como las protelnas acetilcolinesterasa
(AchE) y la deshidrogenasa lactica (DHL). Estos ha-
llazgos iniclales mostraron que la liberacién de estas
enzimas, inducida por la despolarizacién neuronal, fue
dependiente de la presencia del ion Ca++ en el medio
de perfusion, al igual que la liberacién inducida por la
despolarizacién quimica con alto potasio de transmi-
sores peptidicos y no peptidicos. Estos resultados per-
miten, por lo menos a priori, plantear la existencia hi-
potética de mecanismos neuronales de liberacion de
material protéico de alto peso molecular, similares a
los que son empleados para la liberacién de transmi-
sores clasicos de naturaleza peptidica y no peptidica
(v.g., exocitosis). En complemento a esta propuesta
hipotética, también seria plausible proponer la existen-
cia potencial de un nuevo grupo de mensajeros quimi-
cos, sustancias que serian liberadas por la despolariza-
cion neuronal de naturaleza protéica y de alto peso
molecular. Este fenémeno de secrecidn protéica
neuronal tendria importantes implicaciones en la co-
municacion quimica celular del sistema nervioso, ya que
la secrecion fisiolégica de macromoléculas al espacio
interneuronal pudiera representar una forma adicional
de regulacion de la neurotransmision sinaptica por pro-
telnas neuromoduladoras de bajo recambio metabdlico
con acciones fisiolégicas prolongadas. No obstante
estos datos experimentales iniciales, que apoyan la
existencia de material protéico cuya secrecién seria
incrementada hacia el espacio extracelular por la
despolarizacién neuronal, asl como las posibles
implicaciones funcionales que dicho fenémeno secre-
torio tendria en el contexto de la fisioiogia nerviosa,
hay datos experimentales controversiales recientes que
sugieren que una proporcién importante del incremen-
to del material protéico en el espacio extracelular ner-
vioso, que es inducido por la despolarizacién quimica
con alto potasio, no es de origen neuronal {Jenssen y
col., 1978), sino mas bien de origen plasmatico, debido
a un aumento en la permeabilidad de los vasos san-
guineos por la despolarizacién quimica (Delepine y
Aubineu, 1997). En este contexto, se ha propuesto que
este ultimo mecanismo favoreceria la filtracion del ma-
terial protéico del espacio vascular al compartimiento
extracelular dei tejido nervioso. Por lo tanto, para re-
solver esta controversia, en el presente trabajo decidi-
mos identificar y asegurar el sitio celular de origen de
la secrecion inducida por despolarizacién con alto
potasio de material protéico de alto peso molecular.
Estos altimos estudios los llevamos a cabo por medio
de un abordaje experimental que implica la incorpora-
cion in vivo del aminoécido Metionina, marcado con el
isétopo *° S. Este aminoacido ha sido rutinariamente
empleado para identificar y caractegjizar molecular-
mente, en diversas preparaciones bioldgicas, una am-
plia gama de moiéculas bioactivas de alto y bajo peso
molecular (v.gr., fracciones isoenzimaticas de pepsi-
négeno gdstrico; la proteinasa inhibidora de la o,
macroglobulina del epitelio comeal; nuevos mensaje-
ros peptidicos en el tejido cerebral de invertebrados
marinos; el procesamiento diferencial y la estabilidad
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de la proinsulina en células beta del pancreas) (Heim,
1997; Huang, 1996; Twinning, 1994, Phares, 1996). Asi
mismo, este trazador radioactivo fue empleado como
precursor metabdlico para identificar y cuantificar la se-
crecién inducida por la despolarizacién quimica del
material protéico sintetizado de novo en neuronas de
la region estriato-palidal del cerebro de la rata.

Objetivos

1. Diseiio, desarrollo y validacion de un sistema de in-
yeccion intracerebral de un precursor metabdlico
radiactivo para identificar y cuantificar la sintesis y
secrecion neuronal de material protéico en el nd-
cleo estriado de la rata por medio del método de
perfusién in vivo intracerebral push-pull.

2. Determinacion del curso temporal de incorporacién
del precursor metabdlico radioactivo a material
protéico tisular.

3. Cuantificacién del material protéico marcado con el
trazador radioactivo sintetizado en el tejido nervio-
so del nucleo estriado de la rata.

4. Cuantificacién del material protéico marcado por el
precursor radioactivo que es secretado mediante
despolarizaciéon quimica neuronal.

5. Evaluacion del papel fisiolégico del ion Ca++ sobre
la secrecidn de material protéico marcado con el
precursor metabolico. Identificacion del origen celu-
iar del materiat protéico recién sintetizado que es
secretado por la despolarizacion quimica del tejido
nervioso.

Materiales y métodos

Animales de experimentacion y cirugia estereotéxica
para la inyeccion intracerebral del aminoécido **S-
Metionina, empleado como precursor metabdlico para
la sintesis y la liberacién de matenial protéico.

Se emplearon ratas Sprague-Dawley de 300-350 gr,
las cuales fueron anestesiadas con una mezcia de
Fluotano/CO,/0, (1.5 % /90 %/ 5 %) para la impianta-
cién quirdrgica de una canula-guia (18 ga) colocada a
1 mm por arriba del estriado. La recuperacion post-qui-
rirgica de los animales fue invariablemente de una
semana. Después de este intervalo de recuperacion,
los animales se emplearon para la inyeccién del pre-
cursor radiactivo. Las coordenadas estereotaxicas uti-
lizadas para la implantacién de la canula-guia y la in-
sercion de la canula de inyeccidn fueron tomadas del
atlas del cerebro de la rata de Watson y Paxinos (1995).

Inyeccion intracerebral del aminoécido *S-Metionina,
empleado como precursor metabélico de la sintesis de
proteina en el estriado de la rata

Para inyectarles la 3°S-Metionina, las ratas implanta-
das con la canula-guia fueron anestesiadas con una
mezcla de Fluotano/CO./0,, fijadas esterotaxicamente
y sujetas a una inyeccién Unica en el nicleo estriado
de 10 w.C/3 pl/15 min de **S-Metionina (1180 Ci/mmole,
Amersham). La inyeccién del precursor radiactivo se



llevé a cabo mediante ia insercion de una canula de
infusidn push a la canula-guia implantada en el animal,
misma que fue acoplada a una jeringa Hamilton de 10 pl
y a una bomba de microinfusién (Harvard). La veloci-
dad de inyeccion del trazador se realizé a 0.2 pl/min.

Determinacién del curso temporal de incorporacion del
trazador radiactivo a material protéico tisular en el es-
triado de la rata

Diferentes grupos de animales (n = 2) fueron sacrifi-
cados por dislocacion cervical en diferentes tiempos
después de la inyeccion del frazador radiactivo (v.g.,
0.5, 1.5, 4.0, 8.0, 12.0 hr). Los estriados de los diferen-
tes grupos de ratas inyectadas fueron disectados del
cerebro y homogeneizados a 4°C con una solucion de
NaCl 127 mM, KH,PO4 1.18 mM, MgS0, 1.18 mM,
NaHCO, 20 mM, D-glucosa 2gr/l (aprox. 40 mg tejido/
ml de solucién). Los homogeneizados de tejido fueron
posteriormente centrifugados a 10,000 rpm/15 min en
una microfuga de mesa (Microfuge 12, Beckman), y los
sobrenadantes fueron recuperados y precipitados ini-
cialmente en una solucion de 10 % de TCA (Baker)/
10mM/L-Metionina (Merck). Las pastillas de material
protéico recuperadas después de esta precipitacion
inicial fueron resuspendidas en 1.0 ml de una solucion
de 0.1 N de NaOH y estuvieron invariablemente suje-
tas a 9 ciclos adicionales de resuspension/precipitacion/
centrifugacion/resuspensién de acuerdo con la técnica
estandar establecida por Mans y Novelli (1960),
modificdndose los tiempos de incubacién de las pasti-
llas precipitadas en tubos de polietilenc Eppendorff de
1.5 ml. Durante los tres Gltimos ciclos (7-9) las pastillas
fueron resuspendidas e incubadas a 37°C/30 min, en
1.0 ml de solucién de éter-etanol (1:1, V:V) (Baker),
centrifugadas y resuspendidas subsecuentemente a la
misma temperatura, en un volumen similar de solucién
de éter (Baker). Finalmente, las pastillas secadas a tem-
peratura ambiente fueron resuspendidas en un 1.0 mi
de solucion de NaCl 0.15 M/NaOH 0.1N (10:1, V:V).
Durante cada ciclo de precipitacion/resuspension se
tormaron por duplicado alicuotas de 40 pl de cada uno
de los sobrenadantes obtenidos durante los ciclos de
precipitacion y resuspension del material protéico pre-
cipitado por TCA para cuantificar la cantidad de cpm
del trazador incorporado a proteina tisular y, asimismo,
se tomaron por duplicado alicuotas de 80 pl para cuan-
tificar, por el método de Lowry, la concentracion de pro-
teina total en las fracciones de homogenado (HOM),
las sobrenadantes (S,) y las pastiilas precipitadas con
TCA (P,,P,)y resuspendidas con 0.1 NaQH/0.15M de
NaCl (P,). Los valores de la cantidad de trazador
radiactivo incorporado a material protéico precipitable
por TCA fueron referidos en cpm/mg de proteina (ver
el diagrama de flujo}.

Animales de experimentacion y cirugia
estereotaxica para la perfusion push-pull

Se emplearon ratas Sprage-Dawley de 300-350 gr,
las cuales fueron anestesiadas con una mezcla de
Fluotano/CO,/0; (1.5 % /80 %/5 %) para la implanta-
cién quirdrgica de una canula-guia (18 ga) colocada a

1 mm por arriba del estriado. La recuperacion post-qui-
rdrgica de los animales fue invariablemente de una
semana. Las coordenadas estereotaxicas utilizadas
para la implantacion de la canula-guia y la insercion de
la canula de perfusion push-pull fueron tomadas del
atlas del cerebro de la rata de Watson y Paxinos (19925).

Sistema de perfusion intracerebral in vivo

Para la perfusién in vivo se insertd una canula de infu-
sidn-extracciéon de liquido push-pull (21 ga), disefada
para perfundir un 4rea tisular de 1-2 mm?) (ver el disefio
de la canula de perfusién). Para la infusion de solucio-
nes quimicas al tejido nervicso, esta canula fue conec-
tada a una bomba peristaltica que permitio la infusidn
secuencial de una solucion estandar de liquido fisiologi-
co artificial (NaCl 127 mM, KH,PO, 1.18 mM, MgSQ,
1.18 mM, NaHCO; 20 mM, D-glucosa 2gr/L, BSA 0.1 %)
ya sea con una concentracién normai {3.70 mM) o
despotarizante (50 mM) del ion K+. Tante la infusion (ve-
locidad de flujo a 50 wl/min) del liquido de perfusion como
la extraccion del mismo (velocidad de flujo a 100 pl/min),
se hicieron mediante la conexidn de la canula de perfu-
sién a una bomba peristaltica de 4 canales (Manostat,
Thomas), cuyo sistema de extraccion permanecio abierto
a la presién atmosférica (Baydn y col., 1986).

La dependencia de la liberacién de material protéico
inducida por la estimulacién quimica despolarizante con
aito potasio del tejido nervioso se evalud en algunos
experimentos mediante la adicion a la solucién estandar
de perfusién de 100 pM de EGTA o 50 uM del antago-
nista VERAPAMIL. Las fracciones de perfusado fueron
recogidas en tubos de polietileno cada cuatro minutos,
colectandose un volumen promedio, por fraccion, de
380 = 30 wl durante 4 hr de perfusion continua. El ma-
terial protéico liberado en las distintas fracciones de
perfusado fue precipitado a través de la adicion de una
solucién de 15 % de acido tricloro-acético (1:1, V:V), ¥
congelado a -20°C para su analisis uiterior.

Cuantificacion de la incorporacién del trazador radiac-
tivo a material protéico sintefizado y secretado en los
perfusados del estriado de /a rata

El material protéico marcado con el precursor
radiactivo, recogidc en fracciones de perfusado bajo
condiciones experimentales de perfusion basal (no
despolarizacion) y de perfusion despolarizante con la
alta concentraciéon de potasio, fueron procesados y
sujetos a los mismos métodos de cuantificacién que
los descritos anteriormente para los homogeneizados
y sobrenadantes del tejido nervioso (ver arriba en la
seccion “Determinacion del curso tempaorat de incorpo-
racién de 35S-Metionina”).

Resultados

Incorporacién del trazador radiactivo *S-Metionina
a material protéico tisular en el estriado de la rata

El nivel maximo de incorporacion del aminoacido 3°8-
Metionina a material protéico tisular en las fracciones
precipitadas con TCA y en {os homogeneizados de te-
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DIAGRAMA 1
Diagrama de flujo de los ciclos de centrifugacién/precipitacién
y resuspension de los homogeneizados de los estriados de rata
[Modificacidén realizada a la metodologia original descrita por Mans y Novelli (1960)]

Inyeccién de 353-Metionina al estriado de Ia rata
(10 w Gif3 I, n = 12)

!

Y

Fraccién de estriados a tiempos pre-establecidos
{n=12)

P 5
Resuspensién con 15 % TCA/M0 mM de L-Metionina
{fria) incubacion de muestra a temperatura ambiente
/15 min

)

)

Homogeneizacién de estriados con solucion estdndar de
perfusion a 4°C toma de alicuotas para
determinacion de proteina total y contenido de
3%5-Metionina (cpm). Precipitacion con 15 %
TCA/10 mm de L-Metionina (fria)

8.5
Toma de alicuotas para determinacion de contenido de
S-Metionina {cpm) descarta solucion

!

Centrifugacioén a 10,000 rpm/15 min

Centrifugacién a 10,000 rpm/15 min

|

P1
Toma de allcuotas para determinacién de proteina total v
contenido de 39S-Metionina (CPM)

P&
Resuspension en una solucion de éter: etanol (1:1, ViV)
incubacion de la muestra a 37°C/1 hr

v

|

S.1
Toma de alicuotas para determinacién de proteina total y
contenido de 358-Metionina (CPM)
Precipitacion con 15 % TCA/M0 mM de
L-Metionina (fria)

S.6
Toma de alicuotas para determinacién de contenido de
355-Metionina (cpm) descarta solucidn

y

Centrifugacion a 10,000 rpm/15 min

Centrifugacién a 10,000 rpm/15 min

|

P7
Resuspensidn en una sclucion de éter: etanol (1:1, V:V)
incubacion a temperatura ambiente/15 min

P2
Resuspensién en sol de 0.1 n de NaOH toma
de allcuotas gara determinacidn de proteina total
y contenido de 3°S-Mationina (CPM) precipitacién con
15 % TCA/10 mM de L-Metionina (fria)
a incubacién a 4 °CH hr

!

S.7
Toma de alicuotas para determinacién de contenido de
S-Meticnina {cpm) descarta solucin

!

§.2
Toma de alicuotas para determinacion de contenido de
9S-Metionina (CPM) descarta solucién

Centrifugacién a 10,000 rpm/15 min

Centrifugacién a 10,000 rpm/15 min.

P8
Resuspensién en una solucion de éter incubacion
de muestra a 37°C/1 hr

J

P3
Resuspension con 15 % TCA/M10 mM de L-Metionina
(fria} incubacién a temperatura ambiente/15 min.

S.8
Toma de alicuotas para determinacion de contenido de
S-Meticnina (cpm} descarta solucion

y

S.3
Toma de allcuotas para determinacion de contenido de
S-Metionina (CPM) descarta solucién

Centrifugacion a 10,000 rpm/15 min

!

y

Centrifugacién a 10,000 rpm/15 min

l

P9
Resuspension en una solucidn de éter incubacidn de
muestra a temperatura ambiente/15 min

P4
Resuspensién con 15 % TCA/10 mM de L-Metionina
(fria} incubacién a 92°C/1 hr

)

Centrifugacion a 10,000 rpm/15 min

|

!

S.4
Toma de alicuotas para determinacién de contenido
de 355-Metionina {CPM) descarta solucion

P10
Secado de muestras por evaporacion a temperatura
ambiente resuspensi6n final de muestra en solucion de
15 M de NaCL/0.1 N de NaOH foma de alicuctas para
determinacion de protelna total y contenido de 395-
Metionina {cpm) congelacion de muestra a -20°C

!

J

Centrifugacion a 10,000 rpm/15 min

S.10
Toma de alicuotas para determinacion

jido estriato-palidal, se observé a las 8 horas posterio- corporacidn del trazador al material protéico sirvié para
res a la inyeccion local de este precurser en el estriade astablecer el tiempo de inicio del estudio de la libera-
de la rata. La determinacion del tiempo 6ptimo de in- cion in vivo de material protéico recién sintetizado en
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DIAGRAMA 2

Diagrama de sistema de perfusién push-pull. El disefio basi-
co de la canula de perfusion es la de Gaddum-Myers (izg). La
tuberfa de infusion (infet, blanco) y de extraccién (outlet, pun-
teado} estan formadas por dos tubos concéntricos de acero
inoxidable que forman el largo de la canula. Ambas tuberias
se separan en la camara superior (negro). La canula guia
usada en nuestros experimentos esta disefiada con un siste-
ma “broche” que asegura la insercion de la canula de perfu-
sién. El inserto muestra la canula modificada por nuestro gru-
po {Baydn y col, 1986) donde se muestra la porcién terminal
de la canula de hendidura (sloi). El sistema de perfusion consta
de un sistema de bombeo abierto a la presion atomosférica
(entrada de aire = 0.5 mm dm). El flujc del sistema de exirac-
cion es el doble de!l sistema de infusién.
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100 l/min
=] O

PULL CANNULA
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|
I
II
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esta estructura cerebral (figura 1). La inyeccién del pre-
cursor metabdlico fue constante a lo largo del curso
temporal de incorporacion del trazador a proteina tisular
(29.44 + 0.93 x 10°® cpm de *5S-Metionina /3 wl/15 min,
n = 6), recuperandose un 80 % (78.5 %} (23.08 £ 0.34
x 10°% cpm) de ¥S-Metionina con respecto al total de
marca aplicada in situ. Asimismo, se observd que soélo
15.2+1.7 % (3.53 £ 0.17 x 10°® cpm) del 3°S-Metionina
capturado por el tejido, se encontrd en los homoge-
neizados de estriado exiraidos a los diferentes tiem-
pos indicados, y 1.35 + 0.05 % (0.31 + 0.013 x 10°®
cpm) de **S-Metionina se encentré en las pastillas pre-
cipitadas con TCA (esto es 10 % del trazador presente
en los homogeneizados) (figura 1, inserto 2). Estos
datos sugieren que, aproximadamente, 85 % del
trazador aplicado al tejido nervioso fue removido del
parenquima cerebral por el sistema venoso cerebral,
ya que los estudios preliminares a lo largo del curso de
estos experimentos habian mostrado que la inyeccién
local de un volumen pequefic del precursor metabdlico,
no era difundido a través del sistema ventricular cere-
bral a regiones contralaterales y regiones caudales del
parenquima cerebral (datos no mostrados). Asimismo
se observé una muy discreta variabilidad durante la
determinacion de proteina tisular en las fracciones de
homegenados (2.01 £ 0.71 mg/mi de solucién estandar

DIAGRAMA 2a

Fotografia de alta amplificacion del estriado de la rata (250
x). Se muestra la cclocacién intracerebral de la canula de
perfusion push-pull, donde la punta de la canula alcanza el
borde inferior del estriado de ia rata (area chscura). Un corte
coronal del estriado de la rata fue cbtenido mediante la fija-
cidn previa del tejido cerebral con paraformaldehido al 4 %, y
se hicieron cortes seriados de 40 pm en un microtomo. La
seccion mostrada de tejido fue tefdida previamente con
hematoxilina-eosina para identificar el sitio correspondiente
al area tisular de perfusién.

de perfusién) y en las fracciones precipitadas
cuantitativamente con 15 % de TCA[0.69 £ 0.18 mg/ml
de solucién de resuspensién (0.15 M NaCl/0.1 N
NaOH)}]. La recuperacion de proteina tisular posterior
a la precipitacion con 15 % de TCA fue del orden de
25-30 % (figura 1, inserto 1).

Inyeccién intracerebral del aminoacido **S-Metionina
empleado como precursor metabdlico para la sintesis
y la liberacién de material protéico

Con base en los resultados experimentales obteni-
dos sobre el tiempo méaximo de incorporacién de 8-
Metionina a proteina tisular, la perfusién in vivo del es-
triado de la rata mediante la técnica de perfusidn push-
pufl, se inicid 6 hr después de la inyeccion del precur-
sor metabdlico (**S-Metionina). Durante el curso de ias
perfusiones (n = 6) se cbservd una liberacidén inicial
significativa del precursor radiactivo incorporade a ma-
terial protéico precipitado con TCA durante la primera
sesion de estimulacion del tejido nervioso con alto K+
{203 % sobre el nivel de liberacion basal); en tanto que
durante la segunda (K+/EGTA)y tercera estimulacion
(K+/Ca++) (figura 2, inserto 1) se observé una libera-
cién proporcional del precursor radiactivo incorporado
a material protéico liberado y precipitado cuantita-
tivamente con 15 % de TCA (60 % sobre el nivel de
liberacién basal). Estos resultados hacen plausible pro-
poner la existencia de una poza intraceiular saturable
de material protéico que es liberable bajo [a estimulacién
qufimica del tejido nervioso. Asimismo, tampoco se po-
dria descartar la posible presencia de diferentes pozas
intracelulares conteniendo diferentes fracciones de
material protéico, que bajo condiciones de estimulacion
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inserto 1: Determinacion de proteina tisular en el
estriado de la rata
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Figura 1. Actividad especifica de 3S-Metionina en secciones de tejido estriatal homogeneizado y precipitado con TCA. Las ratas
Sprague-Dawley fuercn expuestas a un pulso (nico de *S-Metionina (10 uCi/3 ul/15 min). Los estriados de ias ratas fueron extraidos
a los tiempos seleccicnadoes. Las fracciones de homogeneizados fueron precipitadas con una solucidn de 15 % de TCAy 10 mM de
L-Metionina. La actividad especifica estimada (ordenadas) de las muestras de homogenado y de las fracciones precipitadas se
obtuvo a partir de la determinacion del contenido de 3S-Metionina y del contenide de proteina tisular en cada una de las regicnes
de estriado obtenidas después de la extraccion del tejido. La determinacion de proteina tisular en las fracciones de homogenados y
de las fracciones precipitadas con TCA se midié por duplicado por el método de Lowry (inserto 1). La recuperacion de proteina tisular
total precipitada can TCA se expresa en valores porcentuales {inserto 1). El contenido de **S-Metionina incorporada a la proteina
tisular precipitada (inserto 2) se cuantificéd por dupticado en un aparato de liquido de centelleo. Los valores porcentuales obtenidos
representan la fraccion de *5S-Metionina incorporada a proteina tisular con respecto a la cantidad de trazador depositado en el
estriado de la rata (23.08 x 10 cpm, ver en resultados) (promedio +/- intervalo, n = 2).

ne despolarizante o despolarizante continua se produ- tuviercn los mismos valores porcentuales con la preci-
jera una deplecion de la fraccidn protéica liberable en pitacién de las fracciones de perfusado colectadas en
estas pozas celulares (v.g., vesiculas exociticas) y por condiciones de estimulaciéon basal, en fracciones de
tanto requiriera de la maquinaria biosintética para sin- sobrenadantes obtenidos de la homogeneizacién del
tetizar de novo el material protéico depletado cuando estriado de la rata y fracciones de proteina sérica de
el tejido es continuamente estimulado (De Potter y col., bovino, BSA (dato no mostrado). Estos resultados ha-
1995). Estos resultados permitieron, a su vez, cuantifi- cen factible proponer, inicialmente, la existencia de
car a fraccion de proteina tisular liberada al espacio componentes de alta masa molecular en este material
extraceiular de sus respectivas pozas intracelulares, proteéico liberado {proteinas con peso molecular pro-
estimandose que sodlo una fraccion del 3 % al 5 % del medio = 15,000 daltones). Mas atin, el incremento enla
material protéico tisular sintetizado de novo es liberable liberacién de material protéico total inducido por la
cuando el tejido nervioso es despolarizado quimicamen- despolarizacioén quimica resulié ser dependiente de la
te con un alto K+ (cuadro 1) (figura 2). concentracién de calcio extracelular (1.8 mM), como
La despolarizacion del estriado de la rata con alto observd preliminarmente Bayon y col. (1986), lo cual hace
potasio (50 mM) induce un incremento importante (40 factible proponer, inicialmente, el posible origen neuronal
ug/ml) sobre el valor basal promedio (25 ug/ml) del de este material de naturaleza protéica (figura 3).
material protéico total liberado en os perfusados. Una Adicionalmente, un resultado que apoya nuestra hi-
gran proporcion de este material protéico liberable bajo poétesis del origen neuronal del material protéico total
la estimuiacion despolarizante del tejido nervioso es liberable por desporalizacidn quimica con alto potasio,
recuperado después de la precipitacion cuantitativa con es la inhibicion casi totai (98 %) observada en el incre-
15 % de acido tricloroacético (TCA) (70-80 %). Se ob- mento de la liberacién protéica inducida por la perfu-
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CUADRO 1

Determinacion de la incorporacion de metionina
S-35 a proteina tisular liberada bajo estimulacién
quimica del estriado. (CPM de metionina S-35/ml

de 0.1 N NaCH-0.15 M de NACL)

No. de Promedio D.S.
astimulacién {sobre basal) {n=26)
1a. estimulacion 12854 306.3
2a. estimulacion 3564 63.1
3a. estimulacion 380.9 139.2

Determinacién de protelna total liberada
del estriado de la rata y precipitada con 15 %
de TCA. (UG de proteina total TCA PPTADA/mI
de solucién 0.1 N NaOH-0.15 M NACL)

1a. estimulacion 38.36 3.18
2a. estimuiacion 17.67 418
3a. estimulacion 22.26 7.28

CUADRO 1 (continuacién)

Actividad especifica del material protéico liberado
al espacio extracelular mediante la estimulaclon quimica
depolarizante de! tejido estriatal. (CPM de metionina
8- 35/UG de material protéico detectado por Lowry)

1a. estimulacion 335 7.98
2a, estimulacién 20.2 38
3a. estimulacién 17.11 6.25

Fraccion de proteina tisular sintetizada en el estriado
de la rata liberada bajo la estimulacion quimica
depolarizante del tejido neurcnal. (Actividad especifica
de la protelna liberada/actividad especifica
de la proteina tisular)

1a. estimulacion 4.89 1.16
2a. estimulacién 295 0.526
3a. estimulacion 25 0.913

3 Liberacién de 35 S-Metionina a materiat
g protelco en el estriado de la rata Inserto: Liberacién de 35 S-Metionina
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Figura 2. Liberacién de metionina S- incorporada a material protéico precipitado con TCA en el estriado de la rata. Las ratas
Sprague-Dawley fueron implantadas esterotaxicamente con una canula guia. Posteriormente las ratas Y1 fueron inyectadas indivi-
dualmente a la region anatémica del caudo-putamen con 3S-Metionina (10 uCi/3 ul/15min). Seis hr de la inyeccién del trazador, los
animales fueron perfundidos y se colectaron las fracciones de perfusado. Durante las condiciones de reposo (no despolarizacién) y
de estimulacién quimica despolarizante del tejido, los perfusados fueron analizados para su contenido de 3*S-Metionina {panel
superior) y para la determinacion dei contenido de proteina precipitada por TCA por el meétodo de Lowry (panel inferior). Las deter-
minaciones de met S-35 y de proteina precipitada se llevaron a cabo por duplicadofanimal. Los valores de las gréficas estdn
expresadas en cpm de **S-Metionina precipitada/ml de volumen de resuspension (0.1 N NaOH/0.15 M NACL) y ug de protefna total

precipitada /ml de solucién de resuspensién (0.1 N NaOH/0.15 M NAGCL). El inserto (panel superior) muestra la fraccién porcentual

de liberacién de 33S-Metionina incorporada a material protéico perecipitable por TCA. Durante las fases de estimulacién quimica del

estriado (promedio +/-D.5. n =6).
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Liberacion de proteina total y proteina precipitada con TCA
en el estriado de la rata
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Figura 3. Valores de los incrementos netos de proteina libe-
rada por despolarizacion dependiente de la presencia de cal-
cio extracelular. Las ratas Sprague-Dawley fuercn perfundidas
en el area del caudo-putamen. Notese el importante incre-
mento (80 % sobre el valor basal) en la secrecién del material
protéico inducido mediante la infusién de liquido de perfusion
estandar con una concentracidn despolarizante del ion k+ (50
mM) y Ca++(1.8 mM) (1a. y 3a. estimulacién). Por el contra-
rio, se observd un decremento del 50 % en la liberacién de
proteina total en condiciones despolarizantes con un liquido
de perfusién de k+ 50 mM en ausencia de Ca++ en adicion de
100 uM del quelante de cationes divalentes EGTA (2a.
estimulacién). Las fracciones colectadas fueron precipitadas
con 15 % de TCA. La proteina liberada se determiné por du-
plicado por el método de Lowry. Los valores porcentuales (%)
representan la fraccidon de recuperacion de proteina total pre-
cipitada por TCA en las fracciones de perfusado colectadas
posteriormente a la estimulacion quimica del tejido. Las gra-
ficas se expresan en ug de proteina/ml de vol de perfusado o
en ml de solucién de resuspension (0.1 N NaOH/0.15 M
NACL) de las muestras precipitadas por TCA (promedio +/-
D.S.n=3}.

sién del estriado de la rata con una solucion de alto
potasio en presencia del verapamil (50 pM), una sus-
tancia quimica empleada para bloquear la conductancia
dei ion Ca** al compartimiento citoplasmatico neuronal
{antagonista de los canales de Ca**, tipo L) {Lopez GM
y col., 1989) (figura 4).

Discusion

Las sustancias neuroactivas, como las aminas
biogénicas y los péptidos bicactivos, y las harmonas
de naturaleza peptidica son secretados al espacio
extracelular mediante la via de secrecion regulatoria,
donde diferentes moléculas de naturaleza protéica, lo-
calizadas en membranas de vesiculas exociticas
{(Valtorta y col., 1992; Walaas y col., 1989), en el cito-
plasma (Shahid y col., 1989; Almers y Tse, 1990) y en
el exolemma (Jena y col., 1994) regulan la segrega-
cion del material contenido en las vesiculas endociticas
para su secrecion ulterior (Sabatini y cot., 1982; Burke
y col., 1997; Normant y Lou, 1998; Kaether y col., 1997,
Goodall y col., 1997). Bajo este lineamiento, diversas
moléculas peptidicas (v.gr., cromograninas A, b y
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Figura 4. Valores de los incrementos netos de protelna total
liberada por despolarizacion en presencia del verapamil. Las
ratas Sprague-Dawley fueron perfundidas en el area del
caudo-putamen. La infusién de liquido de perfusién con una
concentracion despolarizante de 50 mM del ion k+ en presen-
cia de 1.8 mM de Ca++, incrementd la liberacién de proteina
total cuantificada por el método de Lowry (1a estimulacion).
Durante la 2a. estimulacion, se observd un decremento im-
portante (80 %)} de la proteina total liberada del caudo-putamen
perfundido con liquido de perfusion despolarizante (k+ 50 mM)
en presencia de 50 pM de verapamil (antagonista especifico
de canales de caicio) y en ausencia del Ca++. Los valores
porcentuales (%) muestran e! efectc de inhibicién sobre la
liberacién de proteina total inducida por el antagonista. Las
graficas se expresan en ug de proteina total precipitada/ml
de solucién de perfusado (promedio +/-D.S. n = 3).

secretogranina Il, secretoneurina) (Elder U y col., 1997),
factores neurotréficos (Kruttgen y col., 1998; Fawcett y
col., 1998; Liou y col., 1997} y sustancias de alta masa
molecular, como proteoglucanos (Dow y col., 1994),
glucoproteinas {v.gr., SCO-spondina) (Monnerie y col,
1997), AchE, dopamina beta-hidroxilasa (DBH) (De
Potter y ¢col, 1995; Pauy col, 1997, Berridge y col, 1997,
Blessing y col, 1998), &l inhibidor de los activadores de
plasmindgeno y plasmina, y la neuroserpina (Osterwalder
y col., 1998) han sido localizadas a nivel celular y
extracelular en diferentes segmentos del tejido nervio-
sa, incluyendo el sistema ventricular, demostrandose
que su secrecion exacitica es dependiente de la con-
centracién extracelular del ion Ca++ (Agapito y col,
1998; Biagioni y col, 1995). Asimismo, las células
neuronales sen capaces de regular la sintesis y secre-
cion de péptidos bioactivos liberades bajo la accion de
estimulos despolarizantes (Cannosa y col., 1997) como
moléculas de alta masa molecular {v.gr., AchE, DBH)
(Ledbetiler y Kirschner, 1981, Taylor y col, 1989; Biagioni
y col, 1995; De Potter y col., 1995).

Nuestros estudios experimentales han demostrado
la existencia de material protéico liberado bajo condi-
ciones de estimulacién quimica del tejido nervioso. La
liberacion de este material de alto peso molecular re-
sulté ser dependiente de la concentracion extracelular
de Ca™ cuando el tejido es despolarizado con alto K+
{50 mM), lo que sugiere que este material liberado por
la células neuronales es secretado bajo los mismos
mecanismos meleculares de secrecion impuestos para



otras sustancias bicactivas de menor peso melecular
{v.gr., neurotransmisores peptidicos y no peptidicos).
Mas aun, la secrecion de este material dependiente de
Ca'*, apoya el origen neurcnal del material protéico sin-
tetizado y liberado bajo estimulacién quimica despo-
larizante del tejido nervioso y no un origen glial, como
se ha reportado para la secrecién de neurotransmisores
no peptidicos (v.gr., GABA), donde su liberacion al es-
pacio extracelular ocurre en forma independiente a la
presencia del ion Ca'" (Sitges, 1989). Los estudios re-
cientes muestran que una vez secretada la AchE al
medio extracelular (Biagioni y col, 1895), esta molécu-
la es recapturada por neuronas dopaminérgicas a tra-
vés de un transportador membranal selectivo (Dickie y
col., 1995). Asimismo, diversas proteinas, como la DBH,
y la secretogranina | y I1, han sido localizadas en vesi-
culas de centro denso (large dense core vesicles, LDL)
conjuntamente con neurotransmisores peptidicos (v.gr.,
VIP, Met-encefalina, el péptido NPY} y neurotrans-
misores no peptidicos (noradrenalina NA; Acetilcolina,
Ach), donde la estimulacion intermitente a bajas y al-
tas frecuencias producen una liberacién cuantitativa de
estas moléculas bioactivas, lo que permite sugerir que
estas vesiculas estan relacionadas con la secrecion del
material protéico inducida por la estimulacion del tejido
nervioso (De Potter y col., 1995; Goodall y col, 1997).

Se han empleado rutinariamente diferentes precur-
sores metabdlicos (aminoacidos radioactivos) para
cuantificar y determinar in vitro (Duffy vy col., 1981;
Hesse y col., 1984; Sweadner y col., 1981, 19837, 1983°;
Patterson y col., 1978; Heydorn y col., 1985) e in vivo
{Wouters y col., 1998; Nixon y col., 1994; Dow ¥ col.,
1994) la sintesis, el transporte axonal anterogrado
{Heslop y col., 1975; Lasek, 1977; Forman y col., 1977}
y el transporte dendritico {Globus y col., 1968; Lux y
col., 1970; Kreutzberg y Toth; 1974) de diferentes
macromoléculas de naturaleza protéica en el sistema
nervioso de vertebrados e invertebrados, que resultan
ser indistintamente secretados al medio extracelular ya
sea mediante la estimulacion quimica despolarizante
del tejido o la estimulacidn eléctrica del mismo (Musick
y Hubbart, 1972; Musick, 1979; Kaczmarek y col, 1975;
Appletauer y Korr, 1975; Hines y Garwood, 1977,
Tedechi y col., 1981; Kler y Rosen, 1985). Bajo este
contexto, el empleo de un precursor metabdlico como
el aminoécido *S-Metionina en nuestro estudio permi-
tié detectar y cuantificar con excelente resolucion la
presencia de material protéico liberable a perfusados
colectados durante la perfusidn in vivo del tejido ner-
vipso de la rata en condiciones de estimulacién no
despolarizante (basal) y despolarizante en el estriado
de la rata. Por lo tanto, la existencia de una gran canti-
dad de sustancias bioactivas de alto peso molecular
que ejercen funciones bioldgicas especificas en el sis-
tema nervioso de mamiferos, y que son secretadas al
espacio extracelular por terminales presinapticas o se-
crecion dendritica o somatica (v.gr., AchE, Greenfield,

1984, ia neuroserpina Osterwalder y col., 1998) permi-
te proponer que ¢l material protéico sintetizado y libe-
rado por la despolarizacion quimica del tejido neuronal
en nuestros estudios, pudiera enmarcarse dentro del
grupo de sustancias bioactivas con funciones regula-
torias similares a las reportadas previamente o
enmarcarse dentro de un grupo nuevo de moléculas
bioactivas con propiedades funcionales aun descono-
cidas con capacidad de regular o modular a neuroctrans-
mision sinaptica en el sistema nerviose central de los
mamiferos.

Conclusiones

1. El empleo de !a técnica de perfusion in vivo push-
pull en combinacion con procedimientos de incor-
poracién de precursores metabdlicos radiactivos
permite detectar y cuantificar cambios en la sintesis
y liberacién in vivo del material protéico total en el
estriado de la rata.

2. Esta metodologia experimental nos ha permitido
identificar y cuantificar la liberacién inducida por
despolarizacién quimica de material de naturaleza
protéica cuya concentracion es alta en el espacio
extracelular del tejido nervioso del estriado de la rata,
lo cual hace factible disefiar estrategias que permi-
tan abordar futuros estudios enfocados a la identifi-
cacién y la caracterizacion molecular de una familia
de nuevos componentes macromoleculares protei-
cos con posibles acciones neuromoduladoras.

3. Asimismo, la gran abundancia del material protéico
liberable por despelarizacion, también permite pro-
poner la existencia hipotética de nuevas macro-
moléculas protéicas diferentes a los ya conocidos
mensajeros peptidicos de bajo peso molecular, cuya
concentracidn en el espacio extracelular en el tejido
nervicso oscila narmalmente en ardenes de magni-
tud de 1000-10,000 veces menor que el material
protéico total estimado en nuestros perfusados.

4. Nuestros resultados muestran que la liberacion in-
ducida de material protéico total y de recién sintesis
por alto potasio es dependiente del calcio extra-
celular, lo cual hace factible proponer, al menos ba-
sados en este criterio que apoya el concepto de la
liberacidn sindptica de transmisores quimicos en el
sistema nervioso, el origen neural de una gran pro-
porcion del material protéico liberable por despolari-
2acién en nuestros experimentos.
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