Proteinas y enzimas como posibles
mensajeros en la comunicacion
quimica interneuronal. Parte |

Philippe Leff*
Benito Anton*

Summary

A vast number of information has been accumulated in the
past 30 years concerning the release of different set and subset
of protein molecules and enzymes, initially reported to be
evokedly released from non neuronal tissue such as the
chromaffin cells of the adrenal gland. Extensive studies
concerning molecular cloning and in situ hibridization
technigues have revealed the cell origin, localization and
expression of enzymes, such as acetylcholinesterase, and
dopamine beta hydroxylase, in the brain tissue of different
mammalian and non mammalian species. Moreover, non
adrenergic or cholinergic functions have been reported for such
high molecular species, including trophic functions. Similar
approaches have been undertaken to elucidate the neurcnal
and non neuronal expression of protein molecules such as
chromogranin polipeptides, whose celt synthesis, posttran-
slational modifications, packaging, trafficking and cell
exocytasis, in neuronal and in neuroendocrine tissues has
besn extensively documented. Moreover, such protein
molecules appear to be precursors of several biological acti-
ve peptides whose autocrine, paracrine and endocrine
functions, at nsuronal and non neuronal level have been
reported. In addition, a large family of neurotrophic factors,
including the well known and extensively documented, Nerve
Growth Factor (NGF), recently isolated, identified and
molecularly and functionally characterized in vivo and in vitro
are known to exert and mintain the survival of different sets of
neuronal cells by activating a subset of brain membrane
receptors.
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Resumen

En los ultimos 30 afios un extenso cumulo de informacién ha
sido reportada sobre la identificacién y caracterizacion fisio-
l6gica y molecular de las proteinas y las enzimas; cuya libe-
racidon espontanea e inducida a partir del tejido neuronal y de
los tejidos extraneuronales, como las células cromafines de
la glanduia suprarrenal, han permitido no sdlo la subsecuente
clonacidén y aislamiento molecular de estas moléculas
protéicas, sino que, ademas, mediante la aplicacion de méto-
dos de hibridacidn in sjfu, de la generacién de anticuerpos
selectivos, conjuntamente con el apoyo de técnicas inmuno-
histoquimicas, se ha podido detectar el origen, localizacién y
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expresion celular de enzimas como la acetilcolinesterasa es-
pecifica (AChE)}, y la dopamina-betahidroxilasa (DBH), en di-
varsas regiones del cerebro de distintas especies mamiferas,
de donde se ha encontrado su capacidad para ejercer funcio-
nes neurotréficas. Asimismo, se han abordado similares plan-
teamientos experimentales para identificar y localizar la ex-
presion celular y subcelular de proteinas como las de la fami-
lia de los polipéptidos, representados por las cromograninas
y las secretoneurinas, que son polipéptidos, cuya sintesis
celular, modificaciones postraduccionales, almacenamiento y
segregacion vesicular, como su exocitosis celular en el tejido
neuronal y en los tejidos neuroendocrinos, han sido estudia-
das in vivo e in vitro a partir de diferentes preparaciones bio-
légicas, cuyos resultados han sido motivo de muttiples publi-
caciones. Mas adn, estas proteinas parecen ser precursoras
de varios péptidos bioactivos, en los que se han ohservado
diversas funciones de tipo autocrino, paracrino o endocrino,
en el tejido neuronal y en los tejidos extraneuronales. Asimis-
mo, una extensa familia de factores tréficos, conocides como
neurotrofinas, incluyendo el Factor de Crecimiento Neuronal
{NGF), recientemente se aislaron, identificaron, y caracteri-
zaron molecular y funcionalmente, in vivo e in vitro, con lo
que se demostré su capacidad para regular y mantener la
supervivencia de diferentes poblaciones de células neuronales
en el sistema nervioso central y periférico de multiples espe-
cies de vertebrados e invertebrados, lo que parece mediarse
por la activacion de diversos subgrupos de receptores
membranales, recientemente identificados y localizados en
discretas poblaciones neuronales.

Palabras clave: Proteinas, enzimas, neurotrofinas, transmi-
sidn, liberacidn, despolarizacion, neurona, ganglios basales.

1. Generalidades

La estimulacion del tejido nervioso, ademas de inducir
la liberacién de neurotransmisores de naturaleza
peptidica (Bayon y col., 1985, 1986; Olive y Maidment,
1998) y de aminoécidos no peptidicos (aminoacidos y
aminas biogénicas), induce la liberacién de sustancias
protéicas de alto peso molecular, y aunque algunas de
ellas han sido bien caracterizadas (AChE; DBH, facto-
res tréficos o neurotrofinas) desde el punto de vista
bioquimico, fisiolégico y molecular, s€ han encontrado
moléculas que por sus caracteristicas de liberacién fi-
sioldgica, presentan un potencial enorme de estudio
para identificar, caracterizar y aislar nuevas moléculas
quimicas con posibles funciones regulatorias en la
neurotransmision del SNC de los mamiferos (Bayoén y
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cols., 1985, 1986, Greenfield y cols., 1984; Greenfield,
1991). Se han utilizado diversos enfoques experimen-
tales para estudiar y analizar los mecanismos y even-
tos quimico-moleculares que regulan la secrecion de
las diversas moléculas neuroactivas en el sistema ner-
vioso central, en particular aquellos que han permitido
identificar, aislar, ctonar y caracterizar la funcionalidad
de diferentes proteinas relacionadas con las vesiculas
exociticas que intervienen en el fransporte intracelular
de las vesiculas sindpticas, la fusién de éstas a la ter-
minal presinaptica (membrana vesicular/membrana
plasmatica), el reciclaje y endocitosis de las vesiculas
exociticas, y los eventos fisiolégicos que determinan el
acoplamiento estimulo-secreciéon, que determinan el
fendmeno de la neurosecrecion en el SNC y en las glan-
dulas de secrecién interna (sistema APUD o de
neurosecrecion) tanto en las especies de vertebrados
como en las de invertebrados (De Camilli y Reinhard,
1990; Baijjalieh y Scheller, 1995; Volkandt, 1995;
Matthews, 1996) (figura 1).

2. Rutas de secrecion en las células eucarioticas

Las células eucaridticas se caracterizan por poseer dos
rutas diferentes de secrecidn exocitica, mediante la cual

Figura 1. llustracién esquematica de los diferentes tipos de

sinapsis que establecen las neuronas del SNC de los mami-

feros.

a} Representacién esquematica de un botdn sindptico en con-

tacto con una espina dendritica en ia que se observa una

especializacién pre y posinaptica a nivel membranal.

Se muestra un axdén que hace multiples contactos

sinapticos en el soma o tallo dendritico en una neurcna

posindptica.

¢} Ejernplo de un contacto sinaptico de tipo “Calix” en el que
se establecen millares de especializaciones sinapticas.

d) Contacto sinaptico tipo glomerular entre una terminal
axonica y muitiples dendritas (Walmsley y coils., 1998).

b
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se depositan diversos productos de secrecién en el
espacio extracelular. La secrecion de tipo constitutiva,
que es la ruta de secrecion basica operante en todas
las células de los organismos vivos, se caractetiza por
el transporte constante de vesiculas pequefias (50 nm}
provenientes del aparato de Golgi (Trans-Golgi), a la
superficie celular, donde se lleva a cabo el proceso de
exocitosis del contenido vesicular, mismo que no re-
quiere del almacenamiento intermedio ni del procesa-
miento del contenido vesicular, y es responsable del
recambio de componentes membranales de la mem-
brana de superficie (De Camilli y Reinhard, 1990). Asi-
mismeo, mtltiples células diferenciadas (v.g., neuronas,
células endocrinas y neuroendocrinas, etc.) responden
secretando o liberando sus contenidos vesiculares a
través de una ruta de secrecion regulada, que intervie-
ne en la segregacién, transporte, almacenamiento, con-
centracién, procesamiento enzimatico y exocitosis del
material vesicular exportado (v.g., proteinas, prepro-
péptidos, vy mensajeros quimicos peptidicos y no
peptidicos, etc. ) en respuesta a un estimulo apropiado
{quimico, farmacolégico, eléctrico, etc.), por ejemplo,
el ion Ca** (De Camilli y Reinhard, 1990). La coexis-
tencia de ambas rutas de secrecioén en una misma cé-
lula permite esclarecer con mayor precision los even-
tos moleculares que determinan las rutas de secrecién
celular (De Camilli y Reinhard, 1990; Volkandt, 1994).

3. Aspectos moleculares de la secrecién neuronal.
(Interaccién de las proteinas vesiculares y de las pro-
teinas membranales)

La neurctransmision representa la forma de comuni-
cacion primordial en el sistema nervioso central. Los
cambios que regulan o determinan la efectividad de este
proceso definen la plasticidad cerebral y las estructu-
ras que conforman y determinan la funcionalidad entre
las miltiples conexiones sinapticas (Bajjalieh y Scheller,
1995; Matthews, 1996; Bennett, 1998). La neurcse-
crecion se distingue de ta secrecidon constitutiva por
estar regulada por Ca**, aunque comparte rasgos si-
milares en el transporte, segregacion, y fusién de las
vesiculas, utilizando filamentos de actina (componen-
tes del citoesqueleto celular) y fosfolipidos acidos para
la fusion membrana (De Camilli y Reinhard, 1990;
O’Connor y cols., 1994; Volkandt, 1994; Bajjalieh y
Scheller, 1995). Mediante la clonacién y caracteriza-
cion molecular de diversas proteinas constitutivas de
vesiculas sinapticas se han podido evaluar multiples
funciones relacionados con los eventos fisioldgicos y
moleculares que intervienen en la secrecion inducida
de las moléculas bicactivas (neurotransmisores
peptidicos y no peptidicos) (Yolkandt, 1995; Matthews,
19986). Estas moléculas protéicas, integradas o asocia-
das a la membrana vesicular, han sido localizadas en
distintas vesiculas sinapticas {(SSV y SDCV) y vesicu-
las secretorias (v.g., granulos cromafines), que son
componentes del tejido neuronal y de los tejidos de
secrecién neuroendocrina (v.g., glandula adrenal) en
multiples especies de vertebrados (v.g., rata, bovino} e
invertertebrados (v.g., moluscos marinos), (Volkandt,
1995; Avery y cols., 1997). Estas proteinas incluyen
transportadores de moléculas pequefias, como el com-
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plejo protéico-hetero-oligomérico gue conforma la bom-
ba proténica vacuolar; la V-ATPasa (Mr; 750 Kd); el
transportador intravesicular de moléculas pequefas
(calcio, ATP, nucledtidos, cloro); la proteina neuronal
SV-2A y SV-2B (P.M.,80-150 kDa); las proteinas trans-
portadoras de aminas biogénicas (ACh); la VMAT-1 y
la VMAT-2 (P.M.; 50-65 kDa); las proteinas integrales
de las vesiculas, sensoras de Ca++ intracelular, rela-
cionadas con el proceso de secrecién, comeo la
sinaptogamina-p65; la sinaptogamina [, la sinaptoga-
mina Ill, la frequenina y la neuronal NCS-1 (Lang y col.,
1997; Thomas y Elferink, 1997; Mizuta y cols., 1997,
Baram y cols., 1998; McFerran y cols., 1998); las pro-
teinas relacionadas con la fusién de vesiculas con la
membrana plasmatica en relacién con el citoesqueleto
celular (Valentijn y cols., 1998}, como las moléculas
sinaptobrevinas/VAMPs, las sinaptofisinas, las
sintaxinas, la rabphilina-3a (rab-3a) y la Proteina Noc2,
asi como las proteinas relacionadas con la formacioén
de poros membranales, las sinaptoporinas (Bauerfeind
y cols., 1995; Avery y cols., 1997; Tasaka y cols., 1998);
las proteinas relacionadas con el transporte y movili-
zacion de las vesiculas a los sitios activos en las termi-
nales sindpticas, como las proteinas asociadas a GTP
(GTP-binding proteins, Protefna Rho) (Jena y cols.,
1992; Gasman y cols,, 1997, Zhang y cols., 1998); las
proteinas que intervienen en la activacion y regulacion
funcional de las proteinas sinapticas por fosforilacién,
como la caimodulina-protfeina cinasa l (Ca/CaM-K Il)
(ver esquema de configuracién membranas de vesicu-
la sinaptica colinérgica (figura 5). Asimismo, diversos
estudios han encontrado un grupo de proteinas solu-
bles denominadas proteinas SNARE, asi como de pro-
teinas vesiculares denominadas SNAPSs (synaptosomal-
associated proteins) (v.g., SNAP23, SNAP-25) (Hohne-
Zell y cols., 1997; Linial y cols., 1997, Sadoul y cols.,
1997a y b; Huang y cols., 1998; Neimoz-Gaillard vy cols.,
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1998; Gou y cols., 1998), un grupo de proteinas deno-
minadas CSPs (cystein string proteins) (Brown y cols.,
1998); proteinas citosdlicas dependientes Ca++ y ATP,
definidas como CAPs (Ann y cols., 1997); la proteina
de fusion sensible a N-etiimaleimida, NSF (Burgoyne y
Morgan, 1998), la cual parece regular el proceso de
exocitosis de diversas vesiculas endociticas, median-
do ta fusion membranal de éstas a la membrana celu-
lar en forma dependiente de la concentracion interna y
externa del ion Ca++ (O'Connor y cols., 1994; Bajjaliah
y Scheller, 1995; De Bello y cols., 1995; Matthews, 1996;
Enguish y cols., 1997; Davletov y cols., 1998; Koizumi
y Inoue, 1998). Asi, también se ha demostrado la pre-
sencia de diversas proteinas cinasas dependientes e
independientes de la actividad de AMPC (Naor y cols.,
1989; Billiard y col., 1997; Clegg y col., 1998, Scott y
cols., 1998; Shefler y cols., 1998); que determinan la
liberacién de moléculas neurotransmisoras y/o hormo-
nas peptidicas. Indistintamente, diversos estudios de
inmunohistoguimica (IHQ), utilizando anticuerpos se-
lectivos inmunoreactivos a diferentes marcadores
protéicos vesiculares, han confirmado la existencia de
miitiples vesiculas neurosecretorias, incluyendo un
subtipo de vesiculas hibridas (SDCV) resultantes de la
fusidn de vesiculas sinapticas pequefias (S8V) y gra-
nulos neurosecretorios (LDCV) que almacenan el mis-
mo material protéico liberable (DBH, Cromograninas,
AChE, péptidos neuroactivos y aminas biogénicas, etc.)
(Bauerfeind y cols., 1995; Goodall y cols., 1997) (figu-
ras 2y 3).

4. Liberacion de protefnas en el sistema nervioso
central y periférico de los mamiferos

a) Liberacion in vivo de proteinas al LCR y al EEC. Di-
versos estudios experimentales han mostrado la li-
beracién fisioldgica continua de las proteinas hacia
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Figura 2. Representacion esquematica de los constituyentes moleculares de una vesicula sinaptica

colinérgica (Volkandt, 1994}.
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)jura 3. Los componentes moleculares que intervienen en
fusion de las vesiculas secretorias con la membrana
smatica. En este esquema se puede apreciar la red de mo-
ulas que intervienen en sl proceso de fusion, formando
ticulas submembranales que determinan el sitio de aco-
miento vesicula-membrana plasmatica (Livett, 1993).

el liquido cefaloraquideo en el cerebro de los mami-
feros (v.g., conejos, gatos), conjuntamente con fa li-
beracion inducida de neurotransmisores {v.g., S-HT)
por medio de la perfusién ventriculo-cisternal (Barkai
y cols., 1978; Barkai, 1979; Drucker-Colin y Spanis,
1975). Estos estudios demostraron, por un lado, que
la concentracion promedio detectada en el material
reactivo a Lowry (MRL) en los perfusados colecta-
dos, variaba (6501 86/7804 97u9/ml) dependiendo
de las condiciones experimentales a las que esta-
ban sujetos los animales de experimentacion, ob-
servandose que el material mayor de 50 kDa (85 %
del material protéico total estimado), secretado al
LCR a una velocidad promedio de 4.5 pg/min, se
reducia significativamente (60-75 %) con el efecto
anestésico del pentobarbital (266265 ng/ml) o con
el tratamiento con antagonistas dopaminérgicos
(haloperidol) {(166x 38 pg/ml) (Barkai, 1979), en tanto
que los niveles del material protéico de menor peso
molecular (< 50 kDa) en el LCR {concentracion pro-
medio, 82+18 pg/ml), se reducian en un 50 % con el
mismo tratamiento farmacolagico, al igual que la se-
crecion ventricular de ambas fracciones protéicas
{1.75-2.14 ug/min.) con el tratamiento farmacolégico
{Barkai, 1979). Ademas de estos resultados experi-
mentales, Kaczmarek y Adey observaron a través
de la perfusién in vivo de la corteza cerebral de los
gatos, la liberacion de glucoproteinas marcadas con
precursores metabdlicos radioactivos, cuya libera-
cién se incrementa considerablemente con la apli-
cacion de soluciones que contienen una alta con-
centracion de K+ (40 mM) (Kaczmarek y Adey, 1975).

b

e

Ademas, Friedel y cols., identificaron un grupo de
proteinas liberadas después de la propagacion de
un potencial de accién. Esta liberacion era inducida
por la corriente entrante de Ca*™" a consecuencia de
la despolarizacién neuronal del sistema neurose-
cretor fotocerebral de la langosta (Friedel y cols.,
1981).

Asimismo, mientras que las diferentes lineas de in-
vestigaciéon que emplean técnicas inmunoquimicas
y métodos de doble marcaje de proteinas con
aminoacidos radioactivos, reportan la liberacion
neuronal de glucoproteinas al espacio extracelular
{EEC) (Benowitz y Shashoua, 1979) durante los en-
trenamientos conductuales especificos de los
vertebrados marinos, como el pez carpa, cuyo re-
cambio se incrementa después de adquirir un apren-
dizaje establecido y de consolidar una memoria a
largo plazo (Shashoua, 1985), otros grupos de in-
vestigacién demuestran, mediante la perfusion de
la formacion reticular del cerebro de los gatos y
empleando canulas de perfusion push-pull, 1a corre-
laciéon entre la liberacion espontanea de material
protéico con el desarrollo de estados conductuales
{suerio) (Drucker-Colin y Spanis, 1975}, cuya libe-
racién sigue un curso diurno de oscilacién,
incrementandose sustancialmente durante la fase
profunda del suefio REM (MOR).

Liberacion in vitro de proteinas al LCR y al EEC. En
relacidn con la determinacién de proteinas en diver-
sos tejidos neuronales, el tejido neuronal represen-
tativo de la union neuromuscular ha sido quiza la
preparacion in vitro mas estudiada en el campo de
la liberacion de proteinas de origen neuronal. Los
trabajos iniciales de Musick y Hubbard, y posterior-
mente de otros, mostraron que la estimulacion del
nervio frénico produce una liberacion significativa y
prolongada de material reactivo a Lowry (MRL) en
conjunto con [a liberacién de ACh, en forma depen-
diente del Ca** extracelular, misma que se incre-
menta con la exposicién de antagonistas colinérgicos
{d-tubocuranina) o con la exposicion de altas con-
centraciones det ion K+ (Musick y Hubbard, 1972;
Bray y Harris, 1975; Musick, 1979), que es un efec-
to antagonizado por iones Mg++. En este contexto,
diversos estudios experimentales muestran que el
material protéico recién sintetizado, incluyendo la
actividad de las colinesterasas (Younkin, 1978), no
sdlo es transportado axcnaimente por los nervios
periféricos a diferentes velocidades (Hines y
Garwood, 1977), vy liberado al medio extracelular du-
rante la estimulacién eléctrica de éstos (7 Hz/30-60
seg) (Musick, 1979), sino que este material sinteti-
zado a partir de diferentes precursores metabdlicos,
es capaz de ser translocado transinapticamente al
tejido muscutlar en cuatro pulsos u “ondas protéicas”
diferentes (Korr y cols., 1967; Appletauer y Korr,
1975), liberdndose una proporcion estimada de MRL
de 75-125 ug/20-25 hrs {Hines y Garwood, 1977},
que es una concentracion equivalente < al 1 % del
contenido total de proteina tisular, representativa del
10-40 % de la incorporacion tisular del trazador (Leu-
C") . Los estudios posteriores que utilizaron las mis-
mas preparaciones biolégicas indican que una por-
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cion del material protéico (> S0 %) era sintetizado
por células gliales satélites (en el ganglio dorsal) o
células de Schwamm, y translocada al nervio poste-
rior para su difusion por el EEC (Lasek, 1970; Tedechi
y cols., 1981).

Bajo este lineamiento, Sweadner indica |a liberacién
espontanea e inducida de un grupo de glucoproteinas
solubles provenientes del cultivo de neuronas simpati-
cas del ganglio cervical superior de la rata. Sus obser-
vaciones muestran que el 2-3 % del material protéico
total sintetizado in vitro, estables a lo largo de 9 hrs
(ti» de 9 hrs), es liberado al medio extracelular y no
son producto de degradacion proteolitica (el patron
electroforético de {as proteinas sintetizadas de novo no
varia cuandc se expone el material en contacto con
inhibidores de proteasas) (Sweadner, 1981). Tanto la
liberacién espontanea como la inducida de este grupo
variable de proteinas provienen de terminales axdnicas,
dendritas o cuerpos neuronales, y parecen ser
dependendientes del grado y estado de diferenciacion
neuronal (Patterson, 1978, Sweadner, 1981), lo que
modifica el tipo y numero de proteinas secretadas
{Sweadner, 1981; Heydorn y cols., 1985). Ademas de
estas observacicnes experimentales, Sweadner mues-
tra gue la modificacidn postraduccional de proteinas
precursoras (P1-210 kDa, P3-185 kDa) origina la ex-
presion e insercion membranal de proteinas de menor
peso molecular (B2-215 kDa y B4-185 kDa), ricas en
manosa y no en acido sidlico, originandc proteinas so-
lubles (S1, S4) cuya liberacion es dependiente del Ca**
externo, y de la posible presencia de proteasas espe-
cificas dependientes de este ion (Rodeman y cols.,
1982) cuando el medio se condiciona para incrementar
la liberacién de neurotransmisores (NA, ACh) {Sweadner,
1983 a y b). Estas proteinas liberadas parecen corres-
ponder o derivarse de una proteina integral de mem-
brana previamente caracterizada, llamada gluco-
proteina, NILE (McGuire y cols., 1978). Asimismo, di-
versos grupos de investigacion, utilizando rebanadas
de tejido cerebral, indican la liberacion ténica {no esti-
mulada) de glucoproteinas marcadas con diferentes
radioisotopos en explantes del 16bulo intermedio de la
hipdfisis (Thorton, 1982), la liberacién in vitro de mate-
rial protéico al EEC, posterior a la estimulacion eléctri-
ca del hipocampo de ia rata {Duffy y cols., 1981; Hesse
y cols., 1984) o la liberacion in vitro de material protéico
posterior a ta despolarizacién quimica del tejido
hipocampal con alta concentracion de K+, en presen-
cia de la concentracion EC del ién Ca*™* (Thorton, 1982).
Ademas de estos resultados, los estudios posteriores
muestran que los tejidos endocrinos, como las células
alfa y beta del pancreas de rata y de los seres huma-
nos, secretoras de glucagon e insulina, expresan en la
superficie membrana una inmunoreactividad especifi-
ca a antigenos peptidicos correspondientes a insulina:
el péptido C, el glucagon y las cromaograninas, en los
sitios donde se produce el fenémeno de fusién y
exocitosis de granulos secrelorios (Lars-inge y cols.,
1989).

Ademas de los estudios de liberacidn neuronal de
macromoléculas, diversos estudios efectuados a partir
de preparaciones de cultivo de diferentes lineas
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tumorales de glia (v.g., glioma-C8, astrocitoma) y de
lineas celulares hibridas {v.g., neuroblastoma) demues-
tran que la presencia de un extenso grupo de fraccio-
nes protéicas liberado al medio extracelular, en su ma-
yoria glucoproteinas, incluyendo el factor de crecimiento
neural, NGF {Arenander y De Vellis, 1980, 1981 a y b)
poseen la capacidad de promover el crecimiento y di-
ferenciacién de las neuronas sensoriales (Truding y
cols, 1975; Schubert 1978; Salton y cols., 1983; Yavin
y cols., 1986).

5. Cromograninas

El estudio de la liberacion de proteinas se origind en la
década de los anos 60, cuando diversos grupos de in-
vestigacién reportaron la liberacién de componentes
protéicos en células cromafines de la méduia adrenal,
que en forma simultanea con la liberacién de cateco-
laminas, éstas eran almacenadas en los granulos
cromafines y liberados por exocitosis, mediante la apli-
cacion de acetilcolina {(Banks y cols., 1965; Kirshner y
cols., 1967). Estas proteinas de alto peso molecular se
denominaron cromograninas (Blaschko y cols., 1967;
Winkler y Fischer-Colbrie, 1992), representadas por un
grupo heterogéneo de moléculas de alto peso
molecular, en las que la cromogranina A (De Potter y
cols., 1969, 1970} y la dopamina beta-hidroxilasa, DBH
{Viveros y cols., 1968) parecian conformar el paquete
protéico intravesicular de mayor abundancia. Subse-
cuentemente, diversos estudios confirmaron la
coliberacién inducida (por estimulacion eléctrica del
tejido) de catecolaminas en terminales adrenérgicas,
conjuntamente con cromograninas y DBH, en forma
dependiente de calcio en el medio de incubacion (De
Potter y cols., 1969). Estas moléculas son almacena-
das en vesiculas “grandes” (LDCV) conjuntamente con
la norepinefrina (NE), y representan el 87 % de las pro-
teinas acidicas sotubles intravesiculares conjuntamen-
te con la DBH (representando el 4 % del conienido
vesicular) y los fragmentos peptidicos (v.g., encefalinas
protéicas, NPY), derivados de sus precurscres protéicos
especificos (1 % del contenido soluble vesicular)
(Fischer-Colbrie y cols., 1988; Geffen y cols., 1974).
Las cromograninas no sclamente han sido localizadas
en diversos tejidos neurcendocrinos (v.g., sistema de
neurosecrecion interna) (Simon y cols., 1889), en las
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Fragment Target tissue
Cga (1o Thyroid C-cells, tumor cells
Vasostatin  (1-76) Vascular Musculature
B-Granin (.14 Parathyroid
Pancreastatin 240280 Pancr. Islet, Parathyroid, Pit.
Parastatin (s47-19 Parathyroid

Figura 4. Caracterizacién molecular de la cromogranina A.
Representacion esquematica del fragmento polipeptidico de
la cremogranina A, y de los péptidos caracterizados que se
derivan del procesamiento enzimatico intravesicular de esta
prohormona en las células neuroendocrinas y en las células
neuronales (Kirschmair y cols., 1995).
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células neuronales del SNC de mamiferos (Weiler vy
cols., 1990; Mufioz y cols., 1990; Mahata y cols., 1993;
Kirschmair y cols., 1995; Majdoubi y cols., 1996) y en
el LCR (O'Connor y cols., 1993; Elder y cols., 1998).
Estas moléculas han sido empleadas como marcado-
res selectivos de diversos neoplasmas malignos de te-
jidos endocrinos y neuroendocrinos (v.g., cromogranina
A, cromogranina B y secretogranina ll/cromoegranina C),
¥ son asimismos excelentes marcadores intracelulares
de granulos de secrecion, por lo tanto, de ia ruta de
secrecion exocitica (Simon y cols., 1989; Fischer-
Colbrie y cols, 1995}, en donde se ha demostrado que
la fusion de proteinas recombinantes, como la
cromogranina B (hCgB) y la proteina fluorescente-GFP
(hCgB-GFP) en las células transfectadas (S65T, EGFP)
son capaces de segregar la cromogranina B en las ve-
siculas endociticas asociadas con el marcador protéico
vesicular (sinaptogamina |). Este contenido vesicular
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