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1NÍRODUCCION 

1- Control central de las secreciones de la adenohipófisis 

Iris resultados obtenidos por Hinsey y blarkee (32) du-

rante los estudios sobre el control de las secreciones de la 

hipófisis anterior, hicieron que estos autores propusieran que 

una señal de origen en el sistema nervioso central puede afec-

tar la función de la adenohipófisis. Basados en esta proposi-

ción y apoyados en estudios realizados por otros investigado-

resn2l) Green y Harris(18) en 1947 propusieron que neuronas 

localizadas en el hipotólaano eran capaces de segregar a la 

circulación portal hipotálamo hipofisiaria ciertas substan-

cias ahora llamadas factores de liberación,inhibidores de 

la liberación o también hormonas hipotalámicas que estimulan 

o inhiben la secreción de hormonas hipofisarias y son esen-

ciales para el funcionamiento normal de la adenohipdfisis. 

la secreción de estas substancias son el resultado de la in-

tegración de varias influencias( internas y externas ):.Fig. 1 

La adenohipófisis es una glándula de origen ectoder-

mico y sus células no estan inervadas directas nte. 
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CUADRO • continuaci5n 

Hormona liberadora de MSH 	Hormona estimulante de 

(MSH-RH no identificado )- 	los melanocitos MSH 

Hormona inhibidora de la libe 

ración de MSH (MSH-REH 

tripéptido ? ) 



Tirotropina 15H Hormona liberadora de tirotropina 

( TRH tripéptido,) 

llórmona liberadora de 1CTH 

( CRF 39 a tanoacidos )- 

Hormona liberadora de LH y FSH 

( LHRH decap¥pti-do ) 

Hormmna liberadora de hormona 

de crecimiento 
( GrF decap¥ptiddo ) 

Honrona inhibidora de la libera 

ción de Gi 

(S IF o scmatostatina --4 

aminoacidos ) 

Hommna liberadora de prolactina 

( PRF tripéptido ? 

Hora inhibidora de la liberación 

de prolactina 4- PIF diferente 

de dopainina no identificado •)• 

Horimna luteinizante IR 

Hormona folículo estimo 

larte FSH 

Prolactina PRL 



la glandula esta formada por txe s porciones: 

a) - :Pars distali s 

b) Pars intermedia 

c) Pars tuberalis 

El cuadro 1 lista las hornonas hipotdl.ámicas reconocidas 

hasta el presente y la hormona sobre cuya secreción ejerce sus 

La neurohipófisis es una estructura neural que contiene 

ames secretorios que provienen de los nucleos paraventricular 

y supraóptico del hipotálamo; figura 1 ).Es decir, el lóbulo pos-

terior es una prolongación del dienc6falo que secreta dos hortno-

nas: vasopresina( hormona antidiuretica ) y la oxitocina que pro-

voca la cxntracción de los músculos lisos del aparato genital. 

La neurohipbfisis recibe flujo sanguíneo de la arteria 

carótida interna. El lóbulo posterior recibe diferente flujo 

sanguúneo,aunque en el hombre se ha visto que la sangre que 

viene del lulo posterior puede entrar al lóbulo anterior .iig .1 

5 

2- Aislamiento de las hormonas hipotalamicas 



G 

Schally y col (49) lograron aislar y caracterizar tres 

factores que inducen la liberación de hormonas hipofisari.as a 

partir de un extracto obtenido de 500,000 hipot larnos de ovi '- 

nos y bovinos, Probaron als diferentes fracciones (resultado de 

los pasos de purificación) en un sistema de incubación de ade- 

nohipófisis in vitro donde se midió la cantidad de hormona hi 

Tpof:isaria secretada utilizando radioinmunoanálisis. 

El primer factor de liberación aislado fué la TRH(6,7, 

20). El responsable de la liberación de LH '(LH-RH) y el factor 

que inhibe la liberación de hornona de crecimiento GH-RIH o so 

matostatina fueron aislados después (48,49).P s recientemente,' 

utilizando la misma metodología Vale y cól. aislaron el factor 

estimulante de la secreción de AC (54) .Todos los factores de 

liberación aislados hasta el presente son de naturaleza peptidica. 

la primera hormona hipotAléiitica de liberación aislada e 

identificada utilizando la metodología antes descrita fu 6 la 1 

TRH y la caracterización de la molécula condujo a demostrar que 

posee la estructura que se muestra en la figura 2 (48).. 

3- GENERALIDADES DE LA TRH 

a- Características químicas de la TEE 

la TRH es un tripéptido de la familia de lo L-amino-- 

5c3dos cuyas terminaciones avino y carlx»d estan bloqueadas.Es 

ta característica es =rCm para la hormona obtenida de diferen  

tes fuentes biológicas (7) ,Diversos autores han demostrado que 

la posicii5n --«- 	..___-__......¥...-.-•-----..-__¥ 	__-__ 
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glutamil cíclica parece ser fundamental para la actividad bioló-

gica de la hormona .(15, 52). Cambios en el residuo histidil pro-

vocan una disminución significativa de la actividad hommnal. 

Asimismo, la integridad del anillo imidazol es también fundamental 

para mantener las características funcionales de la hormona. Fs-

tudios en los que se introdujeron modificaciones a este anillo, 

se acanañaron de alteraciones del pKa, arccnaticidad y libertad en 

la rotación espacial de la molécula. Otros estudios han demostrado 

que la amida terciaria de la prolinamida es esencial para las accio-

nes de la hormona.(15,52). 

b- Acción sobre la adenohipófísis. 

Una vez conocida su estructura fu é posible sintetizar TRH 

y usarla en pruebas biológicas. La TRH sintética es capara de esti-

mular la liberación de tirotropina i(rSH) y también de prolactina 

en la adenohipófisis de todas las especies de mamíferos probados, 

sin importar la ruta de administración, edad o sexo {.2, 20). 

Después de la administración de TRH se produce un aumento 

del nivel de TSH en la sangre así caro de los niveles plasmáticos 

de triyodotiroinina y tiroxina t1.4). La TRH parece actuar sobre la 

membrana plasmática del tirotropo a través de receptores de alta 

afinidad ( KD  de magnitud nanamolar)-  donde induce la liberaci£i 

de la TSH que llega a la tiroides y causa la secreción de T3 y T4. 
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Las acciones de la TRH sobre el tirotrofo son inhibidas por las 

ix rzr nas tiroideas. Estas no afectan la unión ¿el péptido a su 

receptor (30) . Se supone que las hormonas tiroideas actttian dentro 

de la célula e inducen la síntesis de un R.y m quien ordena la sin 

tesis de una proteína reguladora (no caracterizada aun).Esta inhibe 

el efecto que resulta de la acción de la TRF1 sobre su receptor. 

Debido a que la TRH es rápidamente degradada por el pías 

za y con el objeto de estudiar más a fondo sus efectos,se han sin 

tetizado varios análogos de nisna,los cuales muestran cambios 

drásticos en la potencia del fxriaco,mS que cambios en la activi 

dad intrínseca del mismo. La actividad de algunos análogos de la 

TRH se muestra en el cuadro ¿. 

La actividad biológica de todos estos análogos está corre 

lacionada con su capacidad para desplazar la M de los sitios de 

unión encontrados en la hi 6fisis. Esto sugiere cue los sitios dé 

unión encontrados, corresponden a los receptores fisiológicos. 

c- Localización regional y subcelular de la TRH 

A fin de relacionar las acciones horrnnales con los sitios 

donde se encuentra la TPH;  la distribución de ésta se ha estudiado 

en algunas regiones del cerebro por radioinmu noensayo(9) aprove - 

diando la existencia de anticuerpos específicos anti TRH. 

La concentración rn s alta de :'RFI inmunoreactiva fu6 encon- 

trada en el hipotálarrmo. Tanbién se encontraron cantidades aprecia- 

0 
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RELACI CON LA TRH NATURAL 

Pi.roglu-his-proNH2 	100 

N-forinil-pro-:iis-proNH2 	8 

Piroglu-Me-his-proNH2 	800 

N-formil-pro-Me-his-proNH2 	40 

Piroglu-his-proNH( CH2  )6-NH2 	15 

Piroglu-Me-his pro-NH (C11I2) 6-NH2 	45 

Piroglu-Me-his-pro-NH (CH2) 6-NH-C- (CIi2) 2 	20 

fenil 

Cuadro 2 	ANAux3oS DE LA TRH ( tomado de 53 ) 



bles en otras regiones cano cerebro anterior, tallo encefálico y 

diencfal,o posterior.En el cuadro 3 se presentan las regiones del 

SNC donde se ha localizado su existencia y las concentraciones 

medidas. 

Brownstein (9) estudió la distribución de la TRH utilizando 

técnicas de inmunofluorescencia y observó que la eminencia media, 

las porciones medial y lateral del núcleo ventranediano, el núcleo 

dorsanediano, el núcleo arcuato y el núcleo ventricular dan reaccio-

nes positivas frente a los anticuerpos marcados. Usando técnicas 

de inuunohistoquimica, Hokfelt (24) encontró reacciones positivas 

a la TRH en el órgano vasculoso, el núcleo acumbens y en la médula 

espinal, principalmente en el asta ventral y en el epéndimo. 

También se ha encontrado TRH en animales inferiores cm un 

patrón de distribución diferente para cada especie. En estos ani-

males la TRH no tiene influencia sobre la función tiroidea (25). 

Por métodos de fraccionamiento subcelular se ecoprobó que 

tanto en el hipotálamo como en el resto del cerebro, la TRH se en-

cuentra esencialmente en terminaciones nerviosas 5). 

d- TRH en el sistema nervioso central. 

La TRH., además de su función en el control de la secre-

ci&i de TSH y prolactina por la adenohipófisis, se considera que 

actúa como neurotransnisor por la amplia distribución que tiene 

en el SNC. 
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TRH pg x mg TEJIDO 1 

ÁREA DEL Ces) 	 MEDIA 	LIMITES 

Mes• a: •¥• a►¥¥:e.¥c.•¥ i__ 	•¥ 

Tallo cerebral 5 4-5 

Cerebelo 2 1-3 

Diencéfalo 6 3-12 

Lóbulo olfatorio 6 5-8 

Corteza cerebral 2 1-3 

Hipotala dorsal 49 41-61 

Hipotálamo ventral 64 23-106 

Eminencia media -3570 920-7600 

Fip6£isis anterior 10 8-11 

hipófisis posterior •1.55 150-160 

Cuadro 3 	DISTRIAUCIdN DE TRH EN EL CEREBRO DE 

LA RATA ( tornado de 9 ) 



Otros efectos de la TRH en el sistema nervioso 

central (SNC) incluyen los mencionados a continuación: 

a- Potenciación de la acción excitatoria de acetilco - 

lina en neuronas corticales (58). 

b- Antagoniza el tiempo de sueño inducido por barbitú-

ricos y etanol principalmente cuando se administra en 

la región septal(45). 

c- Potencia los cambios conductuales resultado de un 

aumento de 5-hidroxitriptamina en ratas (17). 

d- Potencia los efectos estimulantes de la L-dopa en 

ratas y ratones pretratados con pargilina, una prueba 

para discernir la acción de fármacos antidepresivos(44) 

e- Antagoniza los efectos endocrinoi6gicos y conductua 

les de algunos péptidos, por ejemplo: la neurotensina 

inyectada intracranealmente, produce hipotermia.Este 

efecto es antagonizado por agentes bloqueadores dopami 

nérgicos y colinéraicos y es parcialmente invertido por 

la TRH(46) . 

Piva y Steiner (43) administraron TRH a ratas y 

observaron que la hormona produce un estado de alerta 

generalizado,lagrimeo y est remicimiento(piloerección, 
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erección de la cola y temblor). 

La TRH ha sido usada experimentalmente cano antidepresivo 

(depresión unipolar) y en el sándreme de abstinencia aleoh6lica; 

también ha sido usado en casos clínicos de esquizofrenia,inducien 

do mejoría clínica en la mayoría de los pacientes. Sin embargo, 

en sujetos esquizofrénicos-paranoicos, el cuadro clínico eiçieorb 

después de la administración de TRH. 

Nagawa(38) propone a laTRH cana un neuranoduladar que 

controla el estado conciente,la temperatura corporal y la activi 

dad mental,correlacionándolo con la eficacia clínica de la TRH 

en desordenes mentales (por ejemplo eleva el estado consiente, 

atención, interés,motivacibn,manejo de la expresi6n emocicr al y 

contacto social). 

En mujeres normales la TRH produce relajacibn,euforia y 

altera los patrones de ccnportamiento(55). 

Además de sus efectos neuroquímicos y sobre el ccuporta- 

miento, la TRH inhibe o excita neuronas en varias regiones del 

cerebro(27). 

Burt(33) d w strb la existencia de sitios de unión para 

la TRii en diferentes regiones del encéfalo de la oveja. (liservó 

que en todo el encéfalo existen zonas de afinidad y especifici-

dad para la TRH similares a los encontrados en la adenohipófi - 
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sis. 	la zona de mayor concentración fu é el núcleo acumbens 

Ei este sitio la inyección de TRH provoca alteraciones en el cam--

portami.ento y efectos neuroquímicos(34). Ei el cuadro 4.se lista 

los sitios del encéfalo donde sa ha dan strado la unión de TRH a 

receptores. 

e- Biosíntesis de la TRH 

A pesar de que la molécula de TRH fuá caracterizada hace 

ya 3 años,actua]mente se conoce poco sobre su sitio de síntesis 

y mecanismo de la misma. Los primeros estudios sobre biosíntesis 

de TRH fueron realizados por Reichlin y col. (37) utili?ando un 

sistema de incubacicn in vitro; la presencia de ciclohexünida(un 

ve_néno riboscmal) en el sistema de incubación no pro~ una 

disminucin en la radiactividad que.. migr6 junto con la TRH 

sintética. Estos resultados apoyan la idea de estos investigado-

res,quienes sugieren la existencia de un mecanismo de biosín-

tesis independiente de los ribosamas citaplasmáticos. Este meca-

misam involucra la existencia de una enzima, soluble a la que se 

denaxnin6 sintetasa de TRH. También se ha propuesto que el meca-

nismo es similar al de la sintetasa del glutati6n(50). Posterior-

mente los trabajos de Mc Kelvy y col (34) demostraron que la meto-

dologfa utilizada en los trabajos antes mencionados no era sufi-

ciente para purificar la TRH sintetizada de aovo. Los resultados 
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RGION 	 fMo1 unidos x g tej . húmedo 1 

Hipófisis anterior 639.59 

Hipófisis posterior 108.25 

Eh=encia media 40.30 

Glándula pineal 33.8 

NCicleo accumibens 313.61 

Punto medio del nurcleo caudado 141.29 

Región dorsolateral de septun 138.46 

Tub¥rcilo olfatorio 89.18 

Polo frontal de la corteza cerebral 29.48 

Núcleo caudado lateral 24.19 

Hipocampo 46.14 

Amigda la 55.16 

Tálamo medio 15.1.3 

HipotS1amo 20.10 

CUADRO 4 DISTRIBUCION REGIONAL DE SITIOS DE UNION A 

TRH ]M ENCEFALO Y ADENOEEPOFISIS DE OVEJA. 

f tomado de 10 ) 



Continuación Cuadro 4 

Piso del cuarto ventrículo 	31.8. 

Cerebelo 	 21.9 

Bulbo raquídeo 45.4 

Cuerpo mamilar 20.10 

Coliculo superior 18.-3 

Coliculo inferior 48.1 

NCicleo oculanotor 	 4.1 

Substancia negra 	 10.5 



de estos investigadores demostraron la necesidad de utilizar téc-

nicas de separación y purificación mas rigurosas. 

Mc Kelvy y col demostraron que por medio de una purifica-

ción secuencial se podia eliminar entre el 99.7 y el 99.9.8% de la 

radiactividad asociada y obtener de esa forma una pureza radioqui-

mica adecuada de la TREI marcada. Además era necesario formar deri-

vados del tipo dinitrofenil-TRH y hacer crematografías con los de-

rivados para corroborar la identidad del péptido. 

Con el uso de estas técnicas se llego a la conclusión de 

que tanto la síntesis de TRH como la de la LHRH son susceptibles 

a los inhibidores de la síntesis ribosomal de proteínas¿34). Ello 

podría inplicar la formación de un precursor,cuya naturaleza no ha 

sido at n identificada. 

Caro en el caso de otros péptidos y a diferencia de algunos 

neurotrasmisores,es probable que la TRH sea sintetizada en el so-

ma neuronal. 

f- .Liberación de TRH 

La TRH es liberada cuando se despolariza el tejido nervio-

so tanto química carro e1ectricamente.Ia liberación es dependiente 

de calcio y en este sentido sigue el mismo patrón que el de otros 

péptidos neuroactivos y trasmisores aminérgieos(35). 

la liberación de la TRii por las neuronas del hipotálamo 
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medio basal es controlada por circuitos noradrenérgicos e hista- 

ns 	ms  ( estimulantes) así cano por fibras serotoninérgicas y 

c 	 r►,n&gi cas-Finh.ibitorias) (48). 

g-  Inact 	de la TRH 

Redding y Schally(47) fueron los primeros en estudiar la 

inactivaci6n de la TRH en el plasma. Otros organos coco hígado, 

riñSn y cueza cerebral también muestran actividad enzimatica 

que inhibe a la h,ornona. 

Fn el cerebro de la rata,la actividad enzim`ztica que de-

grada a la 7M presente en las fracciones que resultan del fraccio 
miento subcelular,indican que las enzimas responsables de la inac-

tivaci&i de la hormona estan tanto en la fracción soluble como en 

la particnlada(56) . 

fi estudios cara TRH incubado en plasma y suero se de n s-

ttó la existencia de una desamidasa(47). Debido a que no hay alte-

ración en la parte piroglutamil ni en el residuo hi.stidil, se pro- 

paso que el 	 OH es el principal producto de degradación. Sin 

anbargo otros autoresj56) no fueron capaces de reproducir los re-

sultados de los primeros,encoltraron que el principal producto 

de la degradación  es la prolina. Por ello propusieron que la re- 

mocifin del grupo ami do es seguida por una ruptura del enlace 

ptídicx entre la histidina y la prolina (tEigura 3) . 

fltudins realizados en I= genados de tejido hipotalámi có 

14 



PIROGLZT-HIS-PI -NF 2  

El  

FIGURA 3 DEGRADACION ENZIMATICA DE IA TRH EN EL 

PLPSMA Y SUERO (47) . E11EZIMA DESN4IDAN-

TE DE LA TRH; E2, PROLINT DIPEPTI SA . 



y de c(jrteza cerebral, se demostró la existencia de actividad en-

zñ -9&a  que degrada a la TRH de la misma manera que sucede en 

el plana y el suero. 

Los resultados obtenidos al incubar las enzimas:(cerebral 

y : 	)- en presencia de inhibidores muestran diferencia en el 

de inhibición, por lo que se piensa que la deamidasa eere- 

ft71 es diferente de la deamidasa sérica. Un hecho que apoya la 

dificia entre las enzimas es que la bacitracina es capaz, de 

inhbi*-  la degradación de la TRH producida por el har penado de 

o pero no en el suero O). 

Eh la figura 4 se muestra la ruta de degradación de la TRH 

eco adenohipbfisis propuesta por Bauer-f 4) . 

Los efectos antes mencionados sobre el sistema nervioso 

cen~ (SNC), as f caro la presencia de la TRH en las terminacio-

xi rviosas y de receptores específicos para ésta ,así como la 

arco se libera,parecen ser pruebas sólidas de su función 

zrcicdulador. Si éste fuera el caso, la TRH sería libera-

da t una sinópsis por la terminación nerviosa y actuaría en los 
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PIROGLU-HIS-PRO-NH2  

HIS-PRO-NH2 E 

	

PIROGLU-HIS-PRO 

no 
	 El  

enzimatico 	HIS-PRO 
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TEJIDO ADENOHIPOFISIARIO PROPUESTO POR 
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DASA; E2, ENZIMA DEAMIDANTE DE LA TRH; E3, POST-

PROLINA DIPEPTIDIL AMINOPEPTIDASA; E4,'PROLINA'DI-

PEPTIDASA. 



rotores de la ~rana postsi.náptica cato lo muestra la figu-

ra 5. 

Necesariamente a esto debe seguir una rápida inactivaciCn 

e anule la acc-. n del péptido. La inactivaci n podría ser por 

ins mecanismos : 

a) Uegradacicn por una enzima presente en el espacio extra-

celular o en la motibrana pre o postsináptica, con -la sub-

:tente eliminaci6n de los metabolitos formados. 

b) Un mecanismo de recaptur_a(cam se ha observado para los 

neurotransmisores clásicos)-. 

c) Alguna transformación química. 

Los siguientes son los criterios que se han establecido 

para definir a una substancia cano neurotransmisor: 

a) Presencia de una ruta biosintética 

b) Presencia presináptica del neurotransmisor 

c) Presencia pres.ináptica de un mecanismo de almacenamiento 

del transmisor. 

d) Presencia de un mecanismo específico rara la liberaci in 
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del transmisor. 

e) Presencia del receptor postsináptico específico 
f) Presencia de mecanismo específicos para termi - 

nar la acción del transmisor. 

Para los neurotransmisores clásicos como la acetil 
colina Y noradrenalina se han demostrado mecanismos de 
inactivación específicos después que han sido secreta - 
dos al espacio sinóptico. 

La acetilcolina es degradada por la acetilcolines-

terasa a i6n acetato y colina, ésta última es recaptada 
hacia el interior de la terminación nerviosa donde se 
utiliza para sintetizar acetilcolina nueva. 

La noradrenalina desaparece del espacio sinóptico 
mediante tres mecanismos: 

a) Es recaptada por la terminación nerviosa (donde 
es degradada) mediante un mecanismo de transpor 
te activo. 

b) Difunde alejándose de la terminación nerviosa 
hacia los líquidos corporales vecinos y de allí 
a la sangre donde es inactivada. 

c) Es degradada por alguna de las enzimas: 
mono am inox ida sa 

transferasa de catecol O-metilo 
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Eh manbranas de sinaptoscmas se encontró una enzima ca-

paz de degradar a la TRH. Sin embargo ésta no ha sido caracteri-

zada por lo que se desococe cuál es el mecanismo de inactivación 

de la TRH una vez que ha sido liberada en el espacio sinéptico. 

La existencia de mecanismos de captación en tejido nervio 

so para péptidos biológicamente activos se ha sugerido por la evi 

dencia presentada para el péptido carnosina(2). Sin embargo, para 

el caso de las encéfalinas y substancia P no se ha logrado encon-

trar un fenúmeno de esta naturaleza<39, 56) . 

En experimentos preliminares se observó que la TRH yodada 

pa ce ser captada por sinaptoscmas. Sin embargo no se identificó 

el producto captado(P.Joseph B.,J.L.Charli observaciones no publi-

ca oas) . 

Recientemente, Parker y col (42) encontraron que los sinapto 

sotas no son capaces de captar TRH(3H-Pi2¥J)•. 

T nbién se ha d ostrado la existencia de un sistema de cap 

.ira de TPH en rebanadas de cerebelo. los resultados obtenidos en 

presencia de inhibidores metabólicos e inhibidores del transporte 

á-_ sodio sugieren que se trata de un sistema de transporte activo 

(41) . 

Hay una evidencia de que la TRH penetra a las células ais-

3adas de tejido hipofisario,donde probablemente modula la expresién 

de Los genes para tirotxoüina y prolactina(30) . 

18 



El objetivo central de esta tesis es conocer cuál es el 

destino metabólico de la TRH una vez que ha sido liberada al es-

pacio extracelular; específicanmete si su captura puede ser el 

mecanismo responsable de la inactivación del ppptido. Los obje-

tivos son: 

Determinar si existe un mecanismo de captación de TRH 

en rebanadas de hipotálamo medio basal de rata. 

b) Mejorar el método de purificación y análisis de la TRH 

captada o sus metabolitos. 

c) Determinar el mecanismo de entrada de la TRH a las c lu 

las nerviosas. 

d) Carpararel patr¿n de captura de la TRH con los de proli 

na y ácido gama-antinobutiricc-(GABA) . 

e) Estudiar los requerimientos energéticos del fenómeno de 

captura de la TRH (si lo hay). 

Decidimos trabajar con hipotálamo porque se ha eammicado 

en la literatura que existen varáps núcleos con reacción positiva 

a TRIS revelado por .inmunohistoquí.mi.ca (9) . Además existen varias 
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pruebas de que en ésta región la TRH desempeña diversas funcio-

nes relacionadas con su función corno hormona y vinculadas con 

su posible acci&i carro neurotransmisor. 

Entre las preparaciones fisiológicas in vitro más canu-

nes(sinaptosa as,rebanadas,tejido íntegro)-  se eligió el sistema 

de rebanadas parque en este tipo de preparaciti se conservan to 

das las células que pueden estar involucradas en este fen&neno. 

Los efectos de la TRH en el SNC así cato su distribución 

apcyan la proposicién de que éste péptido actúa cato neuratodula-

dar en el S. Si tal es su función,debe existir algún mecanismo 

de inactivaci1n una vez que la hoxmona ha interactuado mi su re- 

r. El mecanismo más activo en éste fenáneno sería la captu-

ra de la TRH alrededor del sitio de acción. 

20 



a- Material 

-Dguipo 

Contador de centelleo liquido Tri-Carb Packard 

Rebanador de tejido Nc Ilwain graduable 

Incubador can agitación constante Precision 

Microcentrífuga Beckinan 

Fspectrofot6metro Spectrcnic 20 Bausch & Iaab 

Aparato de oscilaciones sónicas Bronson Sonic Pcwer "Sonifer 1312" 

Centrifuga Dupont InstnAmnts Sorvall PC-5 Super Speed refrigerada 

Vortex Super Mixer Iab Line Instrurents 

Balanza analítica Msttler H54 AR 

Bomba de vacío Feli Welch 

Cenara para cranatografía en capa fina Instrumentos Científicos 

Botador clínico E'berbach 

Balanza granataría Ohaus 2 Kg 

Rotoevaporador con vacío Savant 

Parrilla de agitaci6n Coming PC-353 

PotenciSmetro Beckman Selecticn 2000 

Cilindro de o2 / 002 con regulador de flujo 

Refrigerador Iem de Luxe 4°C 
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Congelador Iem de Luxe -20°C 
Micropipetas Gilso variables p-20 p-200 p-1000 
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-Reactivos 

TRH- (3H-pro) New England Nuclear 

Prolina '14C " 

Inulina 14C 

Gaba 14C 

Sephadex G-25 fine Pharmacia 

Sephadex SPC-25 Sigma 

Aib1mina fracción V  

Cloruro de colina  

PPO New Ehgland Nuclear 

POPOP II 

Dinitrofenol Sigma 

Triton X 100 " 

Ouabaina " 

Tolueno Baker 

p-Dioxano  

Etilenglicol  

r etanol " 
Hidróxido de aamnio " 

Cloroformo  

Naftaleno " 

Rcido sulfanílico Mierck 

Isatina Sigma 

Qimifluor New Digland Nuclear 

Reactivo de Fblin Sigma 

Tartrato de sodio y potasio ,Jer 

Sulfato cúprico pentahidratado 	Merck 

Eter dietilico Baker 

Bicarbonato de sodio " 
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Hidróxido de sodio 

Inul.ina 

Carbonato de sodio 

Glucosa 

Bacitracina 

Acido aminoxiaoStico 

Tris-HC1. 

Acido clorhídrico 

Bicarbonato de potasio 

Acido cítrico manohidratado 

Fosfato de sodio monoácido 

Acotcna 

Nitrito de sodio 

Cloruro de sodio 

Cloruro de potasio 

Fosfato de potasio monobásico 

Cloruro de calcio dihidratado 

NCS solobilizante de tejido 
n-Butanol  

Baker 

Sigma 
It 

ti 

II 

ti 

Baker 
ti 

ti 

It 

It 

It 

II 

II 

It 

it 

r zr rsham 
Mallinckrodt Chemical I%brks 
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-Pepurificación de TRH( 3H-PRO)• canercial / métodos de aná-

lisis de pureza de TRH,Prolina y Gata. 

Ya que las impurezas radiactivas pueden interferir 

en la evaluacci6n de los parámetros cinéticos ,es necesa-

rio purificar los productos radiactivos c i rciales. El 

cuadro 5 resume la metodología de purificación de TRH (3H-

pro-)segGn Mc Kelvy (3) y Bauer (33) . 

-El análisis de prolina por el sistema II revela un solo 

pico de radiactividad, por lo que no se purifio5. 

-El análisis del Gaba 'j4C por el sistema n-butanol 7: 

acetona 3 revela un solo pico de radiactividad por lo 

que no se purificó. 

-Eácperímentos de captura de TRH y prolina 

Se utilizó un sistema de incubación in vitro.la 

metodología de muestra en el cuadro 6. 

-Captura de TRH en presencia de dinitrofenol(DNP),ouaba-

ína y un medio de incubación sin glucosa. 

Se utilizó la metodología indicada en el cuadro '6 . 
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Sobre una columna de Sephadex SPC-25 ,equilibrada 

can agua destilada se colocó una muestra de 100 

uGi de TRH (3H-pro)-. Se eluyó primero con -10 por 

ciones de agua destilada y después con 4 porciones 

de NH4C i 2M (aquí se eluye la TRH) 

* Se evaporaron las fracciones de NH4OH en rotoeva-

poradar 

* Se resuspendió en agua y se aplicó sobre una pla 

ca de gel de sílice HPKF de alta resolución. Se 

desarrolló el r natograrna con una mezcla de: 

acetona : agua 8:2 . Se corrió en paralelo un pa-

tr6n de TRH sin marca 

* Se eluyó con metanol al 90% la zona correspondien 

te a la TRH. Se evapore el metanol 

* Se resuspendi6 en agua destilada para verificar la 

pureza por crutiatografia en capa fa se eluyó con 

una mezcla de metanol: cloroformo: hidróxido de a-

monio 3:5:1 (sistema II). También se verificó la 

pureza de la TRH por electroforesis{• 550 V ,amorti-

guador de citrato pH 2.9 durante 5 hrs . ) 

CUADRO 5 M TCDOLOGIA DE PURIFICI½CION Y ANALISIS DE LA TRH 



* Ratas macho de 120-150 días de edad cepa Wistar inante-

nidas en ciclos luz obscuridad regulares y con libre -• 

acceso a alimento y a agua se sacrifican por decapita-

cibn(todos los experimentos fueron realizados entre - 

las 10-14 hrs). Se disecó el tejido a estudiar(hipotá 

lana-sin incluir el quiasaa Sptico,adenahipófi.sis). 

* Se rebanó el tejido en porciones de 225 um 

* Se preincubó el tejido (un hipotálai o por vial de in - 
cubación) en 1.9 ml de Ringer Krebs bicarbonato (prga-
rado calvo se indica en el anexo 1) . 

* Se equilibró el vial de incubación con 02/CO2 95/5% y 

se incubó durante 5 mm (para la mayoría) de los experi-

mentos) a 37°C con agitaciofi constante(100 rpn) 

* Se adicionó una solución (100 ul)del producto radiacti-

vo a estudiar (TRH,prolina o Gaba) y producto sin marca. 

* Se saturó nuevamente el vial con 02/CO2 95/5% y se incu- 

bó durante el ti 	indicado en resultados . en las cm - 
diciones antes mencionadas. 

* Al finalizar el tiaiipo de incubación se separó el teji-

de del medio de incubación por filtración con vacío so-

bre filtros de papel(whatman 540) y se congeló inmedia-

taQnente el tejido sobre hielo seco. 
* Al medio de. incubación recuperado se le adicionbn la can 

tidad necesaria de i¥C1 hasta tener una concentración 0.1M 

DE TRH,PROLINA Y GABA. 



Se adicionó cada lote de medio fisiológico: 

a) Dinitrofenol concentración final 1 mM 

b) Ouabaína concentración final 250 uM 

c) Se sustituyó la glucosa por NaCl 

En cada caso se adicionó bacitracina a una con - 

centración de 2 x 10-5  M final. 

-Análisis de los productos captados y del medio de in-

cubación de los experimentos de captura de TRH y pro-

lina. 

Ya que el método utilizado para separar a la TRH 

de los metabolitos formados durante la incubación es 

cromatográfico,es necesario limpiar las muestras de 

contaminantes protéicos y lipídos que pueden alterar 

la migración de la TRH en la muestra. El cuadro 7 resu 

me el procedimiento de extracción y análisis. 

A partir de los resultados obtenidos utilizando 

la metodología indicada en el cuadro 7, es posible de-

ducir el porcentaje de radiactividad que corresponde a 

la TRH asociada al tejido. 

En algunos experimentos se eluy6 la zona de cro-

matografia correspondiente a la TRH con metanol al 70% y 
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* Se hcmogeneizb el tejido en 500 ul de ácido acético acuo-

so al 20% 

* Se separe una alícuota de 50 ul para detexzninaci&m de pro 

teína por el método de Icowry 31) 

* Se adicionó una mezcla de TRH y metabolitos sin marca 

(hisprodicetopiperacina,TRH-OH,gluhispro,prolina,proli-

nami da- 10 ug de cada uno) 

* Se centrifugó el hcxcgenei4-ado restante{15000rpn)durate 

15 min 

* Se extrajo el sobrenadante con 3 porciones de éter etí-

lico saturado can agua. Se evaporó a sequedad en rotoeva 

parador 

* Se resuspendib en 700 ul de metano]. al 90% y se dejó to-

da la noche a -20°C o 2 hrs a -70°C 
* La suspensión se centrifugó (15000 rnm durante 15 min) 

se separó el sobrenadante y se evaporó a sequedad 

* El residuo se resuspendib en agua destilada y se aplicó 

una alícuota sobre placas de gel de sílice GF60.Se elu-
y6 con el sistema II. Se corrió en paralelo un patrón 

de TRH y metabolitos sin marca tamo referencia de migra 

ci&n 

* Cada centímetro de gel de sílice se eluy6 ooi 1 mi de 
metanol al 90%. Se adicionaron 10 ml de mezcla de een-
tellec n r anexo 1) y se determinó la radiactividad 

* Se revelaron los patrones sin marca con reactivo de 

Pauly o isatina segGn el caso para asociar la radiacti 

viciad en cada eentmetro con la distancia migrarla por 

los patrones. 

DE CAPTURA DE TRH,PROLMA. 



se aplicó sobre una placa de crcnatografia GF60 y se 

eluy6 can el sistema 1. 

-Medición del espacio extracelular 

Considerando que en el espacio interoelular se 

encuentra radiactividad que no esta dentro de la célu-

la ni unida a la membrana citoplasmática,es necesario 

saber que cantidad de radiactividad invade el volumen 

extracelular.Para ello se evaluó el volumen extracelu 
lar o volumen de inulina. 

Se estimó el valor del volumen extracelular por 

el valor del espacio de inulina según Cohen y col (13) 

La inulina es un polis c¥ ido de alto peso u - 

lecular que no es capaz de penetrar en la oélula,por 

lo que sólo invade el espacio extracelular.C,eneral-

mente se utiliza inulina 14C que posee una pureza ra 

dioqufmicá insuficiente para los experimentos biolg-

gicos(los amtaninantes radiactivos de bajo peso mo-

lecular pueden alterar la estimación del espacio 

extracelular) por lo que es necesario purificarla. 

El cuadro 8 muestra la secuencia de purificación que 

se hace siguiendo el método de Cohen(12). 

La metodología para la medición del espacio 

extracelular se muestra en el cuadro 9. 
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* Sobre una columna se Sephadex G-25 fina(0.9 x 26 cm) 

equilibrada con ÑaC1 20mM se colocó una muestra de 
100 ul de Inulina 14C 0.25 uCi / 100 mg 

* Se eluyC oa. NaCl 20 mM colectando fracciones de 

200 ul coi un flujo de 500 ul por minuto 

* Del volumen cercano al volé de exclusión (detenni 
nado con azul de dextran) se tanaron al.ícuotas de 
5 ul y se adicionó ácido perclbrico hasta alcanzar 
una concentraci&z final del 7%. Esta soluci£n se hi 

droliz6 a 85-90°C durante 30 mmn 

Se adidcxió mezcla de centelleo y se deterininb la ra 

* De las fracciones que contienen el mayor porcentaje 
de radiactitavidad se reunieren y fueron utilizadas 

en los experimentos descritos 

CU DI D 8 M I OLOGIA PARA I.A PU IL'ICACION DE 

INULINA 14C. 



Se utiliza la mina metodología descrita en el cua-
dro '6 con las siguientes modificaciones. 

* Después de la preincubaci6n se adician6 una solu-

ci rt de inulina radiactiva purifada.G2 x 106  cFm) 

e inulina sin marca. 

Se equlibr6 el vial de incubación con 02/002  95/5% 
y se incubó durante 0,2,5.15,30,60 y 90 min 

* Al finalizar el periedo de incubación se separó el 
tejido del medio de incubaci,6n por filtración cara 
vacío sobre filtros de papel (whatinan 540) ,se cxn-
gel6 el tejido Inmediatanente sobre hielo seco. El 



- la n etodologia de análisis de la zadiactjvtdad en el 

tejido se muestra en el cuadro 10 

- Captura de ácido gama aminot itírico (taba) 

Este experimento fu&- realizado para demostrar que 

el sistema de incubaci6n in vitro utilizado es funcional. 

Para ello se ulitizb la captura de Ciaba.hecho que se sabe 

es inhibido por dinitrofenol y o ahaína (11) . 

Al modelo de estudio para la captura de TRIS se le 

hicieron las siguientes n dificacic es: 

a) Se le adicion al medio de incubación Caba 14C 

en lugar de TRH (3H-pro) 

b) Se le adicionó ácido aminoxiaeético 10M corro in 

hibidor de la degradación del Gaba 

c) Se incubó durante 10 mmn 

ESn un experimento paralelo se incubó el tejido en 

Ringer Krebs bicarbonato sustituyendo el NaCl por Tris-HC1 

en las mismas eoruliciones de incubaci6n. Esto permite dedu 

cir la radiactividad que sólo esta unida a la membrana cito 

plasrática de la radiactividad que ha penetrado a la célula, 

ya que el sistema de transporte de Gaba dependiente del -

transporte de sodio (11). 

- Análisis de la radiactividad de taba en el tejido 

El cuadro 11 muestra la metodología de análisis de 

liaba en el tejido. 

el 



* Se scnic6 el tejido en 500 ul de acido acético acuoso 

al 20% dan&i pulsos de 4 seg hasta hcamogeneizar 

* Se tari5 una alícuota de 50 ul para detenninaci6n de 

proteína por el n todo de Icwry (31) 
z 

* Una muestra de 200 ul de hc nogeneizado se colocó en 

un vial de centelleo liquido y se adicionaran 500 ul 

de NCS : r(solubilizador de tejido)• 

* Se a3iciondmezcla de centelleo liquido y se determi 

n6 la radiactividad 

CUADRO) 11 ANALISIS DE IA RADIACTIVIDAD DE GABA EN EL 

TEJIDO. 



Se scnic6 el tejido en ácido percl6rico en solución 

acuosa al 7% dando pulsos de 4 seg hasta hamgeneizar 

Se separ6 una alícuota de 50 ul para deteiminac.ibn de 

proteína por el método de kwry(31) 

* Se centrifugó el homogeneizado restante(15000 rpn du-

rante 15 min). Se separ6 el sobrenadante y se colocó 

en viales de centelleo líquido. 

* la solución se hidrolizó a A5-90°C durante 30 min,se 

adicionó mezcla de centelleo y se det¥nnin6.la radiac 

tivi dad 

CUADRO 10 ANÁLISIS DE LA RADIACTIVIDAD DE 

INUIIIA F EL TEJIDO. 



-• Efecto del di.njtrofenol, ouaba na y un x dio de incubación 

sin glucosa en la captura de Gaba 

En este caso el medio de incubación se preparó 

com se describe en el anexo 1, adicionando en cada caso 

a) Di.nitrofenol 1 mM 

b) Ouabaina 	250 uM 

c) Sustituyendo la glucosa por NaC1 

La concentración del Gaba se fijó a 1 uM 

En todos los casos anteriores incluyendo al medio 

de incubación control s e les adicionó ácido aminoxiac -- 

tico 10 4  M 

- Determinación de proteína por el método de Lowiy (31) no 

dificado (J.L.Charli canunicación personal). 

La metodología para la determinación de proteína 

se indica en el cuadro 12. 

N LISIS DE LOS DZ 1OS 

- Captura de TRH,prolina y Gaba 

Una vez obtenida la radiactividad que migró con 

TRH,prolina o Gaba se corrigieron por el rendimiento de 

la extracción(CPM finales / CPM iniciales) y se dividieron 
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* A •20 ul de hargeneiz ado se les adicionó 720 ul de NaOH 

2 M. La suspensi&t se dejó a tenperatura ambiente durante 

toda la noche 

* Se ccmpletb a 100 ul con NaOH ]M y se adicionaron 900 ul 

de solucit •4 ,se agitó perfectamente bien y se dejó a 

tønperatura ambiente durante 10 min, 

* Se adicionaron 100 ul de reactivo de Folin IN, se mez- 
cld bien y se mantuvo a te natura ambiente durante 
30 min 

* Las lecturas espectrofota i tricas se hicieron a 66o pan 

En forma paralela se hizo una curva estándar de alb(mi-

na conteniendo diferentes cantidades de proteína. Se procesó 

de la misma forma que para la cuantificaci&n de proteína en el 
hanogeneizado sin incluir la hidrólisis. 

Solucicm 1 cuSO4.5H2O 0.5% 

Solución 2 KNaC4H406  1.0%. 

Soluci&n 3 Na2W3. H20 2.0% 

Solucién 4 soluciofi 1 + soluci&n 2 1:1 

a 50 ml con solucit 	3 

CUADRO 12 CUANTIFICACION DE PR Y 	POR EL 

ME1DD0 DE i J (31) . 
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por mg de proteína. De la radiactividad asociada al te-

jido se restaren las que son extracelulares(sólo en el 

caso de TRH y prolina)-  quedando solamente la radiacti-

vidad que esta dentro de la célula o unida a la manbra 

na. 

A partir del conocimiento de la omoentraci&i en-

el medio de incubaciCn de detexmin6 la masa de TRH,pro-

lina o Gaba que es intracelular( o unido a la membrana) -

en unidades de: masa de TRH,prolina o Gaba/ mg de pro-

teína x tiempo de incubaci&i-1. 

Variando la coneentraci6n de TRH,prolina o Gaba 

se puede determinar si hay un nrecanisno de transporte 

saturable;las constantes cinéticas del transporte satu 

rable se determinaron al graficar el inverso de la ve-

locidad (1/ v ) contra el inverso de la concentración 

(1/C) segCin la transformaci&n lineal de Iineweaver-Burk 

de la ecuacinn de Michaelis -Menten. Los mismos datos 

fuerce derivados de la radiactividad total asocida al 

tejido dividida por mg de proteína. 

Para el medio de incubaci6n se obtuvieron los da 

tos de radiactividad correspondientes a cada centímetro 

de gel de sílice para asociarlos a ].a distancia migrarla 

en cramatografía por los patrones sin marca y se deter- 



minó el porcentaje de cada pico radiactivo sobre el ca-

rril de cmnatografia. 

- Captura de TRH y Gaba en presencia" de dinitrofenol,oua-

baina y un medio de incubación sin glucosa. 

Con los datos de radiactividad asociada al teji-

do por mg de proteína a c centracibn 10-6M y 10-4M de 

TRH (10-6  para Gaba-)-se c arparó la radiactividad asocia-

da al tejido de una manera saturable en presencia y au-

sencia de inhibidores aplicando la prueba t de Student 

para conocer si hay diferencia en el valor medio de las 

poblaciones con un nivel de significancia de 0.05. 

- Cálculo del volumen extracelular 

A partir de la curva de radiactividad asociada 

al tejido por mg de proteína contra el tiempo de in-

cubación,se extrapola al eje de las "Y" el valor de ra 

diactividad en el tejido cuando de ha alcanzado el e-

quilibrio*en la distribución de inulina entre el espacio 

extracelular y el medio de incubaciofi. Ccai este dato y 

el conocimiento de la radiactividad adicionada al medio 

de incubación se calculó el volumen de inulina en unida-

des de pl por mg de proteína. 

As% en los experimentos de captura de TRH o proli- 
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asa se puede restar la radiactividad que se encuentra en 

el medio extrra¥oelular de la radiactividad total asocia-

da al tejido. 
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- Cptimizacic'n de la purificaci6n de la TRH 

Con la metodología antes mencionada y canbiando.solann-

te detalles de temperatura de evaporación (puede saneterse la 

soluciái que ccntiene a la TRH hasta 40°C sin degradaci&i qui 

mica) se obtuvieren los siguientes resultados: 

La figura 6 muestra el resultado de la purificación de 

la TRH ca ercial por los rcrtodos utilizados. La separaci& 

previa por cranatografia de intercambio %nico no mejora los 

resultados obtenidos con el uso de la cresnatografia en capa 

fina de alta resolución caro único método de purificación.. 

- Cptimización de la metodología de análisis de la radiactivi-

dad asociada al tejido. 

Durante el desarrollo del trabajo se probaron algunas. 

modificaciones al proceso de extraccifi de la radiactividad 

asociada al tejido(cuadro 6) con los siguientes resultados: 

Al. cambiar el disolvente en la sonicacián,de ácido 

acético a me1anol, se trató de evitar un paso en la secuencia 

de extraoci6n sin embargo, se encontraron problemas para se-

parar la fraecio n soluble de la particulada después de cen-

trifugar,pues a mayor tiempo y velocidad de centrifugacibn,se 
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forra un paquete floculento que se desintegró facilmente.Por 

lo tanto se eligió sonicar en ácido acético acuoso 20%. 

Se canprobó que es necesario adicionar acarreadores 

para mejorar el rendimiento de la extracciEn y la corred-

ta separacibn'de la TRH radiactiva de sus metabolitos. 

Se logró una buena separacién de la TRH estándar 

de sus metabolitos utilizando el sistema II y por otra téc-

nica de separaci& cato es la electroforésis en papel. Los 

resultados se muestran en las figuras 7 y 8. 

La presencia de caitatninantes proteíoos o lipidicos 

que pudieran pennanecer después de la extracción metanblica 

y etérea no retardan la migración de la TRH(3H--proo) coreo se 

revela con reactivo de Pauly. Figura D. 

La metodología de extracción actual es eficiente, los 

rendimientos van del 50-70%. Ya que existe variaciin de una 

muestra a otra es necesario corregir los datos por el valor 

del rendimiento de las extracciones. 

Durante el procesamiento de la muestra no hay degra-

dacibn de la TRH (3H-pro}sie¥npre que se manejen las na estras 

a °C tal cono se muestra en la tabla 1 
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- Resultados sobre la captura de la TRH en hipotálamo 

a)* beznostraci&i de que TRH intacta se asocia al tejido 

Se cbserv6.que no hay degradaci&n en el medio de incu-

bacián(sñ npre que se adicione bacitracina)- aran a tiempos 

de incubaci& tan largos cauro 9.0 mmn incubando a zI°C y a 

,37°C cano se muestra en las figuras 10 y 11. 

Cuando se incuba TRH (3H-prd) durante 5 min con reban — . 

das de hipot lam,purificando la radiactividad asociada al 

al tejido cato se indica el el cuadro 6¥ se observo que la 

mayoría de la radiactividad migra oon TRH estándar. 

Para demostrar que la radiactividad que migra junto ami 

la TRH es realmente TRH1se eluy6 la zona de cramatografia 

correspondiente a la TRH con metanol al 90 % y se analizó 

por cranatografia en capa fina utilizando el sistema I; en 

este caso el 95% de la radiactividad migró a la TRH es-

t radar. 

b) Danostracibn de que la TRH encontrada en el tejido provie-

ne de la TRH (3H-pro* adicionada al medio de incubaciim. 

Para eliminar la posibilidad de que la TRH radiactiva 

se matabolizara a prolina y ésta penetrara a la célula con 

subscec-unte ineorporacián a algún metabolito que migrara 

eta la TRH,se incubó prolina Z4C en las mismas condiciones 

que para la TRH. Se encontraron los sictientes resultados: 
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Al incubar prolina 14C en rebanadas de hipott,¥lamo du-

rante 5 min (1 )IM)'►en la zona corresperzdiente a la TRH es-

tándar revelado con reactivo de Pauly, se encontró solamen-

te del 0.015 al 0.02%.de la radiactividad total;ésto des-

carta la posibilidad de que el mecanismo de obtención de 

la TRH antes mencionado sea acertado. 

Al incubar Tfli (3H-pro) • durante 5 min (1 pN) en rebana-

das de hipotalsam existe poca degradaci&i caro lo muestra 

la figura 12. 

c) 	Demstraci&1 de que una parte de la TRH (3H-pro)asocia-

da al tejido tto está en el espacio extracelular. 

Al incubar inulina 14C en rebanadas de hipot¥tamo a in-

tervalos de tiennpD crecientes, la inulina invade el espa-

cio extracelular y alcanza el estado estable después de - 

los 30 min.A partir de los resultados obtenidos se calcul6 

el valor del espacio extracelular cuyo valor es: 

¢.3 ± 0.7 ji1 / mg de proteína 

A partir de este valor se calcul6 la radiactividad del 

espacio extracelular, la que se restó a la total asociada 

al tejido. Este valor corresponde a la TRH que penetró a 

la célula o que está unida a receptores de la ~rana. Es-

ta porción que no es extracelular varia de un experimento 
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a otro y va del 20 al 20% de la radiactividad asociada 

al tejido en 5 min de incubación. 

d) Curso en el tiempo de la asociación de la TRH al tejido. 

Cuando se incubó TRH (3H-pro) 1 jiM en periodos de tiem 

po crecientes,, se observó un incremito en la radiactivi - 

dad asociada al tejido dependiente del tiempo de incuba - 

ción. El estado estable se alcanzó desqués de los 30 min 

Figura 14. Solamente sé asocian al tejido el 0.9% de la 

radiactividad en el medio de incubacinn. El cociente te-

jido/dio es de aproximadamente 1.3 

e) Velocidad de asociación-dependencia de la cantidad de 

tejido en incubación. 

Al incubar TRH(3Ho) variando la cantidad de tejido 

(de 0.25 a 2 hipotálamos) se observó un incremento en la 

radiactividad asociada al tejido que es mmporcional a la 

cantidad de tejido incubado, Figura 15. Esto indica que 

la cantidad de tejido utilizada en nuestros exneximentos 

es adecuada para estimar la velocidad inicial del fenárnno 

de asociación. 

f) Asociación de TRH al tejido n variación de la concentrar 

ción.. 

Cen el objetivo de visualizar la existencia de un fe- 

náneno saturable, se incubó TRH (.H--pro) en un amplio in - 
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tervalo de concentraciones: de 2nM a 100 PM cm los si-

guientes resultados: 

Eciste asociación de TRH al tejido;ésta uni&i tiene 

un componente no saturable(difusi&) y dos mientes 

saturables los valores de las constantes cinéticas de 

los fenárnnos saturables se muestran en la tabla 2. Fn la 

figura 16 se muestra la gráfica utilizada para la deduc-

ci& de los valores de las constantes cinéticas. 

g) Efecto de la temperatura sobre el fenómeno saturable. 

Con el conocimiento de la Km del fenómeno saturable 

se procedió a estudiar la dependencia energtica•( tradu- 

cida cono temperatura) . Para ello se incubó TRH (311-pro) 

en rebanadas de hipotálamo a 4°C y 37°C. 

Fn la tabla 3 se expresan los resultados obtenidos al 

variar la taperatura de incubación. Como puede observar 

se el fenáneno de alta afinidad no es afectado por la va 

riaci& de temperatura durante la incubacit . En cambio, 

el fen&mno de baja afinidad se encuentra totalmente inac- 

tivo 

La figura 17 muestra el efecto de la temperatura en la 

asociación de TRH al tejido;cuando se incubó a 4°C disminu- 

y6 notab1nente la radiactividad asociada al tejido. 
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h) Qitacterizaci&i adicia a1 del fen&Yreno saturable de ha- 

Se enfoc el trabajo hacia el estudio del fenfineno 

sabe de baja afinidad afectado por la t eratura, 

ya que eta dependencia energética sugirió la existen- 

cia de la i si st 	de transporte activo. 

la tabla 4 moesstra los resultados obtenidos al in- 

cal = (3H-pra} en cm)centraciories variables a 37°C 

derrte 5 mm. 

ya que la radiactividad que se asocia al tejido es 

bajase trató de aimitar la presicibi de la estima - 

ci&i de las enstantes cinéticas calculándolas a par-

tir de fiaos resultado de 15 mm n de incubaci&i. 

AL in bar ¶fl H (3H-pro j" en concentraciones cr cien-

tess (de l® 7 a 10-514)- durante 5 y 15 min, se observó ►.ui 

in¥+e t¥o al la radiactividad asociada al tejido al 

incubes ate 15 min. Eh la figura 18 se c arpara la 

raiac-tividad asociada en periodos de incubación de 

5 y 15 =in,. La evaluaci&ci de las constantes cinéticas 

con ti,xos de incubaci&i de 15 mm condujo a resulta-

c3os poco producibles por lo que se decidió incubar 
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durante 5 min. 

- Efecto de dinitrofenol(DNP),ouabaina y un medio de in4ubacibn 

sin glucosa en la captura de TRH. 

La figura 19 ¡nuestra la disminuci£ai en la radiactividad 

asociada al tejido en presencia de DNP,ouabaina y un medio 

de incubación sin glucosa. La disminución en presencia de 1lP 

y ouabaína sean similar¥mi.entras que cuando se eliminó la glu 

cosa del medio de incubaci& la disninuciEn fu más notoria. 

La figura 20 muestra los resultados obtenidos al evaluar 

el porcentaje de fnhibici6n de la captura en la regi&n satu-

rable del fen&neno. 

- Resultados sobre la captura de TRH en adenchipbfisis; 

Ya que la adenohipbfisis es el órgano blanco de la TRH en su 

acci&i ceno hormona, se necesita algún mecanismo de asociación 

al tejido que sea específico. Para estudiar esta posibilidad, 

se incubó TRH (3H-pro) • cori tejido hipofisiario en las rtisnas 

condiciones que para el tejido hipotallmico. Eh la tabla 5 se 

expresan los valores de las constantes cinéticas calculadas. 

- Resultados sobre la captura de prolina y ácido gama aminokx ti-

rico en tejido hipotalfimico. 

Variando la eoncentracifn de prolina 14C en el medio de in-

cubacián se comprobó la existencia de un mecanismo de captura 

saturable con los valores de constantes cinéticas mostradas en 
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la tabla 6. Estos valores son similares a los mencionados 

en la literatura(11). 

La posibilidad de que la baja amplitud del fen no ob-

servado en los experimentos xn TRH (3H-pro3' fueran provoca 

das por manipulaciones inadecuadas con el tejido fuá estu-

diada de la siguiente manera: 

Al incubar Gaba en concentraciones variablesdde 10 7  a 

10-  M} se obtuvo el valor de la constante de Michaelis mos 

trada en la tabla 7. Esta, comparada con la Fin de la litera 

tur5 muestra la funcicnalidad de la preparaci6n. 

- Resultados sobre el efecto de 1]P, auabaina y un medio de in-

cubacibi sin glucosa en la captura de Gaba. 

Este experimento fuá-  realizado para dennstrar que la con-

centraciíi de DNP y ouabaína utilizada es suficiente para 

desacoplar la fosforilaciin oxidativa'•y afectar el trans-

porte de sodio. 

La figura 21 muestra que la concentración de DNP y ou-

abaina fueren suficientes p a inhibir la captura de Gaba 

en la preparaci6n utilizada. 
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Iin 	Vrnax 

2.2 uM 	53 rut mes / mg prot x 5 mm 

SATURABLE DE CAPTURA. DE TRH POR EL 

04 puf ¥!.•¥1C_ :: • 

I4ti 	Mnax 

0.-33 uM 	' 0.22 proles/ mg prot x 5 min 

RABLE PARA LA CAPTURADE PROIINA POR TE 



Km EXPERnMENrAL 	0.1 uM 

Ñn LITERATURA 	 0.12 uM 

TABIA 7 VALOR DE IACONSTANTE DE MUMEGIS DEL 
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Existen datos suficientes caro para afirmar que la 

1YH puede actuar no sólo sobre el tzrófrofo,sino tairbién 

caro un neurotransmisor (7,27,32,38). Esto supone la nece-

cidad de que exista un mecanismo que elimine su presencia 

del espacio sinóptico despeas de su interacci&t con el recen 

ter. 

Nuestros resultacos apoyan esta suposición. Para los 

estudios de caracterización y evaluación de un posible fenó-

mem de captura es necesario trabajar con una hormona marca 

da cande la pureza  radioquímica  debe ser muy elevada cano -

regiisito previo. El uso de la cromatografia en capa fina - 

de alta resolución nos permitió obtener este tipo de pureza. 

De nuestros resultados podemos ooncluir adans que una crasa 

tografia de intercambio íanico previa no mejora los resulta-

dos obtenidos y si agrega un paso metodológico mas que no se 

justifica. 

Laadición de bacitracina al medio de incubación inhi 

bbib la degradación de la TRH por las enzimas lisoZemales,lo -

que se demostró por la no aparición de metabolitos durante pe 

riódos largos de incubación. Estos resultados son similares a 

los obtenidos por otros autores que utilizaron una metodolo - 
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gía similar(36). Sin embargo, cuando la incubación sobrepaso 

los 90 minutos omenzaron a aparecer metabolitos que migran 

cm TRH-OH y prolina,indicando que la capacidad inhibidora-

de la bacitracina canenz6 a disminuir. McKelvy(36) propone-

que la bacitracina actúa cito un inhibidor oarcpetitivo de - 

la degradación de la TRH y la LBRH. 

La degradaci&t de la TRH en el tejido no fué inhibí 

da par la adición de bacitracina al medio. Este resultado - 

hace suponer que la bacitracina no penetra a la célula y - 

por lo tanto no inhibe a las péptidasas intracelulares. Esto 

sugiere que parte de la TRH asociada al tejido está en el - 

CaTpartiinentO intracelular, el cual contiene peptidasas. Esta 

degradaci&n intracelular de la TRH obliga a utilizar TRH de 

pureza radiogalmica elevada y a separarla de sus metabolitos. 

Al restar la radiactividad extracelular, por medio - 

del cálculo del volumen extracelular,se puede deducir que - 

parte de la radiactividad asociada: al tejido no está en el- 

espacio extracelular. Burt (10) ha señalado la existencia 

de receptores específicos a la TRH en el hipotálamo. Por 

tanto una parte de la radiactividad que no está en el espa-

cio extracelular ni en el canpartimento intracelular,podría 

corresponder a la;.:.i£¥n de la TRH marcada a estos recepto - 

res. Por nuestros experimentos no es posible afirmar o des- 
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cartar esta posibilidad. 

Al estudiar la fijación de la TRH a los receptores en 

función del tienipo,se observó que a mayor tieso de incuba - 

ción la fijacicn aumentó hasta una saturaci&ei. Este hecho po 

dria explicarse por la existencia de receptores de diferente 

afinidad. Este hecho es diferente a lo observado con la subs 

tancia P donde no se ha probado la existencia de un fen&t no 

saturable(1,39). 

Al w xiar la tenperatura de incubaci&i se observó - 
que el fen nano de baja afinidad era inhibido,mientras que el 

de alta afinidad no sufría modificaciones. La inhibiciái del 

fenáneno de baja afinidad por la temperatura reflejaría la - 

existencia de un requerimiento energético para la recaptura-

de la TRH en el modelo utilizado en este estudio. Esta depon 

dencia energética puede supcner la existencia de un sistema-

de transporte activo para la recaptura de la TRH. Fh base a 

lo anterior podemos prepazer que los receptores descritos por 

Burt(10) corresponden a los receptores de alta afinidad en - 

contrados en nuestros experimentos. 

La existencia de un mecanismo de transporte activo 

dependiente del aporte de energía y del transporte de so-

dio esta apoyada por los resultados obtenidos al agregar - 

DNP o ci.mabaína al medio de incubaci n o al sustituir la glu 
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cosa por cloruro de sodio. Este hecho es senejante al descri 

to para el Gata y la prolina (11) . 

Los resultados obtenidos al calcular la eficiencia - 

de la captura de RIU4 en hipotálamo, muestra que esta seria -' 

m 75% menor que la calculada para el cerebelo(41). 

El frn(meno de captura de la TRH, junto can el de la 

crnoina., parca i ser hasta ahora la exeepcifai respecto a la 

eitcia de dos de captura para neurc ptidos en el 

ST1Ctl,39, 41). 

Is 

parte  iru1itr  que la TRH no es captada por la tesminaci£i 

nerviosa(42, H.Torres, P.Joseph camuiicaeien personal). Esto 

sugerfrfac la c aptaci6n de la TRH demostrada en nuestros 

experimentos sería debida a la acción de la glia o al sama 

neuralal. !varite la TRH se caiportaria en forma diferente 

al Curia o a La 1amiria que si son captadas por la terminaci6n 

nexviosa(l1).  

ni la adenahipEfisis,la TRH se asocia a las células 

en igual fea que lo hace en el hipotA1an o pero cal una Vinax 

100 veces mor. Esto stpczie que el número de receptores en - 

Fa suna, los resultados obtenidos por nosotros, junto 

con 	lao presentados por otros autores, apoyan la hipotésis 

de que la MI luego de haber interactuado con su receptor es 
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captada por la neurona o por la glia. 

Eciste un fenáneno de asociación de la TRh a las cé-

lulas del hipotálamo medio basal y de la adenoliip6fisis. 

Este fen&r no es saturable en el tiempo y depende de 

la tenq¥eratura,del transporte de sodio y de energía. 

La captura de la TRH dependerla de un fen& no de - 

transporte activo. 
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ANEXO 1 

* COMPOSICION DEL RINGER KREBS BICARBONATO 

NaCl 125 mM 

KC1 4.4 mM 

KH2PO4  1.2 mM 

MgSO4.7H2O 1.3 mM 

NaHCO3  26.0 mM 

GLUCOSA 10.0 mM 

CaC122H2O .75 mM 

+ BACITRACINA 2.0 X 10 5M 

& ACIDO AMINOXIACETICO 1.0 X 10-4M 

+Para experimentos con TRH, prolina y Gaba. 

&Para experimentos con Gaba. 

* COMPOSICION DEL RINGER KREBS BICARBONATO SIN SODIO 

NaCl 125 mM 

KH2PO4  1.2 mM 

MgSO4  1.3 mM 

KHCO3  

KC1 4.4 mM 

GLUCOSA 10.0 mM 

CaCl2  .75 mM 

TrisHCl 26.0 	mM 
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* MEZCLAS DE CENTELLEO LIQUIDO 

PARA MUESTRAS ACUOSAS 

1 	TRITON 333 ml 

TOLUENO 666 ml 

POPOP 150 mg 

PPO 5.5 g 

11 	NAFTALENO 	60.0 g 

PPO 	4.0 g 

POPOP 	0.2 g 

METANOL ABS. 	100.0 ml 

ETILEN GLICOL 	20.0 ml 

p-DIODO CBP 1000.0 ml 

PARA MUESTRAS NO ACUOSAS 

1 	OMNIFLUOR 	4.0 g 

TOLUENO 	1000.0 ml 

* REACTIVO DE PAULY 

Mezclar 10 ml de ácido sulfanilico (1%) en 

IIC1 0.1 N con 10 ml de nitrito de sodio recien-

temente preparado, asperjar y secar; después 

asperjar con Na2CO3  al 10% (reacción con p6pti-

dos que contienen histidina). 



* REACTIVO DE ISATINA 

Asperjar con una solución de isatina al 0.2% 

en n-butanol dejar en el horno durante 15 min 
a 100°C.(para localizar prolina e hidroxiproli- 
na ) . 
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