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Summary

Chemical transmission in vertebrate and non vertebrate spe-
cies is based on the release of a large number of small to
medium sized molecules which include a vast number of
peptide and non peptide transmitters. In general, all these
substances affect their targeted neurons by generating either
postsynaptic excitatory or inhibitory electrical signals as
responses on postsynaptic targeted neurons. During the past
decades several reports have revealed that high molecular
weight proteins, such as acetylcholinesterase, neurotrophins
and several non characterized protein-like molecules could
be able to generate specific biological actions in neurons
affecting brain transmission in postsynaptic targeted neurcns.
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Resumen

La neurotransmisién quimica en el cerebro de los mamife-
ros y en el de las especies no mamiferas, se caracteriza por
la liberacién neurcnal de una amplia gama de moleculas men-
sajeras, que incluyen neurotransmisores de naturaleza
peptidica y no peptidica que poseen la capacidad de facilitar
o inhibir la transmision sindptica mediante la generacién de
sefales eléctricas de tipo excitatorio o inhibitorio. Ademas de
estas sustancias bioactivas, también hay un extenso grupo
de macromoléculas de naturaleza protéica gue participan en
la comunicacién quimica neuronal, generando y regulando
diversas respuestas bioldgicas en el sisterna nervioso.

Palabras clave: Proteinas, enzimas, neurotrofinas, transmi-
sion, liberacion, despolarizacién, neurona, ganglios basales.

1. La acetilcolinesterasa y la butirilcolinesterasa
a) Infroduccidn

La acetilcolinesterasa representa la proteina masa
estudiada e investigada dentro del amplio espectro de ma-
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cromoléculas identificadas, aisladas, clonadas y carac-
terizadas molecularmente tanto en especies de verte-
brados (Randall, 1994) como de invertebrados {Lewis
y col., 1982; Toutant, 1989; Meyer y col., 1998). La acetil-
colinesterasa (ACHE; E.C. 3.1.1.7) es la enzima que
interviene en la hidrélisis del neurotransmisor, la acetil-
colina (Ach), y tanto ésta como la butirilcolinesterasa
(BUChE; E.C. 3.1.1.8) se encuentran en los tejidos
(membranas plasméaticas) y en los liquidos biolégicos
{plasma y LCR) como polimeros, en dos comformacio-
nes estructurales, y como proteinas amfifilicas simétri-
cas, formadas por la asociacién de distintas subunida-
des cataliticas globulares: G, G,, Gy, las cuales son
extraidas con soluciones amortiguadoras de baja fuer-
za ionica o con detergentes idnicos cuando se encuen-
tran Insertadas o ancladas en membranas plasmaticas
por medio de un glucolipido que contiene fosfatidi-
linositol asociado a un fragmento peptidice hidrofébico
de 20 kDa (Fuentes y col., 1988, Inestrosa y Perelman,
1989; Spinedi y col., 1993), cuya sintesis y transcrip-
cion diferencial parece ser regulada por peptidos pe-
quedfos (v.g., Glicil-L-Glutamina) (Koelle, 1988). Estas
formas globulares se encuentran ancladas en protei-
nas de coladgena de la matriz extraceiular por medic de
proteaglucanas extracelulares, conformando proteinas
mas complejas {Inestrosa y Perelman, 1989; Toutant,
1989}, esto es, estructuras protéicas asimétricas del
tipo Ay, Ag, Ay {Brimijoin, 1983; Fadic e Inestrosa, 1989;
Toutant y col., 1990; Saez-Valero y col., 1993}, mismas
que parecen ensamblarse en el aparato de Golgi (Ro-
tundo, 1984) (figuras 1 y 2}, cuya agregacion en termi-
nales sindpticas parece inducir la agregacién y expre-
sién del ACh-R en la unién neuromuscular (Wallace y
col., 1985). Asimismo, se ha demostrado que las dife-
rentes formas globulares (v.g., 48, G,; 105, G,) tanto
de acetilcolinesterasa como de butirilcolinesteresas (38,
108), se encuentran ampliamente distribuidas en di-
versas areas neuroanatémicas del cerebro adutto y fe-
tal de los mamiferos (Planas y col., 1994; Schlaggar y
col., 1994; Yao y Godfrey, 1998; Darvesh y col., 1998),
conjuntamente con la expresién inmunoreactiva de
péptidos bioactivos y factores de crecimiento (v.g., NGF)
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(Peterson y col., 1994}, incluyendo el cerebro humano
(Mesulam y Geula, 1994), o el tejido neuronal en rege-
neracion (Pokay y Grant, 1984: Engel y Kreutzberg,
1986; Layer y col., 1987; Millar y Chubb, 1987; Brimijoin
y col., 1990; Geula y col., 1993; Pogorelov y col., 1993).
Particularmente se ha localizado la expresion de dife-
rentes isoformas de AChE en las terminales sindpticas
neuronales (Rotundo y Carbonetto, 1987) y en vesicu-
las secretorias en la glandula adrenal {Gratzl y col.,
1981) donde previamente se habla detectado su libe-
racidn inducida en perfusados (con alta concentracion
de K+) en presencia de Ca++ externo (Chubb y Smith,
1975). En el tejido nervioso se ha colocalizado la ex-
presién de la enzima, con el sisterna neuronal de cap-
tura de ACh a nivel de la presinapsis (Raiteri y col.,
1986). Bajo este contexto se ha demostrado que la
exprasién celular de las diferentes isoformas de ias
colinesterasas, estd mediada por diferentes formas de
excision (splicing) de mualtiples RNAm (Schumacher y
col., 1988) que codifican las diferentes isoformas celu-
lares de AChE, cuyos transcritos parecen provenir de
una sola copia genémica (Schumacher y col., 1988;
Rotundo y col., 1988; Li y col., 1991)}. La distribucion

de los RNAmM que codifican la diversidad de isoformas
de AChE, han permitido revelar, mediante ensayos de
hibridizacién irr situ, la amplia distribucién de este men-
sajero en el tejido neuronal de los mamiferos superio-
res (v.g9., mono rhesus y humano) {Landwehrmeyer y
col., 1993) ¥ en las lineas tumorales de los seres hu-
manos (Karpel y col., 1994) . Se ha demostrado que la
forma predominante de la acetilcolinesteasa v la
butirilcolinesterasa, gue circulan en los liquidos biolé-
gicos, es la forma globular G, en una relacién entre
ambas moléculas de 1:0.5, respectivamente (Attack y
col., 1987}. Indistintamente, se ha podido demostrar in
vitro la ruta de secrecion de las isoformas de AChE, su
insercion en la membrana plasmatica en el cultivo de
las células musculares (Rotundo y Fambrough, 1980;
Rassi y Rotundo, 1992), la induccién de la sintesis de
la enzima en las células musculares mediante péptidos
bioactives secretados por las motoneuronas (v.g.,
Calcitoni gene related-peptide, CGRP) (Choi y col.,
1998), la secrecion fisioldgica basal estimulada (50 mM
de K* o carbacol) de AChE (G,) conjuntamente con la
likeracion inducida de NE a partir del cultivo primario
de la linea tumoral adrenomedular, PC12, en presen-
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Figura 1. Representacion esquematica de las diferentes formas moleculares de
la AChE y su anclaje a las membranas plasmaticas.
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G,-AChE
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Figura 2. Hipbtesis sobre la regulacion de la sintesis de AChE
por el dipéptide Gly-Gin en las neuronas adrenérgicas del
ganglio cervical superior. El dipéptido Gly-GlIn, en combina-
¢ion con un factor neurotréfico (PI) liberado de la terminal presi-
naptica, atraviesa {a membrana plasmatica (1) y la membra-
na nuclear (2) donde, en combinacién con el factor tréfico o
libre, induce la transcripcion del gen de AChE (3). E! RNAmM
transcrito es traducido en el rER {4), sintetizandose |a forma
monomeérica G, de la AChE (5). Una fraccién monomérica es
transportada a la membrana neuronal (dendritas y cuerpo
celular), donde se ensambla a una forma globular tetramérica
G, (6), y otra fraccidn de ésta es depositada en la sinapsis
como una proteina compieja (A,;) asociada a colagéna (7).
En fibras colinérgicas preganglionares, la forma tetramérica
de la AChE es la que pradomina en las prolongaciones
axonicas, mas no en los axones adrenérgicos (Koelle, 1888).

cia de inhibidores impermeables de esterasas (v.g.,
paroxan, fosfolina) (Mizobe y col., 1884, Schweitzer y
Kelly, 1985; Schweitzer, 1993), donde se ha podido
demostrar la presencia de distintas isoformas de AChE
en los granulos cromafines (Bon y col., 1990).

b} Secrecion neuronal de Acetilcolinesterasa (AChE)

Las observaciones iniciales revelaron que laAChE y la
colinesterasas inespecificas (ChE) unidas a membra-
nas (Silver, 1974) podlan ccurrir an formas solubles
{Chubb y Smith, 1975, a y b). En estudios anteriores se
habia confirmado que la AChE se encontraba en aspa-
cios extracelulares tanto de la placa neuromuscutar
como del sistema nervioso central (Kasa, 1968;
Kreutzberg y Téth, 1974; Kreutzberg y Kaiya, 1874),
aunado al hecho de que sélo una tercera parie de la
fraccién de AChE intracelular recién sintetizada es in-
corporada a las membranas plasmaticas (Rotundo y
Famborough, 1980). Estos antecedentes, conjuntamen-
te con la observacidén de la presencia de colinesterasas

en el LCR (Plattner, 1930; Davson, 1970}, permitid ca-
racterizar por estudios electroforéticos, la existencia de
8 fracciones solubles isoenzimaticas de AChE, resul-
tandec que una sola isoespecie enziméatica (la de baja
movilidad electroforética) era capaz de liberarse en for-
ma fisicldgica del tejido neuronal (Chubb y Smith, 1975)
como lo sugerfan diversos autores (Yaksh y col., 1973),
ya que el plasma sélo contiene colinesterasas inespe-
cificas (Chubb y Smith, 1975) por lo que su origen a
partir de este compartimento era dudoso. Mediante la
estimulacion eléctrica del tejido nervioso periférico,
Chubb y Smith indicaron por vez primera que {a frac-
cion isocenzimética V aumentaba considerablemente en
el LCR, posteriormente a la estimulacion nerviosa
(Chubb y Smith, 1974; Fuenmayor y col., 1976}, y que
ésta se co-liberaba con ACh (Chubb y col., 1976), mis-
ma que era liberada bajo estimulacian quimica del teji-
do adrenal con una alta concentracion de K+ y Ca++
presente en el medio extracelular, cbservandose gue
las proteinas marcadoras del compartimento intracelular
LCH, no se incrementaban después del proceso de
estimulaciéon (Chubb y Smith, 1975b). Mas aun, estu-
dios in vitro permitieron corroborar que la liberacién de
AChE posterior a la estimulacién eléctrica despolari-
zante de la preparacién nervio frénico-hemidiafragma
era dependiente de Ca++ e inhibida por Mg++ (Skau y
Brimijoin, 1978). Asimismo, que la administracion
sistémica del clorpromazina (farmaco utilizado para
aumentar la actividad colinérgica endogena) producia
un incremento sustancial fronto-caudal en la actividad
de esta enzima en el LCR de ios mamiferos, datos que
apoyaban el posible origen neuronal de la liberacion
de la AChE {Bareggi y Giacobanni, 1978). Este incre-
mento ventriculo-cistermal de AChE inducido por este
farmaco, es bloqueado por la atropina. Estos datos
permiten sugerir que las neuronas contenidas en las
areas profundas del cerebre, como las células dopa-
minérgicas de la sustancia nigra {pars compacta) sensi-
bles a la accién de estos farmacos, podian ser 1as res-
ponsables de la diferente concentracion de AChE de-
terminada en el LCR (Greenfield y col., 1978).

Estos estudios, que abordaban el posible origen neu-
ronal de la secrecién de AChE, fueron ampliados me-
diante la implementacion de la técnica de perfusién
intracerebral push-pull. Este procedimiento permitio
locatizar con mayor facilidad las areas cerebrales de
donde pudiese ocurrir la secrecién fisiologica de la
AChE. Inicialmente, se reporté que la estimulacion eléc-
trica del estriado y la sustancia nigra, inducia un Incre-
mento significativo de los niveles basales de AChE (no
de colinesterasas inespecificas) en el LCR (Greenfield
y Smith, 1979). Mediante Ia insercién intracerebral de
canulas simultdneas en el nlcleo caudado y en la sus-
tancia nigra, Greenfield y col., demostraron la libera-
cion espontanea e inducida de AChE {mediante la infu-
sidn local de medios de perfusion, conteniendo altas
concentracionas del ion K+, en ambas regiones sub-
corticales (Greenfield y col., 1980). Estos resultados
confirmaban que la liberacidn estriato-nigral de AChE
esta estrechamente relacionada con el sistema neurcnal
dopaminérgico donde, en apoyo a las observaciones
inmunchistequimicas, se ha demostrado que estas
neuronas, ademas de contener DA, contienen AChE
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{Butcher y Woolf, 1982} localizada en las membranas
presinapticas de las fibras aferentes nigro-estriatales
(Lehman y Fibigier, 1978).

Con el fin de determinar el grado de participacion del
sistema nigro-estriatal en [a liberacién de AChE, los
mismos autores reportaron que después de la lesion
del tracto dopaminérgico nigro-estriatal con 8-hidroxi-
dopamina, ia liberacidon espontanea de la iscenzima se
reducia dramaticamente en un 70 % del valor control
promedio en el estriado de los gatos, conjuntamente
con la ausencia de una respuesta de liberacion induci-
da de la misma por un alto K+ y una deptecién del con-
tenido tisutar de DA en la sustancia nigra. Esto apoya y
refuerza que la AChE es liberada de las terminales
presinapticas a partir de las fibras aferentes dopami-
nérgicas (Greenfield y col., 1983 a y b). Ademas, la libe-
racion espontanea de AChE y DA se ve incrementada
en el estriado vy en la sustancia nigra ipsilateral cuando
se infunde localmente farmacos agonistas dopami-
nérgicos como la anfetamina, en contraposicién con la
determinacién de la liberacion espontanea de ChE en
ambas estructuras (Leviel y col., 197%; Greenfield y
Shaw, 1982). Mas adn, la administracion local con TTX
(blogueador selectivo de canales de Na+ y, por ende,
del impulso nervioso) no reduce significativamente la
liberacién espontanea de la isoenzima y DA en la sus-
tancia nigra, més la liberacion de ambas moléculas se
incremento con la presencia de un alto K+ {50 mM) y
Ca++ en el medic de perfusion, lo que sugiere el ori-
gen dendritico de la liberacion de la AChE (Greenfield,
1884a) en apoyo a las observaciones inmunohis-
toquimicas, en las que se ha observadoe la translocacion
de AChE del soma neuronal a las dendritas, que es
secretada al medio extracelular a partir de las
motoneuronas de los mamiferos, donde es depositada
en la membrana basal de los capilares adyacentes
(Kreutzberg y Téth, 1974). Por lo tanto, [a liberacién de
la AChE parece no sdlo derivarse de terminales
presinapticas de axones aferentes dopaminérgicos en
ol estriado, sino también a partir de las dendritas y cuer-
pos celulares de neuronas nigro-estriatales, donde su
liberacion espontanea no es afectada por la despo-
larizacion quimica o eléctrica del tejido nigral. Estos
datos sugieren, en un contexio general, que su pre-
sencia en el medio extracelular no parece estar supe-
ditada a un proceso secretorio dependiente de las res-
puestas modulatorias asociadas a las sefiales especi-
ficas de actividad neural (Greenfield, 1984a). El hecho
de gue una alta proporcion de la isoenzima se encuen-
fre a nivel presinaptico, o ascciada a la membrana,
sugiere que la poza liberable de la proteina no esta
completamente relacionada unicamente con la
inactivacion de ACh {Greenfield, 1984b). Diversos es-
tudios han propuesto que la AChE liberada de las ter-
minales axdnicas de los nervios periféericos pudiese ser
relevante como “material tréfico” importante para man-
tener la integridad estructural de las neuronas (Hines y
Garwood, 1977) y de las estructuras de inervacién
{Waliace, 1985), fendmeno que pudiera darse en las
neuronas dopaminérgicas nigro-estriatales (Greenfield,
1984a), como se ha demostrado su posible papel como
factor neurotréfico en el desarrollo y extensiéon de
neuritas en las neuronas dopamineérgicas extraidas del
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cerebro de la rata de un dia de edad posnatal (Jones y
col., 1995).

Resulta interesante el hecho de que las estructuras
no colinérgicas similares a la sustancia nigra, sean ca-
paces de liberar AChE en forma espontanea e induci-
da, como es el caso de la corteza cerebelar, donde la
aplicacién local y unilateral de concentraciones
despolarizantes del ion K+ (30 mM) incrementan la |i-
beracién espontanea de AChE al medio extracelular en
forma dependiente de Ca++, tanto en la corteza
cerebelar ipsilateral como contralateral, misma que no
es afectada por los colinomiméticos {carbacol), lo que
ha permitido sugerir que los eventos neurcnales
polisinapticos regulan en forma fisiolégica la liberacion
de la enzima en ambas cortezas cerebelares (Appleyard
y col., 1988). Asimisme, para evaluar el sistema de
perfusion y la viabilidad del tejido (ver secciones ante-
riores) durante la estimulacién quimica del tejido
estriato-pallidal con agentes despolarizantes (50 mM
de K+}, Bayén y col. observaron un incremento impor-
tante en la liberacion de AChE {134-240 %) sobre el
nivel basal en ambas regiones cerebrales (v g., estria-
do y globus pallidus) (Bayén y col., 1985, 1986).

¢) Liberacién neuronal de AChE: Estudios in vitro

La secrecién constitutiva y regulada de AChE ha sido
estudiada /n vilro en diferentes lineas celulares
tumorales, asi como en explantes de tejido neuronal
fetal o lineas tumorales de origen neuroendderino
{Schweitzer, 1993; Biagoni y col., 1995). A partir de los
cultivos primarios de neurcnas de la médula espinal
del pollo y del hibrido tumoral del roedor: el neuro-
blastoma 108CC15 y el neuroblastoma N18TG2, se ha
podido estimar que la fraccion de AChE, secretada por
las neuronas espinales, es predominantemente la
isoforma G,, que representa 90 % de la actividad
ectocelular de AChE. Asimismo, la secrecion de AChE
en las lineas tumorales no parece afectarse cuando
éstas se exponen a un tratamientc con drogas que al-
teran el citoesqueleto (citocalasina B), pero si con las
drogas que alteran el transporte intracelular de las ve-
siculas secretorias a la superficie submembranal (v.g.,
nocodazol), observandose que esta droga reduce la
secrecidn de la enzima en 50 %. Estos datos sugieren
que se requiere del transporte intracelular de AChE sin-
tetizado de novo previo a su secrecidn {Biagoni y col.,
1995). Los mismos estudios reflejan que, independien-
temente de la expresion de la actividad ectocelular de
AChE en la membranas plasmaticas de las células
tumorales, la aplicacion de altas concentraciones del
ion K+ en el medic de incubacion (100 mmol/L), o de
agonistas colinérgicos {carbacol, 100 mmol/L), produ-
ce un incremento sustancial (= 200 %) en la liberacién
de la enzima con respecto a su basal, en la liberacién
dependiente de la presencia del ion Ca++ medic de
incubacidn {Biagoni y col., 1995). Asimismo, los extrac-
tos de tejido muscular embrional del pollo parecen in-
crementar en 200 % |a secrecidn espontéanea de AChE
neurcnal, asi como la actividad intracelular de la enzi-
ma, tante en las neuronas espinales (58 %) comoenel
hibridoma 108CC15 (57 %), en tanto que los mismos
extractos musculares reducen la secrecién de la enzi-



ma en 50 %, e incrementan en sdio 10 % la actividad
celular de la enzima en la linea tumoral N18TG2
(Biagoni y col., 1995).

d) Funciones no acolinérgicas de la aceliicolinesterasa

Por no existir transmision colinérgica en la sustancia
nigra, los resuitados de la liberacién local de AChE plan-
tean no sdlo el origen exclusivo de la enzima a partir
de las células nigro-astriatales dopaminérgicas
{Greenfield, 1984b), su compartamentalizacién
intracelular y los mecanismos de liberacién dendritica
similar a la DA (Mercer y col., 1979; Liesli y col. , 1980),
sino las posibles nuevas funciones intrinsecas de esta
enzima sobre la actividad neuronal de las células
dopaminérgicas (Greenfield, 1984b; 1991).

En este contexto, la aplicacidn exdgena de las con-
centraciones fisioldgicas de la enzima, similares a las
estimadas en el espacio exiracelular, no sélo inhiben
la tasa de disparo de las céluias nigro-estriatales, efec-
to no observado con la aplicacion exégena de
butirilcolinesterasa, sino que este efecto no parece ser
mediado por la hidrdlisis de ACh (Greenfield y col., 1981;
Weston y Greenfield, 19886). Asimismo, diversos estu-
dios conductuales han demostrado que la lesién unila-
teral de las fibras dopaminérgicas nigro-estriatales con
6-hidroxi-dopamina induce un patrén de giro en la rata
en direccién contralateral al sitio lesionado (Ungerstedt,
1971), fendmeno que ha side analizado comae respuesta
a un desequilibrio en el contenido tisular de DA, alma-
cenada en las terminales dopaminérgicas en ambos
estriados (Pycock, 1980). Estos efectos parecen ser
mimetizades con la inyeccidn local de AChE a la sus-
tancia nigra, en los animales gue no estan lesionados.
Este efecto se extiende durante tres semanas por la
aplicaciéon de una dosis dnica de la isoenzima
(Greenfield y col., 1984b). Asimismo, se ha observado
que una proteasa asociada a la AChE membranal, con
actividades de tipo carboxipeptidasa y tipo tripsina,
parece funcionar como una enzima denominada como
APP-secretasa, que escinde en condiciones normales
una proteina (BA4) a partir de un precursor protéico
transmembranal (AAP), presente en los depdsitos
amiloideos de los pacientes con Enfermedad de
Alzheimer. Estos depdsites parecen contener o aso-
ciarse con la enzima AChE {Small y col., 1891).

CUADRO 1

Adicionaimente, se observé que la incubacién de AChE
en presencia de cromogranina A, exiraida y purificada
de los granulos cromafines del bovino, puede escindir
enzimaticamente y producir diferentes fragmentos
peptidicos de bajo peso molecular, derivados de la
cromogranina, similar al efecto de las enzimas tipo
tripsina (Small y col., 1986). Independientemente de
gue estas actividades no esterasicas se deban a la pre-
sencia de enzimas contaminantes asociadas durante
la purificacidn de la isoenzima (Checler y Vincent, 1989),
diversos estudios han demostrado la existencia de
multiples actividades biolégicas propuestas para estas
enzimas (Balasubramanian y Bhanumathy, 1993) (cua-
dro 1).

En resumen, la AChE parece que no solo ejerce ac-
ciones modulatorias en las neuronas nigro-estriatales,
donde la secrecién dendritica de la enzima pudiese
regular distintas funciones locomotoras en el animal in
vivo (Greenfield, 1991), sino que, ademas, la enzima
liberable parece contener unas actividades de endo-
peptidasas, poseer efectos tréficos en el desarrollo,
crecimiento y diferenciacién de neuronas en ¢l SNC de
los mamiferos, y regular la actividad idnica mediante la
apertura especifica de canales ionicos (Greenfield,
1984, 1991; Appleyard, 1992; Balasubramanian y
Bhanumathy, 1983; Jones y col., 1995).

2. Liberacién de las enzimas deshidrogenasa lactica
y dopamina S-hidroxilasa

a) Liberacion de la deshidrogenasa lactica (LDH)

Esta enzima de origen citoplasmatico es una proteina
soluble, tradicionalmente utilizada como “enzima de es-
cape”y por lo tanto, Ut en el sefialamiento “bioguimico”
de dafic tisular. Diversos autores han empleado la me-
dicién de su actividad en perfusados cerebrales con el
fin de registrar las variables metodoldgicas durante las
sesiones de perfusidon, como el grado de lesion del te-
jido perfundido y la contaminacién plasmatica del mis-
mo como consecuencia de la extravasacion o ruptura
de los vasos sanguineos (Greenfield y col., 1980,
Greenfield y Shaw, 1982; Greenfield y col., 1983b). La
espedcificidad que ofrece esta enzima como marcador
bloquimico de dafic tisular ha sido muy objetable. Los

Actividades biolégicas propuestas para las colinesterasas

Actividad bioldgica

Colinesterasas invollicradas

Actividad tipo Metallo-carboxipeptidasa
Hidrélisis de cocaina

Diferenciacion de cé{uias neuronales
Divisién celular y tumorigénesis

Interaccion célula - célula

Actividad Aryl-acrilamidasa sensible a aminas

Funciones especificas en la sustancia nigra:
{Funciones {réficas y apertura de canales ionicos)

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

K+ AChE
AChE, BChE

{Balasubramanian y Bhanumathy, 1993).
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estudios antericres, han demostrado gue la activacién
del sistema aferente nigro-estriatal, posterior a la apli-
cacion nigral de la anfetamina, no induce incrementos
en la liberacién de LDH a perfusados tante en esta es-
tructura como en &l estriado ipsilateral {Greenfield y
Shaw, 1982). En tanto que la administracién local de
alto K+ praduce un incremento en la tasa de liberacién
espontanea de esta enzima en la sustancia nigra y un
decremento simultaneo de esta en el estriado ipsilateral
(Greenfield y col., 1983b), la lesion unilateral de la via
nigro-estriatal con 6-0OH-DA, produce un decremento
significativo en la liberacion espontanea de ésta en la
sustancia nigra, y una reduccién de 50 % del valor ob-
tenido de su liberacién inducida por alto K+ en el es-
triado ipsilateral (Greenfield y col., 1983b). Estos datos
han permitido sugerir que la liberacidon de la enzima en
el estriado proviene de los compartimentos subcelulares
en las terminales dopaminérgicas; y el incremento de
su liberacién esté asociada al incremento de la activi-
dad de las neuronas nigro-estriatales (Greenfield y col.,
1983b). Asimismo, la relacién de la co-liberacién de
otras enzimas, conjuniamente con la LDH, como la
aminopeptidasa (fraccién iscenzimatica de movilidad
electroforética rapida), observada en diferentes condi-
ciones experimentales, ha sugerido que ambas enzimas
son co-almacenadas en los mismos compartimentos
subcelulares en las neurcnas nigro-estriatales. Como
marcadores bioquimicos de lesidn tisular deben ser
utilizados con cautela, ademas de otros marcadores
citoplasmaticos, para evaluar el dafio tisular durante
las perfusiones cerebrales (Greenfield y col., 1983b).

Asimismo, esta enzima, conjuntamente con la libe-
racién de proteasas inespecificas ha sido de utilidad
para evaluar |a viabilidad de! tejido neuronal durante la
estimulacién quimica del tejido con altas concentracio-
nes de K+ durante las sesiones de perfusiones en el
animal i vivo (Baydn y col., 1985, 1986).

b) La dopamina beta-hidroxilasa

Inicialmente, Kirchner reporté que la DA no sélo es
transportada en granulos cromafines en las células
neurcendocrinas de la médula adrenal, sino que este
neurotransmisor es metabolizade y convertide, por acti-
vidades enziméaticas especlificas, al neurotransmisor
Norepinefrina (NE) (Kirchner, 1962). Este estudic permitld
identificar posteriormente la enzima catecolaminérgica
responsable de la conversidn DA-NE, la dopami-
na-f-hidroxilasa (E.C.1.14.17 .1}, localizandola por en-
sayos bioquimicos e inmunoenzimaticos en fas vesicu-
las sinapticas (SDCV) de las neuronas noradrenérgicas
y en los granulos de neurosecrecion (LDCV) de los te-
jiidos neuroendocrinas (médula adrenal), conjuntamente
con la NE, cuya estimulacién eléctrica o quimica indu-
cia la liberacién conjunta de |a enzima, cromegraninas
y NE (Viveros y col., 1968, Geffen y col., 1989; De Potter
y col., 1970; Smith y col., 1970; Matsumoto y col., 1987)
{figura 3). Los estudios posteriores demostraron que
los tejidos de neurosecrecion y las lineas tumoraies
derivadas (feocromocitoma medular, PC12), expresan
dos isoformas de la enzima: una fraccidn soluble (sDBH),
conformada por una subunidad de 70 kDa, misma que
as almacenada en el interior de los granuios cromafines
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y secretada bajo los mecanismos de regulacion exoci-
tica, y otra fraccion membranal (mDBH) conformada
por dos subunidades protéicas transmembranales de
70 v 75 kDa, cuya sitio activo se localiza hacia el inte-
rior vesicular. Esta es reciclada después de la exocitosis
dei material soluble intravesicular (Tong y Huang, 1986;
Taylor y Fleming, 1989). El analisis de la secuencia de
aminoacidos de la enzima, deducido mediante la iden-
tificacién y clonacioén de diversos cDNAs, aislados del
feocromocitoma de bovinos y de seres humanos, ha
pemitido demostrar un fragmento peptidico hidrofébico
en el extremo amino terminal de la proteina precursora
responsable del anclaje membranal de la enzima a las
vesiculas de secrecién (Taylor y Fleming., 1989), lo que
permite presupaner que ias dos isoformas enzimaticas
son resultado de cambios postraduccionales, comoe la
glucosilacion y la escisién del fragmento hidrofébico del
extremo amino terminal, determinando €l anclaje mem-
branal de una isoforma, mediado por la unién no cova-
lente de lipidos, como la fosfatidilserina y el pH intrave-
sicular {Taylor y Fleming, 1989). Asimismo, diversos
estudios han revelado la colocalizacién inmunohisto-
quimica de esta enzima en las neuronas y en los siste-
mas adrenérgicos del SN de vertebrados e invertebra-
dos, conjuntamente con péptidos bioactivos y protei-
nas, como la GAP43, contenidos en diferentes tipos de
vesiculas exociticas (Schwarzenbrunner y col., 1992;
Bailhache y Bathazart, 1983; Berger y Alvarez, 1984,
Wootherspoon y Prestley, 1995).

Tyrosyne

TH

L-dopa

lDDC

DA \.\’ DEH
NE NE
NE
E

DA DBH

E

Figura 3. Sintesis, almacenamiento y liberacion de cate-
colaminas. En las neuronas dopaminérgicas (DA}, la dopamina
es liberada a partir de las vesiculas correspondientes. Asi-
mismao, en las neuronas noradrenérgicas {NE}, la norepinefrina
es sintetizada a partir de DA, concentrada y almacenada en
vesiculas que contienen la dopamina-beta-hidroxilasa (DBH).
Burante |a exocitosis, tanto la EN como la DBH sen liberadas
al medio extracelular (Tong y Onyou, 1989).



3. Neurotrofinas
a). Infroducecioén

Las neurotrofinas representan un grupo heterogéneo
de proteinas diméricas que comparten caracteristicas
estructurales y funcionales en comun, particularmente
en lo referente al efecto de influenciar y promover el
desarrollo y la regeneracién del sistema nervioso de
vertebrados e invertebrados. Durante mas de cuatro
décadas, diferentes estudios experimentales han per-
mitido establecer las bases biolégicas y moleculares
que ejercen los diferentes facteres troficos para favo-
recer y establecer la sobrevivencia de diversos grupos
neuronales, en particular las neuraonas de tipo senso-
rial, a lo largo de la ontogénesis del sistema nervioso, y
posteriormente a su diferenciacion posnatal (Lewin y
Barde, 1998). En general, estas moléculas protéicas
no estan limitadas a prevenir la muerte celular, evento
programado en diversos grupos neuronales durante la
embriogénesis del sistema nervioso. Dentro de la am-
plia familia de factores neurotréficos aislados, identifi-
cados y caracterizados funcional y molecularmente, fue
a partir del descubrimiento del factor de crecimiento
neural (NGF) cuya identificacién y aistamiento inicial
{Levi-Montalcini, 1960) permitio la caracterizacion de
un grupo adicional de moléculas con actividad
neurotréfica y de un grupo de receptores especificos
de alta afinidad y selectividad gue median las activida-
des biologicas de estos ligandos proteicos (Lewin y
Barde, 1996).

b} Las neurotrofinas y sus receplores

Por medio de la biologia molecular, de las técnicas
de recombinacion gendmica y de la generacion de
anticuerpos especificos se han podido determinar tres
grupocs de genes que codifican en los vertebrados y en
las especies marinas diversos grupos de proteinas
tréficas secretorias (v.g., el factor de crecimiento glial
GDNF} (Henderson y col., 1994) conformados en
homodimeros naturales y heterodimeros artificiales
(BDNF-NT-3) (Acklin y col., 1983; Jungbluth y col.,
1994), como son el factor neurotrdfico derivado del ce-
rebro, BDNF {brain-derived neurotrophic factor); la
neurctrofina-3 (NT-3), el factor de crecimiento neural
{NGF), la neurotrofina-4 (NT-4} aislado y clonado a partir
del xenopous laevis (Hallbook y cal., 1991) y su equi-
valente en especies mamiferas, la neurotrofina-5 (NT-
5}, designados como NT-4/5 por mostrar propiedades
tréficas similares en diferentes lineas celulares y siste-
mas de ensayo in vitro (Davies y col; 1993%, Lewin y
Barde, 1996} y la neurotrofina NT-6 (Gotz y col., 1994).
Estas proteinas, ademds de ejercer propiedas neurotréo-

ficas en diferentes sistemas celulares in vitro e in vivo
(Lewin y Barde, 1996} muestran una alta homologia en
su secuencia de aminoacidos, lo que ha permitido su-
poner el crigen ancestral de las proteinas secretorias,
como el BNDF y NT-3 anterior a la aparicion filogenética
del NGF (Barde, 1994), probablemente a partir de un
gen ancestral de la neurotrofina NT-3 (Urfer y col.,
1994},

Estas proteinas neurotréficas actlan sobre tres dis-
tintos receptores celulares recientemente identificados
y clonados por técnicas de recombinacion gendmica
(Lewin y Barde, 1996) denominados: p75, trk-A, trk-B,
trk-C, sobre los cuales las neurotrofinas ejercen sus
propiedades de mantenimiento y scbrevivencia de las
neuronas, propiedades mitogénicas sobre neurgnas y
neuroblastos del SNC (v.g., células ganglionares de la
retina, sistema septo-hipocampal, neurcnas taldmicas)
y SNP de los mamiferos {neurcnas simpaticas del sis-
tema ganglionar paravertebral, neuronas sensoriales
de la raiz dorsal y nervios periféricos) (Hofer y Barde,
1988; Verge y col., 1989; Hory-Lee y col, 1993;
Mansour-Robaey, 1994; Cohen-Corey y Fraser, 1994;
Averilly col., 1994; Barbacid, 1994; Davies, 1994; Anton
y col., 1994; Ryden y col., 1995; Carter y col., 1885;
Enfors y col., 1995; Wright y Snider, 1995; Koshlukova
y col., 1996; Marty y col., 1996) y efectos sabre la regu-
lacién de la neurotransmisidn y plasticidad neuronal
{Lohog y col., 1993; Berninger y col., 1993; Kang y
Scuman, 1995; Cabelli y col., 1993) y sobre la atenua-
cién de la formacion de la memoria (LTP) (Korte y col.,
1995), activando una compleja y variada cascada de
segundos mensajeros y sistemas de sefalamiento
intracelular (Kaplan y Stephens, 1994). Estos eventos
varian dependiendo del tipo neuronal {v.g., neuronas
sensoriales, neuronas motoras) (Henderson y col.,
1993, 1994; Williamns y col., 1995), del estado activo
de las células {v.g., fase mitdsica, postmitésica, grado
de diferenciacion, crecimiento, migracién o elongacion
de neuritas asi como de lesion) {Lewin y Barde, 1996}.
Ademas de estas observaciones se ha podido demos-
trar que diversos factores tréficos, como el NGF, GDNF,
CNTF, las neurotrofinas, BDNF, NT-3, NT-4, asf como
multiples glucoproteinas secretadas al LCR {v.g., el
complejo SCO-RF) (Monnerie y col., 1997) mantienen
el tamaiio y el crecimiento neuronal por medio del con-
trol homeostasico, acoplando el nivel de degradacion
de las proteinas intracelulares en relacion con su
biosintesis (Franklin y Johnson, 1998) y promueven la
regulacion de la funcidn sindptica de las motoneuronas
que inervan la placa neuromuscular, incrementandc la
concentracion de ACh secretada por las terminales
sinapticas {Liou y col., 1928) , promueven la regenera-
cién axonal de la via nigro-estrial en el cerebro de la
rata (Hagg y Varon, 1993; Brecknell y col., 1996).
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