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INTRODUCCION

1- Control central de las secreciones de la adenohipdfisis

los resultados obtenidos por Hinsey y Markee (32) du-~
rante los estudios sobre el control de las secreciones de la
hipdfisis anterior,hicieron que estos autores propusieran que
una senal de origen en el sistema nervioso central puede afec-
tar la funcidn de la adenchipdfisis. Basados en esta proposi-
cidn y apoyados en estudios realizados por otros investigado-
res {21) Green y Harris(18) en 1947 propusieron que neuronas
localizadas en el hipot&lamo eran capaces de segregar a la
circulacién portal hipotilamo hipofisiaria ciertas substan-
cias ahora llamadas factores de liberacifn,inhibidores de
la liberacién o también hormonas hipotalimicas que estimulan
o inhiben la secrecifn de hormonas hipofisarias y son esen-
ciales para el funciomamiento normal de la adenohipdfisis.
Ia secrecifn de estas substancias son el resultado de la in-

tegracifn de varias influencias-( internas y externas ).Fig. 1

La adenchipbfisis es una glandula de origen ectoder-

mico y sus cflulas no estan inervadas directamente.
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FIGURA .1 DIAGRAMA DEL EJE HIPOTALAMO-HTPOFISIARIO.IZQUIERDA:
SISTEMA HIPOTALAMICO-NEURCHTPOFISIARIO,AXCNES DE 10S
NUCLEOS SUPRACPTICO Y PARAVENTRICULAR TERMINAN SOBRE
LOS VASOS SANGUINEOS EN LA NEUROHIPOFISIS. DERECHA:
EL SISTEMA HIPOTALAMO-ADEHTPOFISIARIO, TERMINACTONES
DE NEURONAS TUBEROINFUNDIBULARES TERMINAN SOBRE EL
PLEXD CAPITAR DE LA EMIMENCIA MEDIA.



CUADRO # continuacidn

Hormona liberadora de MSH Hormona estimulante de
( MSH~RH no identificado ): los melanocitos MSH

Hormona inhibidora de la libe
racién de MSH ( MSH-RTH
tripéptido ? )




HORMONA HIPOFISIOTROFICA

Hormona liberadora de tirotropina
( TRH tripéptido,)

Hormona liberadora de ACTH
( CRF 39 aminoacidos ¥

Hormona liberadora de IH y FSH
( LHRH decapéptido )

Hormona liberadora de hormona

de crecimiento

( GRF decapéptido )

Hormona inhibidora de la libera
citn de GH
( SRIF o somatostatina 34

aminoacidos )

Hormona ' liberadora de prolactina
( PRF tripéptido ? )

Hormona inhibidora de la liberacifn

de prolactina { PIF diferente
de dopamina no identificado )

HORMONA HIPOFISARTIA

Tirotropina TSH

Corticotropina ACTH

Hormona luteinizante IH
Hormona foliculo estima
lante FSH

Hormona de crecimiento GH

Prolactina PRL

CUADRO -1  HORMONAS HIPOTALAMICAS QUE PARTICIPAN EN IA

SECRECION DE HORMONAS HIPOFISARIAS.




Ia glandula esta formada por tres porciones:

a)- Pars distalis
b) Pars intermedia
c) Pars tuberalis

El cuadro 1 lista las hormonas hipotalimicas reconocidas
hasta el presente y la hormona sobre cuya secrecifn ejerce sus

efectos.

La neurchipdfisis es una estructura neural que contiene
axones secretorios que provienen de los nucleos paraventricular
y suprafptico del hipot8lamo{ figura 1 ).Es decir,el 16bulo pos-
terior es una prolongacién del diencéfalo que secreta dos hormo-
nas: vasopresina( hormona antidiuretica ) y la oxitocina que pro-

voca la contraccién de los msculos lisos del aparato genital.

La neurchipbdfisis recibe flujo sanguineo de la arteria
carftida interna. El lébulo posterior recibe diferente flujo
sanquineo,aunque en el hanbre se ha visto que la sangre que
viene del 16bulo posterior puede entrar al lébulo anterior.Fig.l

2- Aislamiento de las hormonas hipotal&micas




Schally y col (49) lograron aislar y caracterizar tres
factores que inducen la liberacifn de hormonas hipofisarias a
partir de un extracto obtenido de 500,000 hipotdlamos de ovi -
nos y bovinos, Probarcon als diferentes fracciones (resultado de
los pasos de purificacifn) en un sistema de incubacidn de ade-
nohip6fisis in vitro donde se midi6 la cantidad de hormona hi
rofisamia secretada utilizando radioinmunoanilisis.,

El primer factor de liberacifn aislado fué la TRH(6,7,
20). El responsable de la liberacifn de LH (LH~RK) y el factor
que inhibe la liberacifn de hormona de crecimiento GH~RIH o SO
matostatina fueron aislados después(48,49) .Mis recientemente, '
utilizando la misma metodologia Vale y cbl. aislaron el factor

estimilante de la secrecifin de 2CTH (54) .Todos los factores de

liberacifn aislados hasta el presente son de naturaleza peptidica.

Ia primera hormona hipotfl&mica de liberacifn aislada e
identificada utilizando la metodologia antes descrita fué 1a !
TRH y la caracterizacifn de la molécula condujo a demostrar que
vosee la estructura que se muestra en la figura 2 (48).

3- GENERALIDADES DE LA TRH
a- Caracteristicas quimicas de la TPH

Ia TRH es un trip€ptido de la familia de los L~amino-
4cidos cuyas terminaciones amino y carboxi estan blociueadas.Eg
ta caracteristica es comfin para la hormona obtenida de diferen
tes fuentes biol6gicas(7) .Diversos autores han demostrado que
la posicifn ——me




FIGURA 2 ESTRUCTURA QUIMICA DE LA TRH




glutamil ciclica parece ser fundamental para la actividad biols—
gica de la hormona (15, 52). Cambios en el residuo histidil pro—
vocan una disminucifn significativa de la actividad hormonal.
Asimismo, la integridad del anillo imidazol es también fundamental
para mantener las caracteristicas funcionales de la hormona. Es-
tudios en los que se introdujeron modificaciones a este anillo,
se acanpanaron de alteraciones del pKa, aramaticidad y libertad en
la rotacién 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~ Accibn sobre la adenohipdfisis.

Una vez conocida su estructura fué posible sintetizar TRH
y usarla en pruebas biolbégicas. Ia TRH sintética es capx de esti-
mular la liberacifn de tirotropina #ISH) y tambié&n de prolactina
en la adenchipdfisis de todas las especies de mamiferos probados,
sin importar la ruta de administracién, edad o sexo {2, 20).

Después de la administracién de TRH se produce un aumento
del nivel de TSH en la sangre,asi camo de los niveles plasmiticos
de triyodotiroinina y tiroxina {14). La TRH parece actuar scbre la
membrana plasmitica del tirotropo a través de receptores de alta
afinidad ( X  de magnitud nanamolar} donde induce la liberacifn

de la TSH que llega a la tiroides y causa la secrecifén de T3 y T4.




Ias acciones de la TRH sobre el tirotrofo son inhibidas por las
hormonas tiroideas, Estas no afectan la unién del péptido a su
receptor (30). Se supone que las hormonas tiroideas actfian dentro
de 1a célula e inducen la sintesis de un FNAm quien ordena la sin
tesis de una proteina reguladora (ro caracterizada atn).Esta inhibe
el efecto que resulta de la accién de la TRH sobre su receptor.

Debido a que la TRH es r&pidamente degradada por el plas
re y con el objeto de estudiar mis a fondo sus efectos,se han sin
tetizado varios andlogos de misma,los cuales muestran carbios
drésticos en la potencia del fdrmaco,mds que cambios en la activi
dad intrinseca del mismo. La actividad de algunos andilogos de la
TRH se ruestra en el cuadro Z.

la actividad biol6gica de todos estos andlogos estd corre
lacionada con su capacidad para desplazar la TRH de los sitios de
unién encontrados en la hif6fisis. Esto sugiere que los sitios deé
unién encontrados,corresponden a los receptores fisiol6gicos.
o Iocalizacién regional y subcelular de la TRH

A fin de relacionar las acciones hormonales con los sitios
donde se encuentra la TPH, la distribucifn de 8sta se ha estudiado
en algunas regiones del cerebro por radioinmunoensayo (9) aprove -
chando la existencia de anticuerpos especificos anti TRH.

La concentracién mis alta de TRH inmunoreactiva fué encon~

trada en el hipotflamo. Tanbién se encontraron cantidades aprecia-




ANALOCO % DE ACTIVIDAD BIOLOGICA EN

RELACION CON LA TRH NATURAL

Pi.r<:>glu--his—proNH2 100
N—formil—pm—his-—proNH2 8
P:i_roglu—Me—lu‘.s—p::omi2 800
N—form;i,l-pro-rvie--hi.c_;—proNH2 40
Piroglu-his-proNH( CH, ) -1, 15
Piroglu-Me-his-pro-NH (CI~12) 6—NH2 45
10
Piroglu-Me-his-pro~NH (CHZ) ¢~ NH-C- (CHZ) 5 20
fer!il

Cuadro 2 ANALOGOS DE IA TRH ( tamado de 53 )



bles en otras regiones cano cerebro anterior, tallo encef8lico y
diencéfalo posterior.En el cuadro 3 se presentan las regiones del
SNC donde se ha localizado su existencia y las concentraciones
medidas.

Brownstein (9) estudid la distribucifn de la TRH utilizando
técnicas de inmnofluorescencia y observd que la eminencia mediz,
las porciones medial y lateral del nficleo ventramediano, el nficleo
dorsamediano, el nficleo arcuato y el nficleo ventricular dan reaccio-
nes positivas frente a los anticuerpos marcados. Usando técnicas
de inmunohistoquimica, Hokfelt (24) encontrd reacciones positivas
& la TRH en el Organo vasculoso, el nficleo acumbens y en la médula
espinal, principalmente en el asta ventral y en el epéndimo.

También se ha encontrado TRH en animales inferiores con un
patrén de distribucidn diferente para cada especie. En estos ani-
males la TRH no tiene influencia sobre la funcidén tiroidea (25).

Por métodos de fraccionamiento subcelular se camprobd que
tanto en el hipotdlamo camo en el resto del cerebro, 1a TRH se en-—
cuentra esencialmente en terminaciones nerviosas ¢{5).

d- TRH en el sistema nervioso central.

La TRH, ademis de su funcifn en el control de la secre-
citn de TSH y prolactina por la adenohipbfisis, se considera que
actla camw neurotransmisor por la amplia distribucifn que tiene

en el SNC.




TRH pg x mg TEJIDO

AREA DEL CEREBRO MEDIA LIMITES
CEREBRO EXTRAHIPOTALAMICO
Tallo cerebral 5 4-5
Cerebelo 2 1-3
Diencéfalo 6 3-12
Labulo olfatorio 6 5-8
Corteza cerebral 2 1-3
COMPLEJO HIPOTALAMO-HIPOFISARIO
Hipot&lamo dorsal 49 41-61
Hipotilamo ventral 64 23-106
Fminencia media 3570 920-7600
Hipbfisis anterior 10 8-11
Hipbfisis posterior 155 150-160
Cuadro 3 DISTRIBUCION DE TRH EN EL CEREBRO DE

LA RATA { tamado de 9 )




Otros efectos de la TRH en el sistema nervioso
central (SNC) incluyen los mencionados a continuacién:
a- Potenciacién de la accibn excitatoria de acetilco -
lina en neuronas corticales (58).

b- Antagoniza el tiempo de suefio inducido por barbitid-
ricos y etanol principalmente cuando se administra en
la regibn 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 accibén de f&armacos antidepresivos (44)
e- Antagoniza los efectos endocrinoldgicos y conductua
les de algunos péptidos, por ejemplo: la neurotensina
inyectada intracranealmente, produce hipotermia.Este
efecto es antagonizado por agentes bloqueadores dopami
nérgicos y colinérgicos 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 e tremicimiento(piloereccibn,

10
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‘ereccibn de la cola y temblor).

Ia TRH ha sido usada experimentalmente camo antidepresivo
(depresién unipolar) y en el sindrame de abstinencia alcohBlica;
también ha sido usado en casos clinicos de esquizofrenia,inducien
do mejoria clinica en la mayoria de los pacientes. Sin embargo,
en sujetos esquizofrénicos~paranoicos,el cuadro clinico empeord
despuBs de la administracién de TRH.

Nagawa (38) propone a laTRH como un neuramodulador que
controla el estado conciente,la temperatura corporal y la activi
dad mental,correlacionindolo con la eficacia clinica de la TRH
en desordenes mentales (por ejemplo eleva el estado conciente,
atencién, interés,motivacifn,manejo de la expresién emocional y

contacto social).

En mujeres nommales la TRH produce relajacibn,euforia y
altera los patrones de camportamiento (55).

Adem8s de sus efectos neuroquimicos y sobre el camporta-
miento,la TRH inhibe 0 excita neurcnas en varias regiones del

cerebrof27).

Burt (33) demostrdé la existencia de sitios de unibn para
la TRH en diferentes regiones del encéfalo de la oveja. Observd
que cn todo el encéfalo existen zonas de afinidad y cspecifici-

dad para la TRH similares a los encontrados en la adenohipbfi -




sis. La zona de mayor concentracitn fug el nlcleo acumbens

En este gitio la inyeccifn de TRH provoca alteraciones en el cau~
portamiento y efectos neuroquimicos{34). En el cuadro 4 se lista
los sitios del encéfalo donde sa ha demostrado la unién de TRH a
receptores.

e~ Biosintesis de la TRH

A pesar de que la molécula de TRH fué caracterizada hace
ya #3 anos,actualmente se conoce poco sobre su sitio de sintesis
y mecanismo de la misma. Los primeros estudios sobre biosintesis
de TRH fueron realiZados por Reichlin y ool. {37) utilizando un
sistema de incubacifn in vitro;la presencia de cicloheximida(un
veneno ribosamal) en el sistema de incubacifn no provocd una
disminucidn en la radiactividad que - migrd junto con la TRH
sintética. Estos resultados apoyan la idea de estos investigado-
res,quienes sugieren la existencia de un mecanismo de biosin-
tesis independiente de los ribosamas citoplasmiticos. Este meca~
mismo involucra la existencia de una enzima soluble a la que se
denamind sintetasa de TRH. Tanbifn s ha propuesto que el meca-
nismo es similar al de la sintetasa del glutatitn(50). Posterior—
mente los trabajos de Mc Kelvy y col (34) demostraron que la meto—
dologia utilizada en los trabajos antes mencionados no era sufi-

ciente para purificar la TRH sintetizada de novo. los resultados




REGION Mol unidos x g tej. hmedo -

Hipbfisis anterior 639.59
Hipbfisis posterior 108.235
Eminencia media 40.30
Glandula pineal 33.8

NGcleo accumbens 313.61
Punto medio del nucleo caudado 141.329
Regidn dorsolateral de septum 138.46
Tub&irculo olfatorio 89.18
Polo frontal de la corteza cerebral 29.18
Nicleo caudado lateral 24.39
Hipocampo 46.14
Amigdala 55.16
Talamo medio 15.33
Hipot&lamo 20.10

CUADRO 4 DISTRIBUCION REGIONAL DE SITIOS DE UNION A
TRH < ENCEFALO Y ADENOHIPOFISIS DE OVEJA.

+ tamado de 10 )




Continuacitn Cuadro 4

Piso del cuarto ventriculo 31.8
Cerebelo ' 21.9
Bulbo raquideo 45.4
Cuerpo mamilar 20.10
Coliculo superior 18.43
Coliculo inferior 48.11
NGcleo oculamotor 4.%

Substancia negra 10.5




de estos investigadores demostrarcn la necesidad de utilizar téc-
nicas de separacifn y purificacifn mas rigurosas.

Mc Kelvy y col demostraron que por medio de una purifica-
cifn secuencial se podia eliminar entre el 99.7 y el 59.98% de la
radiactividad asociada y cbtener de esa forma una pureza radioqui-
mica adecuada de la TRH marcada. Ademis era necesario formar deri-
vados del tipo dinitrofenil-TRH y hacer cromatograffas oon los de-
rivados para corroborar la identidad del péptido.

Con el uso de estas técnicas se llego a la conclusidn de
que tanto la sintesis de TRH caw la de la LHRH son susceptibles
a los inhibidores de la sintesis ribosamal de proteinas{34). Ello
podria implicar la formacifén de un precursor,cuya naturaleza no ha
sido atin identificada.

Camo 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- Liberacién de TRH

La TRH es liberada cuando se despolariza el tejido nervio-
so tanto quimica camo eléctricamente.la liberacifn es dependiente
de calcio y en este sentido sigue el mismo patrdn que el de otros
péptidos neuroactivos y trasmisores aminérgicos{35).

La liberacién de la TRH por las neuronas del hipotflamo




medio basal es controlada por circuitos noradrenérgicos e hista-
minSrgicos{estimulantesy asi como por fibras serotoninérgicas y
dopaminérgicas-{inhibitorias) (48).

g—Inactivaci;&xdelaTRH

Redding y Schally(47) fueron los primeros en estudiar la
inactivacion de la TRH en el plasma. Otros organos camo higado,
rifidn y corteza cerebral también muestran actividad enzimitica
que inhibe a la hormona.

En el cerebro de la rata,la actividad enzimitica que de-
grada a la TRH presente en las fracciones que resultan del fraccio
miento subcelular, indican que las enzimas respansables de la inac-
tivacifn de la hormona estan tanto en la fraccién soluble camo en
la particulada{(56).

n estudios con TRH incubado en plasma y suero se demos-—
tré la existencia de una desamidasa(47). Debido a que no hay alte-
racifn en la parte piroglutamil ni en el residuo histidil,se pro-
puso que el TRE-OH es el principal producto de degradacifn. Sin
embargo otrs autores(56) no fueron capaoe_;, de reproducir los re-—
sultados de los primeros,encontraron que el principal producto
de la degradacifin es la prolina. Por ello propusieron que la re-
mocifn del grupo amido es seguida por una ruptura del enlace
peptidico entre la histidina y la prolina (figura3).

BEstudins realizados en homogenados de tejido hipotalfmico

14




P]'_'thiIIJ—HIS--PR()'-NH2

PIROGLU-HIS

PROLINA

FIGURA 3 DEGRADACION -+« ZIMATICA DE IA TRH EN EL
PLASMA Y SUERO(47) . El,ENZIMA DESAMIDAN-

TE DE 1A TRH;Ez,PROLINA DIPEPTIDASA.




y de corteza cerebral,se demostrd la existencia de actividad en-
zimeftica que degrada a la TRH de la misma manera que sucede en
el plasma y el suero.

Los resultados cbtenidos al incubar las enzimasf{cerebral
y s&rica) en presencia de inhibidores muestran diferencia en el
grado de inhibicidn, por lo que se piensa que la deamidasa cere-
tirall es diferente de la deamidasa s€rica. Un hecho que apoya la
diffevencia entre las enzimas es que la bacitracina es capaz de
inhilbir la degradacién de la TRH producida por el hamogenado de
cershro pero no en el suerc (10).

En la fiqura 4 se muestra la ruta de degradacidn de la TRH

en adenchipbfisis propuesta por Bauer€4).

PLEXTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Ios efectos antes mencionados sobre el sistema nervioso
central (SNC), asf camo la presencia de la TRH en las terminacio-
nes merviosas y de receptores especificos para ésta ,asi camo la
mamera cano se libera,parecen ser pruebas sblidas de su funcifn
coro neuromodulador. Si éste  fuera el caso, la TRH seria libera-

da em una sinfpsis por la terminacifn nerviosa y actuaria en los

15



PIROGLU-HIS-PRO—NH2

5 e
HIS-PRO-NH PIROGLU~-HIS-PRO

2

L E
no N

enzimitico HIS—~PRO
Eg
HIS + PRO

" FIGURA 4 DEGRADACION ENZIMATICA DE LA TRH POR EL
TEJIDO ADENOHIPOFISIARIO PROPUESTO POR
BAUER(3) . El,PIROGLUTAMATO AMINOPEPTI~
DASA; EZ’ ENZIMA DEAMIDANTE DE LA TRH; E3, POST~
PROLINA DIPEPTIDIL AMINOPEPTIDASA; E4,'PR0LINA‘DI-
PEPTIDASA.
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receptares de la membrana postsindptica camo lo muestra la figu-
ra 5.

Necesariamente a esto debe sequir una rSpida inactivacién
Fee anule la acciin del péptido. Ia inactivacifn podria . x por

res mecanismos:

a) Degradaci&n por una enzima presente en el espacio extra-
celular o en la membrana pre o postsinéptica,con-la sub-
secuente eliminacién de 1os metabolitos formados.

b) Un mecanismo de recaptura (camwo se ha observado para los

neurotransmisores clé&sicos).

c) Alguna transformacifn quimica.

Los siguientes son los criterios que se han establecido

para definir a una substancia coano neurotransmicor:

a) Presencia de wa ruta biosintética

b) Presencia presindptica del neurotransmisor

c) Presencia presiniptica de un mecanismo de almacenamiento
del transmisor.

d) Presencia de un mecanismo especifico vara la liberacifn
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FIGURA 5 POSIBLE DESTINO METABOLICO DE

LA TRH EN EL ESPACIO SINAPTICO.
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del transmisor.

e) Presencia del receptor postsindptico especifico
f) Presencia de mecanismo especificos para termi -
nar la accién del transmisor.

Para los neurotransmisores clisicos como la acetil
colina Y noradrenalina se han demostrado mecanismos de
inactivacién especificos después que han sido secdreta -
dos al espacio sin&ptico.

La acetilcolina es degradada por la acetilcolines-
terasa a i6n acetato y colina, &sta Gltima es recaptada
hacia el interior de la terminaci6én nerviosa donde se
utiliza para sintetizar acetilcolina nueva.

La noradrenalina desaparece del espacio sin8ptico
mediante tres mecanismos:

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

b) Difunde alejihdosé de la terminacibn nerviosa
hacia los lfiquidos corporales vecinos y de allf
a la sangre donde es inactivada.

c) Es degradada por alguna de las enzimas:

monoaminoxidasa
transferasa de catecol O-metilo
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En membranas de sinaptosamas se encontrd una enzima ca~
paz de degradar a la TRH. Sin embargo &sta no ha side caracteri-
zada por lo que se desconoce cuil es el mecanismo de inactivacidn
de la TRH una vez gque ha sido liberada en el espacio sinfptico.

La existencia de mecanismos de captacifn en tejido nervio
so para péptidos biolSgicamente 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 fenfimeno de esta naturaleza{39,56).

En experimentos preliminares se cbservd que la TRH yodada
mrece ser captada por sinaptoscomas. Sin embargo no se identifict
el producto captado( P.Joseph B.,J.L.Charli observaciones no publi-
cadas).

Recientemente, Parker y ool (42) encontraron que los sinapto
samas no son capaces de captar ’I’RH(BH—PRO)'.

También se ha demostrado la existencia de un sistema de cap
tura de TRH en rebanadas de cerebelo. Los resultados cbtenidos en
presencia de inhibidores metabSlicos e inhibidores del transporte
de sodio sugieren que se trata de un sistema de transporte activo
(41).

Hay una evidencia de que la TRH penetra a las c€lulas ais-
ladas de tejido hipofisario,donde probablemente modula la expresifn

de los genes para tirotropina y prolactina{30) .
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El cbjetivo central de esta tesis es conocer cuil es el
destino metabSlico de la TRH una vez que ha sido liberada al es-
pacio extracelular; especfficamnete si su captura puede ser el
mecanismo respansable de la inactivacién del péptido. Los obje-

tivos son:

a) Determinar si existe un mecanismo de captacifn de TRH
en rebanadas de hipotilamo medio hasal de rata.

b) Mejorar el método de purificacibn y anilisis de la TRH

captada o sus metabolitos.

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

las nerviosas.
d) Campararel patrdn de captura de la TRH con los de proli
na y 4cido gama-amincbutiricc{GABA).

e) Estudiar los requerimientos energéticos del fenfmeno de

captura de la TRH (si lo hay).

Decidimos trabajar con hipotilamo porque se ha cammicado
en la literatura que existen var¥sn@cleos con reaccibn positiva

a TRH revelado por inmmchistoquimica(9). Ademfs existen varias




pruebas de que en &sta regifn la TRH desempefia diversas funcio-
nes relacionadas con su funcifn como hormona y vinculadas con
su posible accifn coam newrotransmisor.

Entre las preparaciones fisiol6gicas in vitro ms camu-
nes{sinaptosamnas, rebanadas, tejido integro) se eligib el sistema
@e rebanadas porque en este tipo de preparacifn se conservan to
das las c2lulas que pueden estar involucradas en este fenf@meno.

HIPOTESIS

Ios efectos de la TRH en el SNC asi camo su distribucibn
apcyan la proposicién de que éste péptido actfia camo neuromodula-
dor en el SNC. Si tal es su funcién,debe existir alglin mecanismo
@e inactivacifn una vez que la hommona ha interactuado con su re-
ceptor. El mecanismo mds activo en éste fenbmeno seria la captu-

ra de la TRH alrededor del sitio de accidn.
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a~ Material

~Bquipo

Contador de centelleo liquido Tri~Carb Packard
Rebanador de tejido Mc Ilwain graduable
Incubador con agitacifn constante Precision
Microcentrifuga Beckman

Espectrofotémetro Spectronic 20 Bausch & Lamb

Aparato de oscilacianes s&nicas Bronson Sonic Power "Sonifer Bl12"

Centrifuga Dupont Instruments Sorvall RC-5 Super Speed refrigerada
Vortex Super Mixer Iab Line Instxruments

Balanza analitica Mettler H54 AR

Barba de vacio Feli Welch

Cimara para cramatografia en capa fina Instrumentos Cientificos
Rotador clinico Eberbach

Balanza granataria Ohaus 2 Kg

Rotoevaporador con vacio Savant

Parrilla de agitaci6n Corning PC-353

Potencifimetro Beckman Selection 2000

Cilindro de Oz / O03 con regulador de flujo

Refrigerador Iem de Luxe 4°C




Congelador Iem de Luxe -20°C
Micropipetas Gilson variables p-20 p-200 p-1000
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~Reactivos

TRH- (H-proy
prolina 14c
Inulina %c

cara e

Sephadex G-25 fine
Sephadex SPC-25
AlbGmina fraccién V
Cloruro de colina
PPO

FOPOP
Dinitrofenol
Triton X 100
Ouabaina

Tolueno

‘p-Dioxano
Ttilenglicol
Metanol

Hidréxido de amonio
Cloroformo
Naftaleno

Acido sulfanilico
Isatina

Qmifluor
Reactiva de Folin

New England Nuclear

Sigma

Baker

Merck
Sigma
New England Nuclear
Sigma

Tartrato de sodio y potasio Baker
Sulfato cfiprico pentahidratado Merck

Eter dietilico

Bicarbanato de sodio

Baker

"
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Hidrdxido de sodio

Inulina

Carbonato de sodio

Glucosa

Bacitracina

Acido aminoxiacético
Tris-HCl

Acido clorhidrico
Bicarbanato de potasio

Acido citrico monchidratado”
Fosfato de sodio monodcido
Acetana

Nitrito de sodio

Clarurco de sodio

Cloruro de potasio

Fosfato de potasio monobisico
Cloruro de calcio dihidratado
NCS solobilizante de tejido
n-Butanol

Amersham
Mallinckrodt Chemical Works
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b- Métodos

~Repurificacifn de TRH(3H-PRO)~ canercial / métodos de an&-
lisis de pureza de TRH,Prolina y Gaba.

Ya que las impurezas radiactivas pueden interferir
en la evaluaccitn de los parimetros cinéticos,es necesa~
rio purificar los productos radiactivos comerciales. El

) cuadro 5 resume la metodologia de purificacién de TRH(’H-

pro} segln Mc Kelvy(3) y Bauer(33).

~El an8lisisde prolina por el sistema II revela un solo
pico de radiactividad,por lo que no se purifich.

-El anilisis del Gaba ¢ por el sistema n-butanol 7:

acetona 3 revela un solo pico de radiactividad por lo

que no se purifioS.

-Experimentos de captura de TRH y prolina

Se utilizd un sistema de incubacifm in vitro.la

metodologia de muestra en el cuadro 6.

| -Captura de TRH en presencia de dinitrofenol (DNP) ,cuaba~

" na y un medio de incubacifin sin glucosa.

Se utiliz6 la metodologia indicada en el cuadro 6 .

25




l

* Sobre una columa de Sephadex SPC-25 equilibrada
con agua destilada se colocH una muestra de 100
uCi de TRH(3H—pro)-. Se eluyb primero con 10 por
ciones de agua destilada y despufs con 4 porciones
de NH,CH 2M (aqui se eluye la TRH)

OH en rotoeva-

* Se evaporaron las fracciones de NH

porador

* Se resuspendif en agua y se aplicd scbre una pla
ca de gel de silice HPKF de alta resolucidn. Se
desarrolld el cromatograma con una mezcla de:
acetona : agua 8:2 . Se corrid en paralelo un pa-
trén de TRH sin marca

* Se eluyd con metanol al 90% la zana correspondien
te a la TRH. Se evaporS el metanol

* Se resuspendid en agua destilada para verificar la
pureza por cromatografia en capa fina se eluyd con
una mezcla de metanol: cloroformo: hidrdxido de a-
monioc 3:5:% (sistema IT). También se verificd la
pureza de la TRH por electroforesisé¢ 550 V ,amorti-
guador de citrato pH 2.9 durante 5 hrs.)

CUADRO 5 METODOLOGIA DE PURIFICACION Y ANALISIS DE LA TRH




Ratas macho de 120-150 dias de edad cepa Wistar mante—
nidas en ciclos luz cbscuridad requlares y con libre -
acceso a alimento v a agua se sacrifican por decapita-
citn (todos los experimentos fueron realizados entre -
las 10~14 hrs). Se disecH el tejido a estudiar (hipota
lamo-sin incluir el quiasma &ptico,adenchipbfisis).

Se reband el tejido en porciones de 225 um

Se preincubb el tejido (un hipot&lamo por vial de in -
cubacifn) en 1.9 ml de Ringer Krebs bicarbonato (prepa-
rado cano se indica en el anexo 1).

Se equilibré el vial de incubacién con 0,/CO, 95/5% y
se incubd durante 5 min(para la mayoriz)de los experi-
mentos) a 37°C con agitaciofi constante(100 xrpm)

* Se adiciond una solucidn (100 ul)del producto radiacti-
vo a estudiar (TRH,prolina o Gaba) y producto sin marca.

Se saturd nuevamente el vial con 02/002 95/5% y se incu-
bS durante el tiewpo indicado en resultados.en las con -
diciones antes mencionadas.

Al finalizar el tiempo de incubacifn se separd el teji-
de del medio de incubacifin por filtracifn con vacio so-
bre filtros de papel (whatman 540) y se congeld immedia—
tamente el tejido scbre hielo seco.

Al medio de. incubacifn recuperado se le adicionén la can
tidad necesaria de HCl hasta tener una concentracitn 0.1M

CUADRO 6 METODULOGIA PARA LOS EXPERIMENTOS DE CAPTURA
DE TRH,PROLINA Y GABA.




Se adiciondé cada lote de medio fisiolbgico:

a) Dinitrofenol concentracién final 1 mM
b) Ouabaina concentraciédn final 250 uM

c) Se sustituy6 la glucosa por NacCl

En cada caso se adicions bacitracina a una con -

centracibn de 2 x 10°

M final.

-Andlisis de los productos captados y del medio de in-
cubacifn de los experimentos de captura de TRH y pro-
lina.

Ya que el m&todo utilizado para separar a la TRH
de los metabolitus formados durante la incubacién es
cromatogridfico, es necesario limpiar las muestras de
contaminantes proté€icos y lipidos que pueden alterar
la migraciSn de la TRH en la muestra. El cuadro 7 resu
me el procedimiento de extraccibn y anélisis.A

A partir de los resultados obtenidos utilizando
la metodologfa 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 eluyd la zona de cro-

matograffa correspondiente a la TRH con metanol al 20%
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Se hamogeneizb el tejido en 500 ul de &cido acético acuo—
so al 20%

Se separ6 una alicucta de 50 ul para detemminacifn de pro
teina por el método de Lowry <31)

Se adicion® una mezcla de TRH y metabolitos sin marca
(hisprodicetopiperacina, TRH~-OH,gluhispro,prolina, proli~
namida- 10 ug de cada uno)-

Se centrifugb el hamogeneirado restante{l5000rpm)durate
15 min .

Se extrajo el scbrenadante con 3 porciones de &ter eti-
lico saturado con agua.Se evaparS a sequedad en rotoeva
parador

Se resuspendif en 700 ul de metanol al 90% y se dejb to—
da la noche a -20°C o 2 hrs a ~70°C

Ia suspensifn se centrifugd (15000 rpm durante 15 min)
se separd el sobrenadante y se evaporb a sequedad

El residuo se resuspendit en agua destilada y se aplich
una alfcucta scbre placas de gel de silice GF¢o-Se elu-
y6 con el sistema II. Se corrid en paralelo un patrén
de TRH y metabelitos sin marca cano referencia de migra
cibn .

Cada centimetro de gel de silice se eluyd con 1 ml de
metanol al 90%. Se adicionaron 10 ml de mezcla de cen~
telleciver anexo 1) y se determind la radiactividad

Se revelaron los patrones sin marca ocon reactivo de
Pauly o isatina seglin el caso para asociar la radiacti
vidad en cada centimetro con la distancia migrada por
los patrones.

CUADRO 7 PROCEDIMEINTO DE EXTRACCION Y ANALISIS DE
LA RADIACTYVIDAD ASOCIADA AL TEJIDO Y EN
EL - IO DE INCUBACION EN 10S EXPERIMENTOS
DE CAPTURA DE TRH,PROLINA.



|
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se aplicd sobre una placa de cramatografia GF60 Yy se

eluyb con el sistema I.
~Medicitn del espacio extracelular

Ccnsiderando que en el espacio intercelular se
encuentra radiactividad que no esta dentro de la cdlu~
la ni unida a la membrana citoplasmitica,es necesario
saber que cantidad de radiactividad invade el volumen
extracelular.Para ello se evalud el volumen extracelu

lar o volumen de inulina.

Se estimb el valor del volumen extracelular por
el valor del espacio de inulina segn Cohen y col(13).

Ia inulina es wn .polisacérido de alto peso mo—~
lecular que no es capaz de penetrar en la célula,por
lo que s6lo invade el espacio extracelular.General-
mente se utiliza inulina 14C que posee una pureza ra
dioquimica insuficiente para los experimentos biold-
gicos (los contaminantes radiactivos de bajo peso mo-
lecular pueden alterar la e;stimaci.én del espacio
extracelular) por lo que es necesario purificarla.
El cuadro 8 muestra la secuencia de purificacién que
se hace siguiendo el método de Cohen(12).

ILa metodologia para la medicifén del espacio

extracelular se miestra en el cuadro 9.
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* Sobre una columa se Sephadex G~25 fina(0.9 x 26 cm)
equilibrada c¢on NaCl 20mM se colocH una muestra de
100 ul de Inulina ¢ 0.25 mCi / 100 mg

* Se eluyd con NaCl 20 mM colectando fracciones de
200 ul con un flujo de 500 ul por minuto

* Del volumen cercano al volumen de exclusitn (determi
nado con azul de dextran) se tamaron alicuotas de
5ul y se a.dicimﬁ &cido perclérico hasta alcanzar
una concentracifn final del 7%. Esta solucifn se hi
drolizb a 85~90°C durante 30 min

* Se adidm® mezcla de centelleo y se determind la ra
diactividad

* De las fracciones que contienen el mayor porcentaje
de radiactividad se reunieron y fueron utilizadas
en los experimentos descritos

CUADRO 8 METODOLOGIA PARA TA PURIFICACION DE

INULINA l4C.




Se utiliz®d la misma metodologiz descrita en el cua-
dro 6 con las siguientes modificaciones.

* Después de la preincubacifn se adicionb una solu-
cifm de inulina radiactiva purificadaf2 x 10° cpm)
e inulina sin marca.

* Se equlibrd el vial de incubacifn con 0_2/(13_2 95/5%
y se incubd durante 0,2,5.15,30,60 y 90 min

* Al finaliZar el peri&do de incubacifn se separd el
tejido del medio de incubacifin por filtracifn con
vacio scbre filtros de papel (whatman 540),se con~
geld el tejido inmediatamente sobre hielo seco. El
medio de incubacifn no se recuperd

CUADRO 9 MEDICION DEL ESPACIO EXTRACELUILAR
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- la metodologia de andlisis de la radiactividad en el ’
tejido se muestra en el cuadro 10
~ Captura de &cido gama amincbutirico (Gaba)
Este experimento fu€ realizado para demostrar que
el sistema de incubacifn in vitro utilizado es funcional.
Para ello se ulitizé la.capt:ura de Gaba.hecho que se sabe
es inhibido por dinitrofenol y cuabafna (11).
Al modelo de estudio para la captura de TRH se le
hicieron las siguientes modificaciones:
a) Se le adiciond al medio de incubacién Gaba l4c
en lugar de ‘I’RH(3H-pro)
b) Se le adicion6 &cido aminoxiacético 107M como in
hibidor de la degradacitn del Gaba
¢) Se incubS durante 10 min

En un experimento paralelo se incubS el tejido en
Ringer Krebs bicarbonato sustituyendo el NaCl por Tris-~HCl
en las mismas condiciones de incubacifn. Esto permite dedu
cir la radiactividad que s8lo esta unida a la membrana cito
plasmidtica de la radiactividad que ha penetrado a la cflula,
‘'va que el sistema de transporte de Gaba dependiente del ~—~
transporte de .__io (11).

- Andlisis de la radiactividad de Gaba en el tejido

El cuadro 11 muestra la metodologia de andlisis de

Gaba en el tejido.




» Se sonich el tejido en 500 ul de cido acttico acuoso
al 20% dando pulsos de 4 seg hasta hamogeneiZar

» Se tamd una alicuota de 50 ul para determinacién de
proteina par el método de Lowry (31)

* Una muestra de 200 ul de hamgeneizz.ado se coloch en
un vial de centelleo liquido y se adicionaron 500 ul
de NCS ~}(s.olubilizadar de tejido)

* Se adiciondmezcla de centelleo liquido y se determi-~

nd la radiactividad

CUZ\DRDllANAIISISDEIARADIACI‘IVIDADDEGAB{Z{\ENEL

| TEJIDO.




» Se sonich el tejido en acido percldrico en solucifn
acuosa al 7% dando pulsos de 4 seg hasta hamogeneizar

% Se separb una alfcuota de 50 ul para determinacitn de
proteina por el método de Lowry(3l)

* Se centrifugd el hamogeneizado restante (15000 rpm du~
rante 15 min). Se separd el sobrenadante y se colocd
en viales de centelleo liquido.

* Ta solucitn se hidrolizd a 85~90°C durante 30 min,se
adiciond mezcla de centelleo y se determind la radiac

tividad

CUADRO 10 ANALISIS DE LA RADIACTIVIDAD DE

INULINA EN EL TEJIDO.
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- Efecto del dinitrofenol,cuabaina y un medio de incubacifn
sin glucosa en la captura de Gaba
En este caso el medio de incukacibn se prepard
caw se describe en el anexo 1, adicionando en cada caso:
a} Dinitrofenol 1 mi
b) Ouabaina 250 uwM
¢) Sustituyendo 1la glucosa por NaCl
Ia concentracién del Gaba se fij6 a 1 uM
En todos los casos anteriores incluyendo al medio
de incubacifn control se les adiciond dcido aminoxiacé-
tico 1074 M
- Determinacifn de proteina por el método de Lowry(3l) mo
dificado (J.L.Charli cammnicaci&n personal).
La metodologia para la determinacitn de proteina
se indica en el cuadro 12.

ANALISIS DE LOS DATOS
- Captura de TRH,prolina y Gaba
Una vez cbtenida la radiactividad gue migré con
TRH,prolina o Gaba se corrigieron por el rendimiento de

la extraccifn(CPM finales / CPM iniciales) y se dividieron




* A 20 ul de hamogeneizado se les adiciond 20 ul de NaCH
2 M. 1a suspensifn se dejd a temperatura ambiente durante
toda la noche

* Se campletd a 100 ul con NaCH 1M y se adicianaron 900 ul
de soluwcifn 4 ,s5e agitd perfectamente bien y se deijd a
tamperatura ambiente durante 10 min

* Se adicicnaron 100 ul de reactivo de Folin 1IN, se mez-~
cld bien y se mantuvo a temperatura ambiente durante
30 min

* las lecturas espectrofotamétricas se hicieron a 660 mm

En forma paralela se hizo una curva esténdar de albGmi-~
na conteniendo diferentes cantidades de proteina. Se procesd
de la misma forma que para la cuantificacifmn de proteina en el
hamogeneizado sin incluir la hidrélisis.

Solucitn 1 CuS0, -5H,0 0.5%
Solucién 2 KNaC 4H 406 1.0%
Solucitn 3 Na2CD3 . 1—120 2.0%
Solucitn 4 soluciofi 1 + solucién 2 1:1

a 50 ml con solucifn 3

CURDRO 12 CUANTIFICACION DE PROTEINA POR EL
METODO DE LOWRY (31).
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por mg de proteina. De la radiactividad asociada al te-
jido se restaron las que son extracelulares(sblo en el
caso de TRH y prolina) quedando solamente la radiacti-
vidad que esta dentro de la célula o unida a la membra
na.

A partir del conocimiento de la concentracifn en-
el medio de incubacitn de determind la masa de TRH,oro-
lina o Gaba que es intracelular({ o unido a la membrana)
en wnidades de: masa de TRH,prolina o Gaha/ mg de pro-
tefna x tiempo de incubaciént.

Variando la concentracifn de TRH,prolina o Gaba
se puede determinar si hay un mecanismo 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 concentracidn
(1/C) seglin la transformacién lineal de Lineweaver-Burk
de la ecuacifn de Michaelis -Menten. Los mismos datos '
fueran derivados de la radiactividad total asocida al
tejido dividida por mg de proteina.

Para el medio de incubacifn se obtuvieron los da
tos de radiactividad correspondientes a cada centimetro
de gel de silice para asociarlos a la distancia migrada

en cramatografia por los patrones sin marca y se deter-




mind el porcentaje de cada pico radiactivo sabre el ca-
rril de cramatografia.
Captura de TRH y Gaba en presencia de dinitrofenol,ouva-
bafna y un medio de incubacién sin glucosa.

Con los datos de radiactividad asociada al teji-
do por mg de protefina a concentracifn 10”0y y 1074 e
TRH (107® para Gaba)se cavpard 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 0.65.

Calculo del volumen extracelular

A partir de la curva de radiactividad asociada
al tejido por mg de protefna contra el tiempo de in-
cubacién,se extrapola al eje de las "Y" el valor de ra
diactividad en el tejido cuando de ha alcanzado el e-
quilibrio ‘en la distribucifn de inulina entre el espacio
extracelular y el medio de incubaciofi. Con 8ste dato y
el conocimiento de la radiactividad adicionada al medio
de incubacifn se calculb el volumen de inulina en unida-
des de pl por mg de proteina.

Asi,en los experimentos de captura de TRH o proli-
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ma se puede restar la radiactividad que se encuentra en
el medio extracelular de la radiactividad total asocia~
da al tejido.
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RESULTADOS

- Optimizacitn de la purificacidn de la TRH

Con la metodologia antes mencionada y cambiando solamen-
te detalles de temperatura de evaporacifn (puede sameterse la
solucifn que contiene a la TRH hasta 40°C sin degradacién qui
mica) se obtuvieron los siguientes resultados:

la figura 6 muestra el resultadn de la purificacitn de
la TRH camercial por los métodos utilizados. La separacidn
previa por cramatografia de intercambio fonico no mejora los
resultados obtenidos con el uso de la cramatografia en capa
fina de alta resolucifn cano (nico método de purificacifn..

- Optimizacién de la metodologia de anflisis de la radiactivi-
dad asociada al tejido.

Durante el desarrollo del trabajo se probaron alqunas
modificaciones al proceso de extraccifn de la radiactividad
asociada al tejido(cuadro 6) con los siguientes resultados:

Al cambiar el disolvente en la sanicacién,de &cido
acético a metanol, se tratd de evitar un paso en la secuencia
de extraccifn)sin embargo, se encontraron problemas para se—~
parar la fraccidn soluble de la particulada despufs de cen-

trifugar,pues a mayor ticmpo y velocidad de centrifugacién,se




_A/

PURIFICACION DE TRH

I

CUENTAS POR MINUTO

3000

2000

1000

Lot e S § o b

O o P s e

FIGURA ¢ PURIFICACION DE TRH, I2QUIERDA: TRH DESPUES DE SER SOMETIDA A DOS TECNICRS

DE SCPARACION( INTERCAMBIO TONICO Y CROMATOGRAFIA EN CAPA FINAY,DERDCHA:

TRH PURIFICADA POR CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA DE ALTA RESOLUCION.




formd un paquete floculento que se desintegrd facilmente.Por
lo tanto se eligib sonicar en &cido acético acuoso 20%.

Se canprobd que es necesario adicionar acarreadores
para mejarar el rendimiento de la extraccifn y la correc-
ta separacién de la TRH radiactiva de sus metabolitos.

" Se logrd una buena separacién de la TRH estindar
de sus metabolitos utilizando el sistema II y por otra téc-
nica de separacién cam es la electrofor&sis en papel. Ios.
resultados se muestran en las figquras 7 y 8.

La presencia de contaminantes proteicos o lipidicos
que pudieran permanecer después de la extraccifn metanblica
vy etérea no retardan la migracifn de la 'I’RI-I(3H~pu:'o)' cano se
revela con reactivo de Pauly. Figura 9.

Ia metodologia de extraccién actual es eficiente,los
rendimientos van del 50-70%. Ya que existe variacifm de una
miestra a otra es necesario corregir los datos por el valor
del rendimiento de las extraccicnes.

Durante el procesamiento de la muestra no hay degra-

dacidn de la TRH(3H7~pro)sienpre que se manejen las mestras

a 3°c tal cono se muestra en la tabla 1
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-~ Resultados sohre la captura de la TRH en hipot&lamo

a¥y Demostracifn de que TRH intacta se asocia al tejido

Se observd que no hay degradacifn en el medio de incu~-
bacién (siempre que se adicione bacitracina) atin a tiempos
de incubacif@n tan largos camo 90 min incubando a #°C y a
37°C camo se muestra en las figuras 10 y 1l.

Cuando se ‘incuba TRH (CH-pro) durante 5 min con rebana-
das de mpotalam purificando la radiactividad asociada al
al tejido camo se indica el el cuadro 6, se observd que la
mayoria de 1a radiactividad migra con TRH esténdar.

Para damostrar que la radiactividad que migra junto con
la TRH es realmente TRH,se eluyb la zcna de cramatografia
correspandiente a la TRH con metanol al 90 % y se analizd
por cramatografia en capa fina utilizando el sistema I; en
este caso el 95% de la radiactividad migrd con la TRH es—
tandar.

b) Demostracifn de que la TRH encontrada en el tejido provie-
ne de la TRH(3H-pu:o)~ adicionada al medio de incubacifn.

Para eliminar la posibilidad de que la TRH radiactiva
se mataboliZzara a prolina y ésta penetrara a la célula con
subscecuente incarporacitn a alglin metabolito que migrara

4

con la TRH,se incubb prolina 1 C en las mismas condiciones

que para la TRH. Se encontraron los sigquientes resultados:
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Al incubar prolina 14 en rebanadas de hipotilamo du-

rante 5 min(l }m)‘,m la zona correspondiente a la TRH es~
tandar revelado con reactivo de Pauly, se encontrd solamen-
te del 0.015 al 0.02%. de la radiactividad total;&sto des-
carta}laposibilidaddequeelmecanisnodeobbenciénde
la TRH antes mencionado sea acertado.

Al incubar TRH(3H-pro)- durante 5 min(l pM) en rebana-~
das de hipotilamo existe poca degradacifn camo lo muestra
la figura 12.

c)! Demostracifn de que una parte de la 'I'RH(3H-pro) asocia-
da al tejido no estf en el espacio extracelular.

Al incubar inulina 14C en rebanadas de hipotdlamw a in-

tervalos de tiempo crecientes, la inulina invade el espa-
cio extracelular y alcanza el estado estable después de -
los 30 min.A partir de los resultados chtenidos se calculd
el valor del espacio extracelular cuyo valor es:
8.3 ¥ 0.7 pl / mg de protefna

A partir de este .valor se calculd la radiactividad del
espacio extracelular,la que se rest§ a la total asociada
al tejido. Este valor correspande a la TRH que penetrd a
la c&lula o que esté unida a receptores de la membrana. Es—

ta porcién que no es extracelular varfa de un experimento
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)

a otro y va del 20 al 40% de la radiactividad asociada

al tejido en 5 min de incubacifn.

Curso en el tiempo de la asociacifn de la TRH al tejido.

Cuando se incubb TRH (3H—pro) 1 yM en periodos de tiem
po crecientes, se obsexv6 un incremento en la radiactivi -
dad asociada al tejido dependiente del tiempo de incuba -
cifn. El estado estable se alcanz6 despufs de los 30 min
Figura 14, Solamente se asocian al tejido el 0.9% de la
radiactividad en el medio de incubacifn. El cociente te-
jido/medio es de aproximadamente 1.3
Velocidad de asociacibn-dependencia de la cantidad de
tejido en incubacién.

Al incubar TRH(‘H-pro) variando la cantidad de tejido
(de 0,25 a 2 hipotilamos) se observd un incremento en la
radiactividad asociada al tejido que es proporcicnal a la
cantidad de tejido incubado, Figura 15. Esto indica que

la cantidad de tejido utilizada en nuestros experimentos

es adecuada para estimar la velocidad inicial del fenfmeno

de asociacién.
Asociacifn de TRH al tejido~ variacitm de la concentra-
citn.

Con el objetivo de visualizar la existencia de un fe-

nfmeno saturable,se incubd TRH(;’H-.-pro) en un amplio in -

3y
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tervalo de concentraciones: de 2nM a 100 pM con los si-
guientes resultados:

Existe asociacifin de TRH al tejido;ésta unifn tiene
un componente no saturable (difusién) y dos componentes
saturables!los valores de las constantes cinEticas de
los fenGmenos saturables se muestran en la tabla 2. En la
figura 16 se muestra la gr&fica utilizada para la deduc~

citn de los valores de las constantes cinéticas.
Efecto de la temperatura sobre el fen&meno saturable.

Con el conocimiento de la Km del fenfmeno saturable
se procedid a estudiar la dependencia energética{ tradu-
cida camo temperatura) . Para ello se incubb 'I'RH(3H-pro)
en rebanadas de hipotilamo a 4°C y 37°C.

En la tabla 3 se expresan los resultados obtenidos al
variar la temperatura de incubaciGn. Camo puede observar
se el fenfmeno de alta afinidad no es afectado por la va
riacién de temperatura durante la incubacifn. En cambio,
el fenfmeno de baja afinidad se encuentra totalmente inac-—
tive

La figura 17 ruestra el efecto de la temperatura en la
asociacifn de TRH al tejidoj;cuando se incubb a 4°C disminu-

v6 notablemente la radiactividad asociada al tejido.




PUREZA INICIAL 96
antes de incubar

PUREZA EN HIMOGENADO 95.6
PUREZA DE EXTRACCION

CON ETER 95.2
PUREZA DE PRECIPITACION

CON METANOL 95.0
PUREZA FINAL 94.9

TABIA 1 PUREZA DEL 'I'RH(3H—PRD)' DURANTE, « PRO-

CESO DE EXTRACCION.

Km
ALTA AFINIDAD 10.8 mM
BAJA AFINIDAD 1.66 uwM

TABIA < CONSTANTES CINETICAS DEL FENOMENO SATURA-

BLE DE ASOCIACION DEL TRH AL TEJIDO.




37°C

Km Vinax
ALTA AFINIDAD 10.8 nM 62.5 pmol/mg prot x 5 min
BAJA AFINIDAD 1.66 uM  760.0 "
4°C
ALTA AFINIDAD 32,0 mM 77.0 "
BAJA AFINIDAD NO HAY FENOMENO SATURABLE

TABIA 3 EFECIO DE IA TEMPERATURA « LA CAPTURA DE

TRH POR REBANADAS DE HIPOTALAMO DE RATA.

BAJA AFINIDAD Ku 1.07 & 0.22 wM

Vmax 0.35 £ 0.035 pol/mg prot x 5 min

TABIA 4 OONSTANTES CINETICAS DEL FENCMENO DE ALTA
AFINIDAD PARA IA CAPTURA DE TRH EN HIPOTA
IAMD DE RATA. ( 10S DATOS : SON
IA - IA DE 4 DETERMINACIONES ¥ EL ERROR

ESTANDAR ).
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h) Caracterizacifn adiciaonal del fenGmeno saturable de ba-
ja afinidad.

Se enfocd el trabajo hacia el estudio del fen&meno
saturable de baja afinidad afectado por la temperatura,
ya quer &sta dependencia energética sugirib la existen-
cia de wn sistema de transporte activo.

Ia tabla 4 muestra los resultados obtenidos al in-
cubar M(aﬂ-pror en oomcentraciones variables a 37°C
durante 5 min.

iy Asociacifn de TRH(CH-pro al tejido-camparacifn de dos
tiempos d&e incubacifn.

Ya que la radiactividad que se asocia al tejido es
baja,se tratd de aumentar la presicifn de la estima ~
cifn de las omstantes cinéticas calculdndolas a par—
tir de datos resultado de 15 min de incubacifn.

AL, incubar '.L'RH(3H—1m:')' en cancentraciones crecien-

tes(@e 1077

a 107°M) durante 5 y 15 min,se cbservé m
incremento en la radiactividad asociada al tejido al
incubar éarante 15 min. En la figura 18 se campara la
radiactividad asociada en periodos de incubacién de
5 v 15 min. La evaluacifn de las constantes cinéticas
con tiempos de incubacifn de 15 min condujo a resulta-

dos pooo reproducibles por lo que se decidid incubar
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durante 5 min. l

- Efecto de dinitrofenol (DNP),cuabaina y un medio de incubacifm
sin glucosa en la captura de TRH.
Ia figura 19 muestra la disminucifn en la radiactividad
asociada al tejido en presencia de DNP,cuabaina y un medio
de incx.xbacian sin glucosa. Ia disminucifn en presencia de ONP
youabainasmsimilaresnﬁ.entrasquecuandoseeliminélaglp._
cosa del medio de incubacifn la disminucifn fué mis notoria.
I1a figura 20 muestra los resultados obtenidos al evaluar
el porcentaje de inhibici6n de la captura en la regifn satu-
rable del fen&meno.

- Resultados sobre la captura de TRH en adenchipbfisis;

Ya que la adenchipbfisis es el &rgano blanco de la TRH en su
accifn camo hormona,se necesita algln mecanismo de asociacifn
al tejido que sea especifico. Para estudiar esta posibilidad,
se incubd 'I'RI{(BH—pro).cori tejido hipofisiario en las mismas
condiciones que para el tejido hipotalSmico. En la tabla § se
expresan los valores de las constantes cinfticas calculadas.

- Resultados sobre la captura de prolina y &cido gama aminobuti-
rico en tejido hipotal&mico.

14C en el medio de in-~

Variando la concentracifn de prolina
cubacifn se camprobd la existencia de un mecanismo de captura

saturable con los valores de constantes cinéticas mostradas en
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l1a tabla 6. Estos valares son similares a los mencionados

en la literatura{ll).

1a posibilidad de que la baja amplitud del fen&mneno ch—
servado en los experimentos con 'I'RH(3H—pro)~ fueran provoca
das por manipulacicones inadecuadas oon el tejido fug estu-~
diada de la siguien‘e manera:

Al incubar Gaba en concentraciones variables{de 1077 a

10" se obtuvo el valor de la constante de Michaelis mos.
trada en la tabla 7. Esta,camparada con la Km de la litera
tura, muestra la funcionalidad de la preparacifn.

Resultados scbre el efecto de INP,cuabaina y un medio de in~
cubacién sin glucosa en la captura de Gaba.

Este experimento fué realizado para demostrar que la con~
centracifin de DNP y cuabaina utilizada es suficiente para
desacoplar la fosforilacitn oxidativa“y afectar el trans-
porte de scdio.

I1a figura 21 muestra que la concentracitn de DNP y ou-
abafna fuercn suficientes para inhibir la captura de Gaba el
en la preparacitn utilizada.
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2.2 W 53 mmoles # mg prot x 5 min

TABLA S5  OONSTANTES CINETICAS DEL FENOMENO
SATURABIE DE CAPTURA DE TRH PCR EL

TEJIDO HIPCFISIARIO.

0.33 uM ©0.22 pmoles/ mg prot X 5 min

TARIA 6 CONSTANTES CINETICAS DEL FENCGMENO SATU-
RABLE PARA LA CAPTURA DE PROLINA POR TE

JIDO HIPOTALAMICO.




Km EXPERIMENTAL 0.1 uM

Km LITERATURA 0.12 uM

TARIA 7 VALOR DE IA CONSTANTE DE MICHAELIS .. ..
+ OMENO SATURABLE PARA 1A CAPTURA DE

GABA POR EL TEJIDO HIPOTALAMICO.




DISCUSICN DE IOS RESULTADOS

Existen datos suficientes camo para afimmar que la
TRH puede actuar no sblo scbre el tirdtrofo,sino también
camo un neurctransmisor (7,27,32,38). Esto supone la nece~
cidad de que exista un mecanismo que elimine su presencia
del espacio sinfptico después de su interaccién con el recep
tor.

Nuestros resultados apoyan esta suposicifn. Para los
estudios de caracterizacién y evaluacién de un posible fend-
meno de captura es necesario trabajar con una hormona marca
da dande la pureza radioquimica debe ser muy elevada como -
requisito previo. El uso de la cramatografia en capa fina -
de alta resoluciGn nos permitid obtener este tipo de pureza.
De nuestroS resultados podemos cancluir ademis gue una crama
tografia de intercambio ionico previa no mejora los resulta-
dos obtenidos y si agrega un paso metodoldgico mds que no se

1a adici@n de bacitracina al medio de incubacifn inhi
bib la degradacifn de la TRH por las enzimas lisojamales,lo -
que se demostrd por la no aparicifn de metabolitos durante pe
riddos largos de incubacidn. Estos resultados son similares a

los abtenidos por otros autores que utiliZaron una metodolo -
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gia similar{36), Sin embargo,cuando la incubacifn scbrepaso
los 90 minutos comenzaron a apa.r.ecer metabolitos que migran
con TRH-OH vy prolina,indicando que la capacidad inhibidora~
de la bacitracina camenzé a disminuir. McKelvy(36) proe-
que la bacitracina actGa camo un inhibidor campetitivo de -
la degradaci@n de la TRH y la LHRH.

1a degradacifn de la TRH en el tejido no fué inhibi
da par la adicifn 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 estd en el -
campartimento intracelular,el cual contiene peptidasas. Esta

degradacifn intracelular de la TRH obliga a utilizar TRH de

pureza radioquimica elevada y a separarla de sus metabolitos.

Al restar la radiactividad extracelular, por medio -~
del cilculo del velumen extracelular,se puede deducir que -
parte de la radiactividad asociadz al tejido no estd en el-
espacio extracelular. Burt (10) ha seﬁaladg la existencia -~
de receptores especificos a la TRH en el hipotdlamo. Por -
tanto wna parte de la radiactividad que no esti en el espa-
cio extracelular ni en el campartimento intracelular,podria
correspander a la wmifn 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 fijacién de la TRH a los receptoreg en
funcitn del tiempo,se cbservd que a mayor tiempo de incuba -
cién la fijacidn aumentd hasta una saturacin. Este hecho Po
dria explicarse por la existencia de receptores de diferente
afinidad. Este hecho es diferente a lo cbservado con la subs
tancia P dande no sa ha probado la existencia de un fenfmeno
saturable(1,39). '

Al viriar la temperatura de incubaci@n se cbservb -
que el fenGmeno de baja afinidad era inhibido,mientras aue el
de alta afinidad no sufria modificaciones. La inhibicién del
fenfmeno de baja afinidad por la temperatura reflejaria la -
existencia de un requerimiento energético para la recaptura-
de la TRH en el modelo utilizado en este estudio. Esta depen
dencia energética puede supcner la existencia de un sistema-
de transporte activo para la recaptura de la TRH. En base a
lo anterior podemos propmer que los receptores descritoS por
Burt (10) corresponden a los receptores de alta afinidad en -~
contrados en lnuestros experimentos.

Ia existencia de un mecanismo de transporte activo
dependiente del aporte de energia y del transporte de so-
dio esta apoyada por los resultados obtenidos al agregar -

DNP o cuabaina al medio de incubaci@n o al sustituir la glu




ocosa por cloruro de sodio. Este hecho es semejante al descri
to para el Gaba y la prolina(1l).

1os resultados obtenidos al calcular la eficiencia -
de la captura de TRH en hipotilamo, muestra que esta seria -
un 75% mencor que 1a calculada para el cerebelo(4l).

¥l fenfmeno de captura de la TRH, junto con el de la
carnosina, parecen ser hasta ahara la excepcifn respecto a la
existencia de fenfimenos de captura para neuropéptidos en el
ax{1,39, 41).

Resultados experimentales realizados con sinaptosanas
parecen indicar que la TRH no es captada por 1a temminacifn
nerviosa{42, H.Tarres, P.Joseph cammicacifn perscnal). Esto
sugeriria que la captacién de la TRE demostrada en nuestros
experimentos seria debida a la accitn de la glia o al sama
neuronal. Nuevanente la TRH se comportaria en forma diferente
al Gaba o a la Dopamina que si son captadas por la terminacifn
nerviosa(l1).

En la adenohip&fisis,la TRH se asocia a las cflulas
enigualfmmaquelohaceenelhipot&lanbberocmmuanax
100 veces mayor. Esto supane que el nfimero de receptores en -
1a adenchip6fisis es mayor que en el hipot&lamo.

Ea suma, los resultados obtenidos por nosotros, junto
ocon los presentados por otros autores,apoyan la hipotésis

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

CONCLUSIONES

. Existe un fen&meno de asociacitn de la TRH a las cé&-
lulas del hipotilamo medio basal y de la adenchipbfisis.
Este fenfmeno es saturable en el tiempo y depende de .
la temperatura,del transporte de sodio y de energia.
Ia captura de la TRH dependerfa de un fenfmeno de -

transporte activo.



ANEXO 1

* COMPOSICION DEL RINGER KREBS BICARBONATO

NacCl

KC1

KH2P04
MgSO4 . THO
NaHCO3
GLUCOSA

CaClZZH (o]

2

+ BACITRACINA
& ACIDO AMINOXIACETICO

125 mM
4.4

1.2
1.3

26.0
10.0
.75 mM

EEEEE

2.0 X 10~
1.0 X 10~

+Para experimentos con TRH, prolina y Gaba.
sPara experimentos con Gaba.
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* COMPOSICION DEL RINGER KREBS BICARBONATO SIN SODIO

NacCl
KH2P04
MgSO4
KHCO3
KCl
GLUCOSA
CaCl2

TrisHCl

125 mM
1.2 mM
1.3 mM

4.4 mM

10.0 mM
.75 mM
26.0 mM



* MEZCLAS DE CENTELLEO LIQUIDO

PARA MUESTRAS ACUOSAS

1 TRITON
TOLUENO
POPOP
PPO

11 NAFTALENO
PPO
POPOP
METANOL ABS.
ETILEN GLICOL
p-DIOXANO CBP

PARA MUESTRAS NO ACUOSAS

1 OMNIFLUOR
TOLUENO

* REACTIVO DE PAULY

333 ml

666 ml

150 mg
5.5 ¢g

60.0 g
4.0 g
0.2 g

100.0 ml

20.0 ml

1000.GC ml

4.0 g
1000.0 ml

Mezclar 10 ml de &4cido sulfanilico (1%) en
HCl 0.1 N con 10 ml de nitrito de sodio recien-

temente preparado,

asperjar y secar; después

asperjar con Na2003 al 10% (reaccibn con pépti-
dos que contienen histidina).
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* REACTIVO DE ISATINA

Asperijar con una solucifén de isatina al o0.2%
en n-butanol dejar en el horno durante 15 min

a 100°C. (para localizar prolina e hidroxiproli-
na ).
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