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INTROOOCCION 

En 1949 se sugirió la participaci6n del hipotálamo en la rel@_ 

laci6n de las funciones adenohipofisiarias (Green y Harris, 1949). -

Posterionnente se encontró que la adenohipófisis de los mamíferos es­

tá regulada por el hipotálamo a través de factores de liberación o ne!! 
- . . 

rohonnonas, secretadas por neuronas peptidérgicas (Reichlin, 1973; - -

Blackwell y Guillemin, 1973). A su vez, las neuronas peptidérgicas del 

hipotálamo están reguladas por neurotransmiso~es de tal manera que flJ!!. 

cionan cano traductores del sistema nervioso al end6crino (Wurtman, -

1971). 

Hasta la fecha se han aislado cinco de estos factores: 

- Honnona liberadora de la tirotropina, TRH (Schally et al 1966), 

- Honnona liberadora de la honnona luteinizante y folículo esti-

nrulante, LHRH (Matsuo et al, 1971). 

- Honnona inhibidora.de la liberación de la honnona d~ crecim,ie!!_ 

to, SRIF (Brazeau et al, 1973), 

- Honnona liberadora de corticotropina, CRF (Vale et al, 1981). 

- Honnona liberadora de la honnona del crecimiento, GRF (Bolhen 

et al, 1983). 

Además de C\.11\Plir su funci6n honnonal, se han detectado en otl'as· 

¡• 

i 



2.-

áreas del cerebro donde probablemente tengan actividades neurornodula­

doras .(Jackson, 1978; Barber y Srnith, 1980) e incluso, corno en el ca­

so de TRH y SRIF, fuera del sistema nervioso central (SNC) (Arimura -

et al, 1975; Jackson y Reichlin, 1977; Morley et al, 1977; Patel y - -

Reichlin, 1978). Por su localización y la presencia de receptores, asi 

como por sus efectos en el SNC, se ha postulado que estos neurópépti­

dos pueden funcionar, ellos mismos, corno neurotransmisores (?-lartin et 

al, 1975). 



CARACTERISTICAS DEL TRH 

El TRH es lll1 tripéptido que se caracteriza, al igual que otros 

neuropéptidos, por tener bloqueados sus dos extremos, el aminoterminal 

debido a la ciclizaci9n del glutámico para dar piroglutámico, y en el 

carboxilo terminal, debido a la 'presencia de.lllla amida (Figura lA) (B~ 

ler et al·, 1969; Na ir et al, 1970). 

Se ha observado que el TRH produce la secreción de tirotropina 

(TSH) en todas (TSH) en todas las especies de mamrferos ensayados has­

ta la fecha, independientemente de la edad, se.xo o vía de admÍnistra-­

ci6n (Guillemin et al, 1963; Burgus et al, 1970; Bowers et al, 1971). 

En ciertas condiciones fisiológicas es capaz de causar la liberación -

de prolactina (Tashji~ et al, 1971; Grosvenor y Mena, 1980) y de hor­

mona de crecimiento (Kato et al, 1975). Hasta el momento se acepta que 

el sitio de regulación de las hormonas tiroideas es a nivel de adenohi 

p6fisis (Blackwell y Guillemin, 1973; Bowers et al, 1978) aunque ambas 

hormonas son capaces de penetrar en el SNC (Taurog et al, 1956). 

En el cerebro de rata se encuentran aproximadamente 20 pg/mg -

de tejido de TRH, en el parea extrahipotal~ica (tallo cerebral, cere­

belo, dienc6falo, lóbulo olfatorio· y corteza cerebral) y aproXimadame!!_· 

te 3,800 pg/mg de tejido en el com¡:>lejo hipot~lamo-hipofisiario, dentro 

del cual el 95\ del TRH se se encuentra en la eminencia media (Winokur 
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FIGURA 1. A. - Estructura del TRH 

B.- Estructura de la His-Pro Dicetopiperacina 
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y Utiger, 1974; Kubek et al, 1977; Jackson y Reichlin, 1979). Pero, 

el TRH también se encuentra ampliamente distribuido, ya que se ha­

lla. en tracto digestivo, islotes de p!lncreas, tracto reproductor y 

placenta (aproximadamente 75%). Es importante notar que estos repo!. 

tes están hechos en base a radioinmunoensayos y que por lo tanto es 

más correcto hablar de sustancias semejantes al TRH frente al anti­

cuerpo usado para el ensayo. Por medio de criterios cromatográficos 

más rigurosos se ha podido concluir que en algunos casos la sustan­

cia .con inmunoreactividad semejante. el TRH no era p-Glu-His-ProNH2 
(Youngblood et al, 1978) aunque en otros, se ha verificado que se -

trata de TRH (Spinder y \Vurtman, 1980). 

El TRH no parece ser sintetizado en el área en que se encue!!_ 

tra en mayor concentración, terminales nerviosas de eminencia media, 

(Brownstein et al, 1975). Ultimamente se ha observado que la mayoría 

del TRI-! presente en esta zona es producido por neuronas del núcleo -

paraventricular (Brownstein et al, 1982). 

A nivel subcelular el TRH se encuentra en terminaciones ner-. 

viosas (Hockfelt et al, 1975) en pequeñas vesículas resistentes a CO!!, 

diciones hipoosmóticas (Barnea et al, 1976 y 1978). Posterionnente' se 

ha demostrado que en algunos casos el Tl1H coexiste en una misma 'neu­

rona con otros posibles neur?transmisores, como sustancia P y s.eroton! 

na (Johanson et al, 1981). 
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En principio se postuló la existencia de un mecanismo enzin!_ 

tico de biosíntesis, semejante al que opera para el glutati6n y al&!!. 

nos antibióticos (Mitnick y Reichlin, 1971 y 1972) pero, posterior­

mente se demostró la necesidad de purificar a un grado mayor el TRH 

y de hacer otras pruebas µara corroborar la identidad del péptido -

(}le Kelvy, 1974). Siguiendo esta metodología se llegó a la conclusión 

de que la biosíntesis del TRH se ve afectada por la presencia de inh.!, 

bidores ribosanales (Me Kelvy et al, 1980) aunque hasta la fecha no 

se ha posido caracterizar la molécula precursora. 

El TRH es liberado por depolarización depend~ente de Ca+2 en • 

sistemas in~ asl como por neut6transmisores (Warburg et al, 1977; 

Joseph-Bravo et al, 1979a). 

Se ha detectado unión especifica del TRH a receptores de célu· 

las nonnales o tumorales de adenohipófisis (Grant et al, 1972; Hinkle 

et al, 1973), A pesar de que se sugirió que el AMP cíclico mediaría la 

acci6n del TRH en la liberación de TSI-! y prolactina (Prl) (Naor et al, 

1980) posterionnente se encontró que se realizaba por un mecanismo in­

dependiente (Gershengom et al, 1980) probablemente asociado al,,~ta~ 

lismo de fosfolípidos (Sutton y Martín, 1982). Algunas de las carilcte­

rtsticas del receptor de TRH como: dependencia de temperatura y la CO!!, 

v~rsi6n de las fonnas de alta y baja afinidad lo asemejan al receptor 

citosólico para el estradiol (Hinkle y Hinsella, 1982). Por otro lado 

>";".) 
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se ha observado que el TRH es capaz de regular el número de sus receE_ 

tares en adenohip6fisis (Hinkle y Tashjian, 1975). 

Burt y Snyder (1975) demostraron la existencia de dos tipos de 

receptores para el TRH en cerebro: uno de alta afinidad (SO nM) que se 

asemeja al de adenohip6fisis y otro de baja afinidad (5 µ!-!).Posterior 

mente se caracteriz6 y aisl6 el rece!lt'or de al ta afinidad (Ogawa et al, 

1982) encontrándose que se halla concentrado a nivel SUQ~elular en me!!!_ 

·. branas sinápticas y a nivel regional en el núcleo accumbens (Burt.y -

Taylor, 1980). 

En el SNC el TRH. tiene nrultiples efectos: afecta la excitabili­

dad neuronal (Renaud et al, 1975), altera el efecto de fármacos que ac­

túan a este nivel, está involuerado en la regulación térmica (Prange et 

al, 1979) y modifica ia transmisión monoaminérgica (Rastogi et al, 1979). 

Debido a sus múltiples efectos a nivel de SNC y al hecho de en­

contrarse concentrado a nivel de tenninales nerviosas, se ha postulado 

como posible neurotransmisor. 

Sin embargo, es necesario aclarar que la relevancia del TRH a -

nivel del SNC no es demasiado clara ya que las dosis a las que se ha -

usado el TRH para ver los efectos a este nivel, son muy grandes (1111ChÓ 

mayores que las usadas para la estimulación de TSH y Prl). Por lo tan-
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to, esas respuest:.is pueden ser producto de efectos del TR!-1 en sitios 

donde normalnientc no se encuentra. De cualquier manera es posible que 

· esas al tas dosis se requieran para superar la gran degradaci6n que S!:!_ 

fre el TRH cuando se administra en fonna parenteral (Prange y Utiger, 

1981) • 

Existen muchos criterios para clasificar una sustancia como -

neurotransmisor, aunque éstos fueron establecidos en base al comporta-

. miento de la acetil colina y no son necesariamente etunplidos por otras 

moléculas que también son considerados neurotransmisores. En la tabla 

1, se restunen los criterios de Werman (1966) para establecer que una 

sustancia se comporta como neurotransmisor. Para el caso del TRH, has­

ta la fecha s6lo podemos asegurar que se cumple el 2do. y Sto. crite­

rio, o sea que el TRI! está presente en terminales nerviosas y es lib~ 

rado por mecanismos específicos. Ya sea que el TPH actúe a nivel de -

SNC como neurotransmisor o tenga una función parácrina, resulta nec~ 

saria la existencia de un mecanismo de inactivación. Para neurotrans­

misores se conocen dos mecanismos principales: recaptura y degradación, 

ya sea en forma aislada o conjunta, y, en algunos casos se stuna la di­

fusión. 

Para el ·m¡.¡ se ha estudiado la posibilidad de que la recaptura 

sea el mecanismo de inactivaci6n. Los primeros indican que el TRH no -. 

es captado por sinaptosomas de cerebro de rata (Parker et al, 1977), 
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Sin embargo, estudios posteriores realizados en rebanadas de cerebelo 

(Pacheco et al, 1981) y de hipotálamo (Charli et al 1983) indican que 

hay un proceso de captura, aunque éste procede a muy baja velocidad -

por lo que es difícil que explique por sí sólo la inactivación del pé.2, 

tido. 

En este trabajo se pretendió caracterizar la ubicación de las 

enzimas que degradan al TRH, para poder definir a posteriori si la - -

inactivación del péptido una vez liberado, procede vía degradación en-

zimática. 

t 
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CRITERIOS PRESINAPTICOS 

1.- EXISTENCIA DE UN MEC1\~ISMO DE IN/\CTIVACION. 

2. - PRESENCIA DE LA SUSTANCIA EN LA TERMINAL NERVIOSA. 

3. - PRESENCIA DEL PRECURSOR DEL NEUROTRANSMISOR. 

4.- SER SUSCEPTIBLE DE RECOLECCION LUEGO DE LIBERADO. 

5. - PRESENCIA DE UN MECANISMO DE LIBERACION. 

CRITERIOS POSTSINAPTICOS 

10.-

6. • ACCION IDENTICA: LA APLICACION DE LA SUSTANCIA DEBE TENER LOS Ml~fJS 

EFECTOS QUE LA ESTIMULACION NERVIOSA. 

7. - DEBE PRODUCIR CAMBIOS SEMEJJ\NTES A LOS QUE PRODUCE LA ESTIMULACION 

ELECTRICA. 

8, - IDENTIDAD FAA\1ACOLOGICA: LOS FARMACOS QUE BLOO,UEAN LA ACCION DE l.A 

SUSTA.~CIA, DEBEN B~UEAR LOS EFECTOS DE 

LA ESTIMULACION NERVIOSA. 

TABLA 1: CRITERIOS PARA LA IDENTIFICACION DE NEUROTRANs.IISORES 

(Wennan, 1966) • 

/ 
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ANTECEDENTES 

El TRH es susceptible de rápida degradación cuando se incuba -

con homogenados de cerebro o con suero (Bauer y Lipmann, 1976). 

La rápida degradación del péptido en suero se debe fundamental 

mente a la existencia de una piroglutamilaminopeptidasa específica pa­

ra el TRH (tiroliberinasa, PM 26,000) (Bauer, 1983), El alto grado de 

especificidad por el sustrato, junto con el hecho de que es regulada 

por hormonas tiroideas (Bauer, 1976), sus drásticos cambios con altera 

dones en el desarrollo (Neary et al, 1976) y s.u comportamiento ontog! 

nico (Jeffcoate el al, 1983) sostienen la hipótesis de que esta enzima. 

está controlando la concentración de TRH que llega a la adenohipófisis. 

Con respecto a la degradación del TRH en cerebro, hasta el mo­

mento se han caracterizado dos pas_os principales (Figura 2) : 

1.- -Por una enzima desamidasa soluble (Prasad y Peterkofsky, 1976) carac 

terizada actualmente como una enzima que corta a la derecha del car­

boxilo de la prolina (post-proline cleavage enzyme, PPCE) (E,C. 3,4, 

21.26) de 1'1 76,000, pH óptimo 7.4 a 8.3, pl 4.5 a 4.8, clasificada 

como serinproteinasa, que da lugar a TRH ácido (TRHOH) el que es ina.s_ 

tivo y estable a nivel de SNC (Rupnow et al, 1979; Hersh y Me Kelvy, 

1979; Tate, 1981). Esta enzima es capaz de degradar otros p6ptidos C.!:!, 
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mo ocitocina, angiotensina II, neurotensina, sustancia P, insulina 

B, bradiquinina, !J!RH, pero no se encontró actividad contra mioglQ_ 

bina o albí3mina bovina. Está ampliamente distribuida en tejidos -

animales, encontrándose en hígado, testículos, músculo esquelético, 

cerebro y pulmón , 

2.- Por una piroglutamilaminopeptidasa (PGA) soluble (E.C. 3,4,11.8) de 

PM 26,000, que da lugar a His-ProNH2. Este dipéptido ~uede subsecue!!_ 

temcnte, ciclizarse en fonna no enzimática para dar histidil-prolil~ 

dicetopiperacina (Hjs-Pt;o) (Prasad y Peterkofsky, 1976; Bauer, 1983) 

o ser degradada para dar histidil-prolina mediante una enzima que -

corta a la derecha del carboxilo de la prolina sólo en dipéptidos -

(post pro,line dipeptidylamino peptidase, PPDA), descrita en adenoh.!. 

pófisis y riñón (Bauer1 y Kleinkauf, 1980). También se puede formar , 

prolinamida por acción de una histidilproli~inidopeptidasa (Matsui 

et al, 1979). 

Esta PGJ\ requiere de DTT y EDTA para expresar su actividad, y es in 

hibida por agentes bloqueantes de los <le los grupos tioles. Es ca­

paz de actuar sobre otros neuropéptidos naturales: UiRH, neurotens!_ 

na, y gastrina, asr como sobre péptidos sintéticos tales como: p-

Glu-Ala, p-Glu-His o p-Glu B naftilamida. Usando este sustrato se ha 

demostrado que esta enzima está ampliamente distribuida en tejidos 

animales (Szewzuk y Kwiatowska, 1970). 
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Una de las características importantes en la degradaci6n del 

TRH por esta última enzima es la fonnaci6n de His-Pro-dicetopiperacina, 

un metabolito vinculado a munerosas acciones biol6gicas a nivel end6cr,i 

no y de sistema nervioso central (Peterkofsky et al, 1982) (Figura lB). 

En, algtmos casos la His-Pro dicetopiperacina es antagonista del TRH -

(tennogénesis) (Pra!¡ad et al, 1977 y 1978), pero en otros es un fuerte 

agonista (reversi6n de la narcosis etílica) (Morí et al, 1982). Por - -

otro lado, la His-Pro dicctopiperac}na ejerce in vitro un efecto inhibi 

torio sobre la libcraci6n de la prolactina a partir de adenohip6sifis -

(Bauer et al, 1978; Enjalbert, 1979), en forma contraria al TRH (Grosv!. 

nor y Mena, 1980). 

Se sabe que el soi de la actividad degradativa contra TRH en e!_ 

rebro es soluble (Prasad y Peterkofsky, 1976; Joseph-Bravo et al, 1979b; 

Bus by et al, 1982). Tanto la PPCE como la Pr.A han sido purificadas del. 

sobrenadante (Prasad y Peterkofsky, 1976; Hersh y Me Kelvy, 1979; Rupnow 

et al, 1979); Bauer y Kleinkauf, 1980). La PGA purificada de fracción S2_ 

luble es muy sensible a oxidación necesitándose trabajar con protectores 

de los grupos tioles para mantenerla activa (Bauer y Nowak, 1979; Busby 

et al, 1982). Este hecho la diferencia notoriamente de la enzima análo­

ga de suero ya que esta última es inhibida por EIJl'A y IYJ'f. Sin embargo, 

algunos autores sostienen que la Pr.A cerebral se encuentra sólo.en la -­

fracci6n membrana! (Hayes et al, 1979; Griffiths et al, 1980; Greaney 

et al, 1980. Es importante recalcar que Griffiths'no hace ning(in tipo de 
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control de contaminantes solubles y, no encuentra la actividad de PGA -

soluble descrita por Bauer (Bauer y Nowak, 1979). No obstante esto po­

dría ser explicado pQr el hecho de que durante la homogenizaci6n de t!:_ 

jido nervioso se forman numerosas vesículas que pueden atrapar compone!!_ 

tes solubles quedando de esta manera protegidos de la oxidaci6n y que -

se expresarían en la fracci6n particulada. En el caso de Greaney, donde 

sí se realizan los controles adecuados de contaminación por diferentes 

fracciones, se encuentra una PGA membrana! aunque no se observa la act.!_ 

vidad de PGA soluble, pero este autor, al igual que Griffiths, trabaja 

sin DIT ni EDTA. 

En general se ha visto que las enzimas degradativas, cuando es­

tan en forma soluble, participan en la degradaci6n del neurotransmisor 

s61o en forma subsecuente a un proceso de recaptura. En cambio, cuando 

en el espacio sináptico se encuentran enzimas membranalcs, éstas son -

las responsables de la inactivaci6n como t:inica forma o conjuntamente -

con otros mecanismos de inactivaci6n. 

Es de hacer notar que existen metaloproteasas a nivel membrana! 

de terminales nerviosas vinculadas a mecanismos de neurotransmisi6n, e~ 

yas últimas funciones' se desconocen (De Martina y Criall, 1982; Baxter 

et al, 1983). Por otro lado, se ha reportado la existencia de metalOP1'2. 

teasas especificas, ubicadas en ia fracción membrana!, para otros candi 

datos a neurotransmisores: encefalinas (Schwartz et al, 1981), UmH (El­

kabes et al, 1981), Sustancia P (Lee et al, 1981), y neurotensina (Me De!, 

mott et al, 1983). 
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ENZIMAS CEREBRALES 

ENZIMAS SERICAS 

His + Pro 

FIGURA 2. Catabolismo del TRH seg1hl Bauer y Kleinkauf, 1981 

E1: piroglutamilaminopeptidasa, E2: enzima que corta despu~s del car­
x1lo de la prolina PPCE,E3: enzima que corta desp~s del carboxilo de 
la prolina en dipeptidos, PPDA, E4: imidodipeptidasa, Es: histidil·pr~ 
lin imino peptidasa, E6: iminopeptidasa, Ea: tiroliberinasa, Eh: desa· 
midasa, Ec: imidodipeptidasa. 
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OBJETIVO 

Dada la controversia mencionada en cuanto a la localización de 

las enzimas que degradan al TRH, en particular de la PGA, y debido al 

hecho de la potencial importancia de la ubicación membranal de enzimas 

capaces de degradar al TRH, se decidió estudiar la degradación del péJ2. 

tido especialmente a este nivel. 

Para caracterizar una enzima como membranal, resulta sumamente 

importante evitar la contaminación soluble o reducirla a un mínimo. E.:!_ 

ta puede ser controlada siguiendo el comportamiento de un marcador (De 

Duve, 1963). Trabajando de ésta manera se puede lograr.una ubicación -

más acertada de las enzimas que intervienen en la degradación y con e.:!_ 

tos datos podemos especular sobre la importancia fisiológica de la de­

gradación. · 

En este trabajo se pretendió: 

1.- Evaluar la existencia de enzimas capaces de degradar al TRH en me~ 
branas totales de cerebro. 

2. - Clasificar esta actividad en función del mecanismo de catálisis de 
sus centros activos (Barrett, 1980). 

3,- Comparar esta actividad con la de las enzimas conocidas capaces de 
degradar al TRH. 
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MATERIALES Y METOOOS 

MATERIALES 

Para estos experimentos se usaron ratas macho Wistar (200-300 

g) mantenidas en condiciones controladas de luz (10 horas al día) y -

alimentadas ad libitwn, 

El (L-prolina-2,3,4,S-3H) TRH (100 Ci/mmol) se compró ·en New 

England Nuclear Ca, Bastan Ma., el TRH y sus metabolitos, as! como los 

análogos y el Lli!Ui, en los laboratorios Península, San Carlos Ca. Los 

demás reactivos usados a lo largo del estudio fueron adquiridos a Sig­

ma Chemical Co. , St. Louis Mo. o a J. T, Baker, México, 

Se usaron dos tipos de placas de cromatografía en capa delgada: 

1) de al ta resolución (ll'hatman lfPKF) •para Ja rurificaci/5:1 !'.e (31-1-Pro) TRH. 

2) de Silica gel G (Merck 5724) para el análisis de los productos de d~ 
gradación. 

. También se hicieron cromatografías en papel de fosfato de celu­

losa (ll'hatman P 81). 

Todo el material de vidrio y plástico, usado para trabajar con 

· (3H-Pro) TRH fue previamen~e siliconizado (5% ·de Surfacil-Pierce en ac!!_ 

tona). 
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PURIFICACION DEL (3H-PRO) TRH 

Para los experimentos de degradaci6n es de stUna importancia Pª!. 

tir de un reactivo lo más puro posible ya que la existencia de un alto 

contenido de w1 metabol i to puede llegar a enmascarar su producci6n du­

rante la incubación, sobre todo si ésta se da en bajos niveles. Por -

otro lado, el TRI! es facilmente degradado por bacterias (Szewezuck y M!!_ 

lczyk, 1969) por lo que debe almacenarse en condiciones que prevengan -

la contaminación. De cualquier manera, previo a los ensayos de degr~da­

ción, se purificó al TRH de forma de acarrear la menor cantidad posible 

de metaboli tos. 

En principio, se purificó el (3H-Pro) TRH sigu.iendo un procedi-

miento normalizado previrunente, sin embargo, se pudo comprobar que sim­

plificando este método se obtenía (3H-Pro) THH en una pureza semejante 

y, con mejores rendimientos. Se probaron tres métodos. 

METOOO DE PURIFICACION 1 . -

El (3H-Pro) TRH se pasa por una cohunna de intercambio i6nico -

(SPC 25 Sephadex), se eluye, primero con agua y luego con HCl 1N, se S!:_ 

can las alícuotas y las correspondientes al (3H-Pro)TRH se·cromatogra­

fian en capa delgada de alta resolución en sistema de acetona, agua - -

(80:20) (Sistema I). Se aplica también una muestra de soluci6n patr~n -
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de TRH (Rf = 0.40) el que se revela con el reactivo de Pauli (Dawson 

et al, 1978). Se recorta la zona correspondiente del carril del reacti_ 

vo marcado, se extrae dos veces con metanol 90% y se evapora a sequedad. 

METOJ)J DE ANALISIS 

Se verifica la nureza d~l (3H-Pro) TRH así obtenido, mediante 

cromatografía en capa fina en placas de Sílica gel G en el sistema: el~ 

rofonno, rnetanol, hidróxido de amonio, 125,75,25 (Sistema II) (Rf • 0.67) • . 
Se detennina rendimiento y pureza por conteo de centelleo usando la solu-

ción de Bray (Bray, 1970). La eficiencia de conteo encontrada fue de 30% 

aproximadrunente. 

La pureza del (311-Pro) TRH obtenida siguiendo este método osciló 

entre 94 ,Y 96% y el rendimiento entre 60 y 70%. 

~IETOJ)J DE PURIFICACION 2.-

El (3H-Pro) TRH se pasa por lllla columna de intercambio iónico -

idem anterior, se eluye primero con agua y luego con NH40H 2N, Se proc~ 

de en fonna análoga a los métodos previos. 

La pureza obtenida siguiendo este nétodo fue de 90-93\ y el re!!_ 

dimiento de 45-66\. 
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/ 

METODO DE PURIFICACION 3,-

El (3H-Pro) TRH se aplica directamente sobre placa delgada de 

alta resoluci6n, que se corre en el Sistema II y se procede en fonna 

análoga a los casos anteriores. 

La pureza obtenida fue de 95% y el rendimiento oscil6 entre -

80-85%. 

La sustituci6n del i6n cloruro por el i6n oxhidrilo volátil -

(Bauer y Kleinkauf, 1980) se us6 para mejorar el proceso de secado y 

evitar así pérdidas durante ese proceso, sin embargo, el rendimiento 

no se vi6 seriamente afectado. Por otro lado, al haber suprimido el P!!. 

saje por la columna de intercambio i6nico, no se afect6 la pureza fi­

nal, pero sí mejoró sensiblemente el rendimiento y el tiempo de la pr~ 

paraéi6n, por lo que se decidi6 purificar el. (3H-Pro) TRH siguiendo -

este último método, 

FUENTES ENZIMATICAS 

OBTENCION DE ~SIBRANAS PLAS-lATICAS 

Los animales se decapitaron y se disecaron sus cerebros, los -

que fueron inmediatamente colocados en soluci6n.amortiguadora de Tris SO 
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mM pH 7.4 (Amortiguador I) o Tris 50 m~I pH 7,4 con IJIT 2 m"'I y EITI'A 1 

nt-1 (Amortiguador II) en frío a 4ºC. Se homogenizaron al 10% peso en -

voltímen en dichos mnortiguadores usando un homogenizador Potter-Elvehjem. 

El pistón del homogenizador ofrecía una senaraci6n de 0.15 11111 con ~as P!!. 

redes del tubo de vidrio (clearence). 

Los homogenados se centrifugaron a 1000 g durante 15 minutos, la 

pastilla asi obtenida se rehomogeniz6 en la mitad del volúmen original, 

y se volvi6 a centrifugar en las mismas condiciones. Los sobrenadan tes 

obtenidos en ambas centrifugaciones se juntaron. Esta fracci6n contiene 

los constituyentes celulares solubles más organelos y membranas, mientras 

que en la pastilla quedan principalmente núcleos. Al estar en condiciones 

hipoosmóticas se previene la formación de vesículas que pudieran quedar 

en la fracci6n soluble, y se r?mpen vesículas sensibles a cmnbios osm6t!_ 

cos. Por otro lado se obtienen .gran cantidad de hojas y fantasmas membr~ \ 

nales (Evans, 1980). 

Los sobrenadantes se centrifugaron a 100,000 g durante 60 minu~ 

tos, para precipitar la fracción membrana!. Los fragmentós largos sedi­

mentan primero, junto con la fracci6n mitocondrial crµda y luego los -

fragmentos más pequeños con la fracci6n mitocondrial posterior (}larch­

banks, 1975) y de Duve et al, 1955), -

Los sobrenadantes de esta centrifugaci6n constituyen la fracci6n 
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soluble· usada en los experimentos de degradaci6n. 

La pastilla, se rehomogeniz6 en el amortiguador correspondiente, 

se recentrifug6 a 100,000 g y por último se resuspendió en el amortigu.!!_ 

dor, constituyendo lo que se llamó fracción membranal. 

OBTENCION DE SUERO 

Se desangr6 a los animales, la sangre colectada se dej6 reposar -

durante 30 minutos a temperatura ambiente y posteriormente se centrifug6 

a 3,000 g durante 30 minutos. Luego de la aspiraci6n y recentrifugaci6n 

del suero, se agregó fluoruro d~ fenilmetilsulfonilo (PMSF) a una conce!! 

traci6n final de 1 m\f (Bauer y Nowak, 1979). · 

El suero así obtenido, se distribuyó en alícuotas y. se almacen6 a 

-BOºC. 

CONDICIONES DE LOS EXPERIMENTOS DE DEGRADACION 

Las fracciones membranal, soluble y sérica se incubaron a 37°C 

durante diferentes tiempos con (3H-Pro) TRH purificado (2. 105 dpn) en lDl 

voll'.inen final. de 25 µl. La concentración de proteinas fue: 1 a 2 mg/ml - . 

para el suero, 0.3 a 1.0 mg/ml para la fracci~~ soluble, y Z,S a S mg/ml 

para la fracci6n membrana!. Los tiempos de incubación elegidos fueron: • 
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15 minutos para el suero, 30 minutos para la fracción soluble, y 60 

minutos para la fracción membranal. Las reacciones fueron frenadas -

por el agregado de ácido acético al zoi (100 µl). 

La concentración de proteínas y los tiempos de incubación fu~ 

ron elegidos de tal manera de obtener una cantidad de rnetabolito sufi-

ciente como para no inducir un gran error en su detenninaci6n y por -­

otro lado, permanecer dentro de las condiciones de linearidad para la 

desaparición de TRH. 

Por otro lado, es de hacer notar que, en estas condiciones de 

incubación el sustrato no se encuentra en condiciones de saturación -

(la concentración final de (3H-Pro) TRH en los experimentos es de 120 

mN), sin embargo repitiendo estos experimentos con una mayor concentr!!_ 

ci6n de TRH frfo (l0·-4M) no se llega a observar la presencia de rnetab~ 

litas radioactivos. 

Para la incubación se ensayaron diferentes soluciones amorti-

guadoras: Amortiguador I, Amortiguador II, Tris SO rnM pH 7. 4 DTT 2 nM 

(Amortiguador III) y Tris SO rnM pH 7 .4 EOTA 1 rnM (Amortiguador IV). 

ANALISIS DE LOS PRODUCTOS DE DEGRADACION 

Las suspensiones con ácido acético se centrifugaron a 1,000 g -
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durante 30 minutos para separar proteínas y otras macromoléculas, lu~ 

go se extrajeron dos veces con éter saturado en agua para eliminar -

los lípidos, y por último, se llevaron a 90% vol/vol en metano l. En -

esta solución el TRH y sus metabolitos son solubles pero precipitan -

todavía algunas proteínas. Luego de separados los precipitados por ce!!_ 

trifugación, los sobrenadantes se evaporaron a sequedad y se resuspen­

dieron en 10 µl de agua. Se aplicaron en placas para cromatografía de 

SHica gel G y se corrieron en el Sistema II ascendente por 15 en, jll!!_ 

to con los patrones para el TRI-! y sus metabolitos. Después de secadas 

las placas, se revelaron los patrones con el reactivo de Pauli (Dawson 

et al, 1978), salvo para la prolina y la prolinamida que no se tifien -

con este reactivo. Para estos aminoácidos se usó la tinción con isati-

na (Dawson et al, 1978). Por otro lado, los carriles conteniendo los -

productos d~ incubación se recortaron en rectángulos de 2 cm de ancho 

por 1 cm de largo, incluyendose 1 an por debajo del origen. La sílica 

correspondiente a cada rectángulo se extrajo con 1 ml de metano! al -

90i y posteriormente'se agregó 5 ml de Bray para su conteo por cente­

lleo (Bray, 1970). 

Los valores de Rf para los estándares fueron: Pro: 0.24, His­

Pro: O .30, TRHOH: O. 54, TRI-!: O ,67, Pro NH2: O.SO, H}s-pr,o: O. 87. 

Por otro lado se hicieron varios controles sobre la naturaleza 

de las sustancias radioactivas que migran con esos Rf. 

En primer lugar, un metabolito posible del TRH, aunque, se~-
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varios autores de existencia efímera, es el His-pro NH2. En caso de 

existir migraría junto con el TRI!, en este sistema, y la forma de -

discernir su existencia es sustituir la cromatografía en capa delg! 

da por una cromatografía en papel de fosfato de celulosa ascendente 

por 15 cm en ácido acético 1 M (Sistema IV) (Bauer y Nowak, 1979) . 

En segundo lugar, se estudió la naturaleza de las sustancias 

que comigran con el Rf de Pro o His-pro y ProNH2 o His-pro, que ~or 

las características del procedimiento de análisis (recorte ery rectán­

gulo de 1 cm de alto) pueden quedar incluidas en el mismo frasco; Es­

tos picos se recromatografiaron en placas de Sílica gel G en un segll!l 

do sistema (Sistema III): isopropanol, agua, hidr6xido de amonio, 80: 

29:1, ascendente por 10 cm. Los valores de Rf en este sistema fueron: 

Pro: O. 20, ProNH2: O ,36, 1-1\s-pi;o: O ,58, His-pro: O ,66. 

CARACTERIZACION DE LAS ACTIVIDADES ENZIMATICAS 

ES'IUDIO DEL EFECTO DE DETERGENTES EN LA. FRACCION ~te.ffiRANAL 

Se estudió el efecto de algunos deterge~tes en concentraciones 

tales que generaran la solubilización de las membranas para expresar • 

asr la totalidad de la actividad enzimática contra TRH, 

l 

Se usaron cuatro sustancias: Tritón X-100 (detergente no i6nico), 
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Deoxicolato de sodio (sal biliar), CI-!APS (detergente combinado de los 

del tipo sulfobetaínico y biliar) y Saponinas (sapogenina más glicona). 

/ Las concentraciones usadas fueron las necesarias para producir el efeE_ 

to deseado sin provocar la desnaturalización de proteínas (Helenius et 

al, 1979; Hjemeland, 1980). 

La fracción membranal fue pre incubada 1 O minutos con los deter-

gentes a la concentración final indicada (Tabla 5), se inició la reac­

ción por agregado de (3H-Pro) TRH y se procedió como siempre. 

REDUCCION DE LA ASOCIACION DE PROTEINAS NO MEMBRANALES A MB-IBRANALES 

PLASMATICAS. 

Para la caracterización de la ubicación subcelular de las enzi-

mas capaces de degradar al TRI! (soluble o membrana!), resultó de gran -

importancia reducir el pegado de proteínas no membranales a membranas -

plasmáticas, que se produce durante la preparación de las mismas. Esto 

se logra mediante la incubación con altas concentraciones de electroli­

tos, de tal forma de reducir enlaces electrostáticos (Evans, 1980). 

Las membranas obtenidas segthl lo indicado, fueron rehomogeniZ!. 

das en el amortiguador correspondiente con NaCl a una concentración'fi 

nal de 1 M y, recentrifugadas. Posteriormente, las membranas así trat!I· 

das, fueron lavadas dos veces con amortiguador sin Nac¡, para quitar -
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los iones que pudieran haber quedado atrapados, evitando así la posi­

bilidad de que éstos afecten la actividad de las enzimas que degradan 

al TRI-!. 

CLASIFICACION DE LAS ACTIVIDADES ENZIMATICAS 

Para la clasificaci6n de las actividades enzunáticas se usaron 

diferentes inhibidores en varias concentraciones, teniendo en cuenta -

el rango usual. Los inhibidores y las concentraciones respectivas se -

especifican en la Tabla 7, 

La fuente enzimática se preincubó por 10 minutos con los inhi­

b.idores, posteriormente se inició la reacción añadiendo (3H-Pro) TRH -

y se procedió como de costumbre, 

ES11JDIO DE LA ESPECIFICIDAD DE LAS ACTIVIDADES DEGRADATIVAS CONTRA TRH 

Para una ulterior caracterización de estas actividades se estu-

dió el efecto de análogos del TRH en la degradación. En estos ensayos 

la reacci6n se empezó por agregado simultáneo del sustrato (3H-Pro) TRH 

y sus análogos, Los análogos usados y su concentración se indican en la 

tabla 8 y 9. La concentración se eligió en función de los valores.de I<r.t· 

reportádos ·comunmente para peptidasas (10-S M), pero hasta el momento 

se desconoce el ~ de la PGA de membrana. 
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Las mezclas de incubación se trataron como siempre. 

UBICACION REGIONAL DE LA PIROGLUTAMILAMINOPEPTIDASA DE ~!EMBRANA 

Dada la potencial importancia de esta enzima, se estudió su -

distribución regional. Se eligieron tres zonas a comparar: cerebro, -

hipotálamo y adenohipófisis. 

Las zonas disecadas se colocaron inmediatamente en el Amorti­

guador I en frío a 4°C y se procedió como de costumbre. 

DETERMINACION DE WS .MARCADORES DE LAS PREPARACIONES 

A lo largo de todas las preparaciones, la actividad de la enzi_ 

ma láctico deshidrogenasa (marcador citosólico) fue medida según el m! 

todo de Johnson et al, 1963. 

La determinación de proteínas se hizo siguiendo el método de -

Lowry et al, 1951, usando albúmina de suero bovino (fracción V de Sig­

ma) cano patrón. 
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RESULTADOS 

CARACTERIZACION DE LOS PRODUCTOS DE DEGRADACION DEL TRH EN MEMBRANAS 

TOTALES 

Se estudió la degradación del TRH en la fracción soluble y mem­

brana! de homogenados de cerebro de rata usando diferentes condiciones. 

Dada la controversia existente en cuanto a la ubicación de la -

piroglutamilaminopeptidasa .(PGA) cerebral, y teniendo en cuenta que los 

artículos en los que defienden que esta enzima es soluble trabajan con 

DTT y EDTA, mientras que· aquellos que sostienen que es membrana!, no -

usan estos agentes, se decidió estudiar la tlegradación del TRH a nivel 

membrana! en ambas condiciones. 

El TRHOH es el principal metabolito, en la fracción soluble - -

(Figura 3A), pero cuando esta fracción es incubada en presencia de D11' 

y EDTA aparece un pico de !lis-Pro dicetopiperacina (Hts-P:r;o) (Figura -

3C). Esto está de acuerdo con·lo reportado previamente (Bauer y Nowak, 

1979) calificando a la piroglutamilaminopeptidasa presente en esta fraE_ 

ción, como una enzima muy sensible a la oxidación de sus gI'U!JOS tioles. 

En la fracción membrana!, se detecta TRHOH, His-Pro dicetopipe­

racina e His-Pro (Figura 3B), usando solución amortiguadora de Tris sin 
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FIGURA ·3: Patrones de Degradación del (3H-Pro)TRH en Cerebro de 
Rata, observados por Cromatografía en Capa Fina 

usando el Sistema I. 

Las fracciones soluble y membrana! se incubaron a 37°C en diferentes 
condiciones: 

A. - fracción soluble en solución amortiguadora I (Tris SO mM pH 7 .4) 
durante 30 minutos. . 

B.- fracción membranal en solución amortiguadora I (Tris SO rrM pH 7.4) 
durante 60 minutos. 

C. - fracción soluble en solución amortiguadora II (Tris SO m\I UIT 'z 11#-1 
EITTA 1 rrM pi-! 7.4) durante 30 minutos. 

D.- fracción membrana! en ~olución amortiguadora 11 (Tris SO ni1·urr 2 rrM 
EITTA 1 llti! pi-! 7. 4) durante 60 minutos. 

El análisis de los productos de degradación se hizo según lo indicado 
en Materiales y Métodos. 
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DTT.ni EDTA (Amortiguador I). Pero, incubando en presencia de estos 

protectores, losniveles de His-Pro dicetopiperacina e His-Pro bajan 

notoriamente (Figura 30), 

Se prob6 que la identificaci6n de los metabolitos era correE_. 

ta, utilizando métodos alternativos. Dado que Pro e His-Pro migran -

nruy cercanos en este sistema (Sistema II), se verific6 la_naturaleza 

de la sustancia que migra con ese Rf, por recromatografiado en otra 

mezcla de solventes (ver Materiales y Métodos) encontrándose que se -

trataba esencialmente de His-Pro (Figura 4). 

De la misma manera se procedi6 con la sustancia que migra con 

el Rf de Pro NH2 o His-Pro dicetopiperacina. En este caso, se encontr6 

que la sustancia migra dando lugar a un pico ancho en ambos sistemas, 

con un Rf correspondiente al de la His-Pro diceto-piperacina (Figura 

5). Esto puede ser debido a la presencia de dos isómeros de la His-Pro 

dicetop~peracina que han sido descritos y separados en condiciones al­

calinas (Bauer y Kleinkauf, 1980) o a una contribución de Pro NH2 no -

discernible. 

Por otro lado, se estudió la posibilidad.de la existencia de· 

His-Pro.NH2 que, en el sistema usual, quedaría enmascarada dentro del 

pico correspondiente al TRI·!; Para ello, los metabolitos producto de · 

degradación del TRH, se estudiaron por cromatografía en papel de fosf!_ 
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FIGURA 4. Verificación de la Naturaleza de la· Sustancia que comigra 
con un Rf semejante al de Pro e His-Pro en fracción mem­
brana!. 

El pico de radioactividad con el Rf de Pro e His-Pro, en 
el Sistema II, fue extraído y recromatografiado en el Sis 
tema III (ver Materiales y Métodos).·=· · · • -
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FIGURA 6. Comprobación de la ausencia de His-ProNH2 como ~etabolito 
en la fracción membrana!. 

Los productos de tlegradaci6n del TRH se analizaron por 
cranatograffo en papel de fosfato de celulosa en el Sist~ 
ma IV (ver Materiales y Métodos). · · 
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to de celulosa (ver Materiales y ~té todos). No se encontró His-Pro NH2 
en niveles detectables (Figura 6). 

De esta fonna, podemos concluir, a partir de los datos obteni­

dos, que los mctabolitos del TRH producidos a nivel membrana! en cere­

bro de rata comigran con: His-Pro, TRHOH e His-Pro dicetopiperacina. 

CUANI'IFICACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA EN DIFERENTES CONDICIONES 

En la tabla 2 se encuentran los valores de actividad enzimáti­

ca capaces de producir metabolitos de TRJ-1 en las diferentes condicio­

nes. ;:;e midió también, la actividad de Láctico Deshidrogenasa para d~ 

terminar el nivel de contaminación soluble presente en la fracción me!!!. 

branal, Como se muestra en dicha tabla, el comportamiento de la activ!_ 

dad de la Láctico Deshidrogenasa (LDH) es muy semejante al de la acti­

vidad que genera TRHOH en ambos amortiguadores. También la actividad 

que genera His-Pro dicetopiperacina, medida en presencia de DTT y EDTA, 

muestra un comportamiento de enzima soluble. En todos estos casos se -

observa que en la fracción membrana!, la contaminación soluble es del 

orden de un mi de la actividad detectada en la fracción soluble (6 -

incluso menos). 

El comportamiento soluble de la enzima que genera dicetopiper!_ 

cina en presencia de DTT y EIYI'A fue también verificado por J. Miranda 
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FRACCION FRACCION FRACCION FRACCION 
SOLUBLE H MEMBRANAL # R* SOLUBLE ## MFJ-ffiRANAL # # 

LACTICO DEHIDROGE 130 .:!:. 15 (14) 15 + 2 (12) m 151 ~ 33 (14) 14 + 7 (14) 

NASA nroolas/min mg 

FORMACION DE HIS-PRO o (20) 17 + 2 (22) o (10) 3 + 1 (10) 

pnolas/min mg 
'\., 

FO!t\IACION TIUIOl I 118 + 11 (19) 6 + 1 (22) si 77 + 17 (10) 7 + 1 (10) 

pnolas/min mg 

FORMACION DE HIS-PRO o (20) 10 + 2 (20) 62 + 14 ( 9 ) 2 + 1 (12) 

TablatActividad degradativa contra TRH en fracciones de cerebro de rata. 

Las fracciones soluble y membrana! fueron obtenidas e incubadas en la solución amortiguadora I 
(Tris SQ nf.I pH 7 .4) H ó en la solución amortiguadora II (Tris 50 mM DTI 2 rrM EDTA 1 rrM pH 7 .4)11#, 
con 2do-5dllll de (3H-Pro)TRH. Los productos de degradación se analizaron por cromatograHa en 
capa fina como se fodica en Materiales y Métodos. Los resu'ltados expresan· la actividad especifica 
cano la media .:!:. l:i desviación es tlindar. El ntimero de determinaciones se indica entre paréntesis, 

* Res la relación de actividades específicas membrana! sobre soluble. 

1 

R* 

9% 

9% 

3% 

'"4 
' ..... . . ' 

1 

./ 
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trabajando con tm sustrato sintético: p-Glu e naftilamida (Garat et al, 

1984). 

El efecto inhibitorio de la ausencia de DTI y EDTA en la prep.!!_ 

raci6n enzimática sobre la actividad de la PGA soluble es revertido -

completamente si se agregan estos agentes en el momento de la incubaci6n 

(Tabla 3). 

Se estudi6 el efecto de adicionar en forma independiente DTI o 

EDTA (Tabla 4). Se encontr6 que en las concentraciones usadas no afectan 

la actividad que genera Tlu-tOH. Pero, se requieren ambos factores, para 

que se exprese.la máxima actividad de PGA soluble. Sin embargo, ambos -

y también en fonna independiente, inhiben cosiderablemente la actividad 

de la· PGA que se manifiesta en la fracci6n membranal. Además estos facto 

res afectan la producción de His-Pro pero ésto será discutido más adelan 

te. 

, 
Con estos datos se concluyó que la enzima que genera TRHOH es una 

enzima soluble y que la PGA con grupos tioles sensibles, tf!lllbién es sol!:!_ 

ble. En cambio, como se muestra en la figura 3 y en la tabla 2, en ause!!_ 

cia de DTI y EDTA se observa una actividad que genera dicetopieracina en 

la fracci6n membrana!, mientras· que, en la soluble, no se encuentran ni­

veles detectables. Este aumento de actividad no se correlaciona con un -

aumento de actividad de las otras enzimas (LrH y la que fonna TRJIJi), de 



FOHMACION DE TIUIOH* FORMACION DE 1115-PRO* FORMACION DE HIS-PRO* 

F. SOLUBLE F. MB-IBRANAL F. SOLUBLE F. ffilllRANAL F. SOLUBLE 

CONDICION 1 • 114,0 6.6 o 19.8 o 

CONDICION 2. 103.2 9.6 o 28.8 68.4 

CONDICION 3, 96.0 S.7 o 17 .1 48,0 

Tabla 3. Efecto activador ·de los protectores lYIT y E!JfA sobre la actividad de PGA soluble 

Las fracciones soluble y membranal fueron obtenidas e incubadas seg(in lo indicado en Materinles y 
Métodos en cada una de las tres condiciones: 

CONDICION 1, Obtención e incubación en la solución amortiguadora 1 (Tris SO m'I pH 7. 4) 

CONDICION 2. Obtención en e 1 amortiguador I (Tris SO mM pH 7. 4) e incubación en e 1 amortiguador 11 
(Tris SO mM lJfT 2 m'I E!JfA 1 m'I pH 7. 4) • . 

CONDICION 3. Obtención e incubación en la solución amortiguadora II (Tris SO nN lJfT 2 nf.I E!JfA 
1 mM pH 7.4) 

" Actividad especifica expresada en picomolas/min mg. 

Se indica el promedio de dos determinaciones, los datos presentan un error de 10% aproximadamente. 

F, MEMBRANAL 

6.0 

3;6' 

4.2 

~' 
1 



FOR\IACION DE THJJO!l* FORMACION DE JIIS-PRO* . FORMACION DE HIS-PRO" 
F. SOLUBLE F. ~!EMBRANAL F. SOLUBLE F. MFMBRANAL F. SOLtmLE F. MS!BRMW. 

COODICION 1. 117:: 15 7 + 2. o 21 :: 2 o 10 + 2 ¡-

CONDICION 2. 101 + 30 5 + 1 o 1 !. 1 21 + 10 f :: 1 -
CONDICION 3. 122 + 13 5 + 1 o 7 + 2 13 + 9 + 1 

CONDICION 4. 125 + 17 5 + 2 o + 1 66 + 15 1 + 1 

Tabla 4. Efecto de la presencia de DTT y EDTA en las soluciones amortiguadoras de incubaci6n 

Las fracciones soluble y membrana! fueron obtenidas e incubadas según lo indicado en Materiales Y 
~~todos en cada una de las cuatro condiciones: 

CONDICION 1. Obtencidn e incubación en el amortiguador l (Tris 50 mM pH 7.4) 

CONDICION 2. Obtendón e incubación en el amortiguador IV (Tris 50 mM EITTA 1 ni-! pH 7 .4) 

. CONDICION 3. Obtención e incubación en el amortiguador III (Tris 50 m'l rrrr 2 nM !Jll 7 .4) 

CONDICION 4. Obtención e incuhnción en el amortiguador II (Tris 50 m'l EUI'A 1 rrM m1· 2 m\I pH 7 .4) 

* Actividad especifica expresada en pmolas/min mg. 

Se indica la media y desviación est1indar de 4 determinaciones 

... 
Q. .. 
1 
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tal fonna que no puede ser atrib~ido a la ruptura de algún tipo de v~ 

sículas osmoticamentc resistentes. La actividad encontrada en membra­

nas, tampoco puede ser considerada contaminaci6n soluble debido a la 

diferencia de comportamientos entre la actividad de PGA soluble y membr!!_ 

nal. 

Por lo tanto, parece existir otra enzima PGA, con un comporta­

miento membranal, carente de grupos tioles sensibles a oxidaci6n e inhi­

bida por DTr y EDTA. 

ESTIJDIO DEL EFECTO DE DETERGENTES.EN LA FRACCION MEMBRANAL 

' 
Los experimentos anteriores indican la existencia de una PGA mem 

branal diferente a la PGA soluble. Sin embargo, esta actividad de PGA -

membranal es muy pequeña comparada con las otras actividades degradativas 

contra el TRH. Esto puede ser debido a que la PGA membrana! se encontrara 

en vesículas osmoticamente resistentes, y en nuestras condiciones, no se 

estaría expresando toda su actividad enzimática. Por ésto, se decidi6 e~ 

tudiar el efecto de algunos detergentes en condiciones tales que produj~ 

ran la solubiliiación de las membranas. Se usaron varios deterg~ntes ya 

que no ,existe ninguno que pueda ser designado como el más efectivo, de -

hecho, ·e1 detergente 6otimo para una protefna membranal debe ser encontra 

do empíricamente. 

l. 
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FORMACION DE HIS-PRO FORMACION DE HIS-PRO 
pmolas/min mg pmolas/mín mg 

CONTROL 20.0 + 1.6 (4) 3.2 + 0.8 (4) 

TRlTON O. Ji l6.8 :!:. o.s (4) 3.2 + 0.8 (4) 

IlOC o.n 4.0 + 0.8 (4) Z.4 + 0.8 (4) 

CHAPS lOnM 14.4 + 1.6 (4) 3.2 .!.. 0.8 (4) 

Saponinas O. 1 i 17.6 + 3.2 (4) 4.0 + O.B (4). 

Tabla S. Efecto de detergentes en la actividad degradativa 
a nivel membrana! 

Las muestras se preincubaron durante 10 minutos con cada detergente 
(en la tabla se indica la concentraci6n final respectiva) luego se 
agreg6 el (3H-Pro)TRH, y se procedió segtín lo indicado en Materia.les 
y M6todos. Los datos expresan la media+ la desviación estándar. 
El número de determinaciones se indica entre naréntesis. 
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Como se muestra en la tabla 5, en ninguno de los casos ensay~ 

dos, se obtuvo un aumento significativo en la actividad degradativa. 

Es más, cuando se usa deoxicolato de Na (OOC) hay una disminución en 

la actividad que fonna His-Pro dicetopiperacina, y ésta es más signif!. 

cativa para la actividad que genera His-Pro. Es importante notar que -
+2 +2 el DOC es capaz de ~irse a iones divalentes como Ca y Mg y de es-

ta forma puede tener un papel semejante al del EDTA. Estos resultados 

son, en ese sentido, concordantes con los obtenidos en las tablas 2 y 

4. 

REDUCCION DE LA ASOCIACION DE PROTEINAS NO MEMBRANALES A Ml~IBRANAS 

Pl.J\SMATICAS 

Las características encontradas hasta el momento hacen a la PGA de me!!!_ 

branas muy semejante a la enzima de suero encontrada por Bauer (Bauer 

y Nowak, 1979) y capaz de cortar al TRH en forma muy específica a nivel 

del residuo piroglutamilo. 

·Por otro lado, se ha reconocido que la actividad enzimática de 

suero y la asociada a vasos sangufneós, se encuentra en muchos casos -

. contaminando las preparaciones cerebrales (Shaw y Cook, 1978). Por lo 

tanto, resultó necesario estudiar si la actividad de PGA de .la· fracción 

membrana! se encontraba en.fonna constitutiva o asociada. 
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FRACCION ~U'.MBRANAL FMCCION Me-IBRANAL % DESAPARICION 
CONTROL LAVAOO DE ACl'IVIDAD 

i 
• 1 

LACl'ICO DESHIDROGENASA 13,0 i. 3.0 (4) 7 ·º .:. 3,0 ( 4) 46 . 

(nmolas/min mg) 

FORMACION DE HIS-PRO 13.5 .'!:_ 4,5 (4) 20,7 + 9.0 (4) 

(pmolas/min mg) · 

FORMACION DE TRHOll 4. 2 .:. 0.6 ( 4) 1 :s + 0.6 (4) 57 

(pmolas/min mg) 

FORMACION DE. HIH_RO 4,5+2.7 (4) 7.2!_4.5 (4) 

(pmolas/min mg) 

Tabla 6. Efecto del lavado de la fracci6n membrana! con NaCl 1 N. 

La fracci6n mcmbrananl se dividi6 en dos alícuotas: una se rehomogenizó en el runortiguador 1 conteniendo 
NaCl (conccntraci6n final lN) según se indica en Materiales y Ml!todos, la otra se trató como de costum­
bre. Los resultados se expresan como actividad específica media + desviaci6n estlindar, el n6nero de deter 
niinaci.ones se indica entre paréntesis. · - . -
Se ·hizo la prueba t para diferencia de medias y se encontró que las diferencias de medias entre control 
y lavado para la formaci6n de His-Pro y de His-Pro, no es significativa, mientras que si lo es para la· 
lá~tico deshidrogenasa y para la fonnaci6n de TRHOH con P ~O.OS. 

.. ';-, 
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Se observó que esta actividad no se encuentra unida a membranas 

mediante enlaces electrostáticos ya que es resistente a los lavados con 

NaCl, de la misma fol111a que la actividad que genera His-Pro (Tabla 6). 

La actividad del marcador citoplasmático: LDH, así como la actividad -

que genera TRflOI-1, reconocida como enzima soluble, después del tratamie!}_ 

to, son reducidas en un 50% aproximadamente, mostrando un comportamien-
1 

to completrunente diferente al de las dos enzimas anteriores. 

Estos resultados sugieren que la actividad de PGA membrana!, no 

proviene de contaminación sérica. 

CLASIFICACION DE LA ACTIVIDAD DE PIROGLlITAMILA.~INOPEPTIDASA ME-1BRANAL 

Se trató de estudiar algunas caracteristicas de la PGA membranal 

y compararla con las actividades enzimáticas semejantes de la fracción -

soluble y s6rica, 

i. Se preparó suero y se estudió el patrón de degradación del TRH 

(Figura·7), Se encontró que en las condiciones del ensayo, el metabolito 

más importante comigra con la !·lis-Pro dicetopiperacina y que existe un -

pico menor de prolina. Estos datos están de acuerdo con lo reportado pr~ 

viamcnte (Bauer y Nowak, 1979). El hecho de haber encontrado prolina si¡ 

nifica que no hemos inhibido completrunente la actividad de imidopeptida­

sa presente en suero. De cualquier manera, esta formación de prolina pr~ 
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FIGURA 7. Patrón de Degradación del TRH al ser incubado con Suero. 

El (
3
1i'-Pro)TRH se incubó con la fracción sérica durante 

15 minutos en la solución runortiguadora I, según se ind.!_ 
ca en Materiales y Métodos. . · · 
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FRACCION SOLUBLE FRJ\CCION MEMBMNJ\L FMCCION SERICA 
FORl-1. TRI IOll FORM. llIS-PRO FORl-1. IHS-PRO FOl~1. MIS-PRO FORM. PRO FORM. BIS-PRO 

CONTROL 100 + 5 100 + 5 100 + 20 100 + 5 100 + 18 100 + 22 
EIJl'A O. 5 nM n.m. n.m. 100 + 6 75 + 7 54 + 18 94 + 30 
EGTA 0.5 nf.f n.m. n.m. 80 + 8 67 + 7 61 + s 148 + 15 
1-10 F. 0,5 mM n.m. n.m. 64 + s 33 + 7 o 6 + 6 

IJl1' s.o m\f 98 + 10 118 + s 38 + 4 33 + 7 56 + 10 93 .:!:. 18 
l1IT o. S ni\! n.m. n.m. 84 + 28 50 + 20 !02 + 2 98 .:!:. 12' 
IA S.O nM 30 + 20 o 76 + 2 100 + 25 118 + 4 126 + 40 

JA O.S nM 270 + 20 o 40 + 10 73 + 20 102 + 20 143 + 30 

fflSF 2.5 nM 43 + 2 128 + 44 110 + 10 150 + 25 190 + 10 146 + 24 
™5F 0.5 m'f 100 + 15 124 + 15 135 + 10 112 + 12 n.m. n.m. 
Bac. 10.0 nM 20 + 5 40 + 10 o 140 + 12 o 82 + 29 

Bac. 2.5 m'I 30 + 5 126 + 10 o 300 + 12 n.m. n.m .. 
Bac~ o.s nM 37 + 5 147 + 10 o 325 + 25 o 365 + 90 

. I.T. 10,000 U/ml 21 + 6 150 + 5 100 + 5 100 + 7 175 + 10 131 + 10 

I.T. 1,000 U/ml 95,:. 5 110 .:!:. 15 108 + 5 92 + 7 167 + 5 141 + 22 

Tabla 7. Efecto de diferentes inhibidores sobre las actividades enzimática.s con,tra TRH de cerebro y 
de suero 

Las preparaciones enzimáticas se preincubaron durante 10 minutos con cada inhibidor (en la tabla se indica la caneen 
traci<ln final respectiva) luego, se agregó el (3tt-Pro)THll. La fracción soluble se incubó en el amortiguador II (Tris 
SO nt>t OOT 2 di EIJfA 1 m'l.pfl 7, 4) durante 30 minutos, la membrana! en el amortiguador I (Tris SO nM pH 7. 4) durante -
60 minutos y la sérica en el amortiguador I (Tris SO mM pH 7.4) durante 15 minutos. Se procedi6 segtín lo indicado en 
Materiales y ~16todos. Se hicieron 4 determinaciones en cada caso, Los datos indican la media + la desviaci6n estllndar. 
Los resultados se expresan como porcentajes de la actividad específica del control. n.m. =no medido. 

""'. ,"-J 

1 
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viene de una subsecuente degradación de His-Pro 1''1-12 por lo que la as:_ 

tividad total de PGA debe ser considerada como la suma de la forma-

ción de ambos metabolitos. 

La clasificación de las proteinasas se hace en función del m!:_ 

canismo catalítico de sus centros activos, y esto se estudia mediante 

el uso de inhibidorcs (Barrett, 1975). 

En la tabla 7 se indican los inhibidores usados así como su -

concentración. 

Los cuatro primeros inhibidores señalados: EDTA, EGTA, 1-10 -

fenantrolina 1-10 F y DTI son agentes quelantes de metales, indicados 

para la caracterización µe metaloproteasas (E.C, 3.4.24). Corno se ind.!:_ 

ca en dicha tabla, estos cuatro factores producen una inhibición en la 

actividad de PGA membranal que oscila entre un 25 y un 65i, y que, co­

rrelaciona con tma inhibición de la act~vidad que genera His-Pro (en­

tre un 15 y un 60% de inhibición). A nivel soluble no fue medido el -

efecto de estas sustancias, pero para el análisis remitirnos a las ta­

blas 2 y 4, en donde queda claro que el efecto es opuesto, para el ca-

so.de la PGA, produciéndose una activaciqn enzimática. Para el caso de 
" 1 ' ... 'f. 

la .enzima que genera TRHOII, hemos visto que estos agentes no afectan -

la actividad enzimática a nivel soluble y, como se mencionó 0 hemos.co!!. 

cluido que la actividad encontrada a nivel membrana! es simplemente • 

contaminación soluble. Por otro lado, resulta que a nivel sérico, los 
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quelantes usados en las concentraciones indicadas, no afectan signifi_ 

cativamente la fo1inaci6n de dicetopiperacina, a excepci6n de la 1-10 F, 

con la que se encuentra una inhibici6n completa. Por otra parte, estos 

factores afectan la producción de prolina (inhibición de soi aproxima­

damente) de donde deducimos indirectamente que están afectando a la -

PGA. La PGA sérica ha sido clasificada como iretaloproteasa (Bauer, 1983). 

Con estos datos resulta que la PGA de membranas, al igual que la sérica, 

se comporta como una metalproteinasa. 

La iodoacetamida (IA) es un agente alquHante que actúa a nivel 

de los,grupos sulfhidrilos y se usa para caracterizar las tiolproteina-

sas (E.e. 3.4 .. 22). Ha sido usada para inhibir la PGA soluble, sobre la 

que produce una inhibición completa (Tabla 7) (Bauer y Kleinkauf, 1980). 

A la concentración de O. 5 mM se observa una correlativa activación de la 

enzima que genera TRl!OH (PPCE). Esto puede ser explicado debido al aume!!_ 

to en la disponibilidad de sustrato por la enzima (Bauer y Kleinkauf, -

1981). Sin embargo, a una concentración mayor, produce una inhibición de 

esta enzima (PPCE), lo cual puede ser explicado en función de que recie.!!. 

temente se ha reconocido que se encuentran grupos sulfhidrilos vincula­

dos al sitio activo de la enzima, a ~esar de que ésta haya sido clasifi­

cada como una serinproteinasa (Bauer, 1983). Por otra parte, la IA no P!. 

rece ejcrcér un efecto significativo sobre las actividades de PGA membr!!_ 

nal y sérica. 
., 
.. ~ 
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El fluoruro de fcnilmetilsulfonHo (PMSF) reacciona con los -

grupos oxhidrilos, usándose, por lo tanto, para clasificar las serin­

proteinasas (E.C. 3.4.21). Esta molécula a concentración de 2.5 mM -

tiene un efecto inhibitorio sobre la PPCE, la que ya ha sido clasifj._ 

·cada como serinproteinnsa (Koida y Walter, 1976), aunque, en fonna -

concordante con lo reportado previamente es incapaz de actuar inhi­

biendo a esta enzima. Se observa además, que no inhibe las demás acti 

vidades enzimáticas. 

También se observó que la bacitracina es capaz de inhibir la 

actividad de la PPCE, como ha sido reportado previamente (Me Kelvy, -

1976). El aumento de actividad de PGA, puede ser explicado de la rnisrn::t 

fonna que para el caso de la IA, por la existencia relativa de mayor -

concentración de sustrato. Sin embargo, es de hacer notar que la acti­

vidad que genera His-pro en la fracción membranal, así como la que ge­

nera Pro en la sérica, se encuentran completamente inhibidas, al mismo 

tiempo que la cantidad de dicetopiperacina se halla notoriamente incr~ 

mentada en ambos casos. 

Se ensayó también el efecto del inhibidor de la tripsina de -

páncreas bovino, no encontrándose efecto inhibitorio para, ninguna de -

las actividades degradativas contra TRH. 

A partir de esta tabla (Tabla 7) se deduce que la PGA de ~-
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brana se comporta como una metalproteinasa similar a la sérica. La 

magnitud de las inhibiciones de los quelantes de metales es diferente 

para cada enzima. Esta variaci6n puede ser atribuida a la existencia 

de dos enzimas distintas o a la existencia de una enzima única locali 

zada en dos lugares, ya que las diferentes características, componen-

tes y concentraci6n de la fracci6n membranal y sérica pueden promover 

una protecci6n diferencial a las enzimas. 

ESTUDIO DE LA ESPECIFICIDAD DE IJ\ ACTIVIDAD DE PIROGLtJl'AMILAMINOPEPTIDASA 

Con'objeto de estudiar la especificidad de la PGA membrana!, se 

investig6 el efecto de análogos de TRH. (Tabla 8). Análogos tales como -

TRHOH, MeHisTRH y LHRH son capaces de competir con las actividades de 

PGA en los tres casos. Sin embargo, hay que hacer notar que por las ca­

racterrsticas del ensayo, sólo sabemos si estas moléculas compiten o no 

por la uni6n al sitio activo, pe.ro no sabemos si son pasibles de ser d.!::_ 

gradadas. Por otro lado, de acuerdo a lo reportado previamente (B~uer -

y Nowak, 1979) la enzima de suero es incapaz de reconocer al sustrato -

sintético p-gluBnaftilamida y tampoco lo es la PGA de membrana (Tabla 8), 

En la tabla 9 se muestra el efecto de péptidos sintéticos con e! 

tructura semejante al TRI-!. En contraste con lo reportado para la PGA so-· 

luble que es capaz de reconocer cualquier sustrato que tenga el grupo p­

glutamilo en su extremo amino terminal (Busby et al, 1982¡ Bauer, 1983), 



FRACCION FRACCION MBIBRANAL FRACCION SERICA SOLUBLE 
POR/11. llIS-PRO FORM. llIS-PRO FORM. l-IIS-PRO FROM •. PRO 

~O~OL 100 + 2 100 + 25 100 + 7 100 + 2 

TRH 23 + 5 18 + 5 IS + 10 o 

TIUIOll 6 + 1 o 30 + s 21 + 5 

(MeHi s) TIU 1 46 + 10 100 + 35 70 + 15 47 + 5 

UIRH 66 + 13 60 + zs 60 + 10 27 + 6 

p-glu naftilamida 8 + 2 1 so + 2S 100 + 30 104 + 10 

Tabla 8, Efecto de análogos del TRH sobre las actividades ele piroglutamilaminopeptidasa 

c~rebral y sérica. 

Las preparaciones enzimáticas fueron incubádas con cada competidor (conc~ntraci6n final 10-\t) 
y (3H-Pro)TRl-I. El análisis de los productos de degradación .... obtenidos,··· se hizo se¡ún lo ind.!_ 
cado en Materiales y Métodos. Se hicieron dos detenninaciones para cada caso, se indica media 
y dispersi6n. Los resultados se expresan como porcentajes de la actividad específica del con­
trol. 

FO~. HIS-PRO 

~ \ .. 
100 !. 47 .:' 

3q ~ 3'' 

so + 17 

33 + 27 

117 + 33 

"' N, .... 
j 
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r:Dffi.fACION DE HIS-PRO 

CONTROL 100 + 7 

TRH 30 + 10 

Glu-TRH 130 + 30 

p-Glu-His-Gli 110 + 10 

p-Glu-llis-GliNHz 100 + 10 

p~Glu-His-Pro-GliNJ-12 100 + 10 

Tabla 9. Estudio de especificidad de la piroglutamila­

mino peptidasa membranal 

53,-

Las preparaciones enzimáticas fueron incubadas con cada COJ11PCtidor 
(concentraci6n final 5 10-SM) y (3H-Pro)TRH. El análisis de los - · 
productos de degradación se hizo seg(in lo indicado en Materiales 
y ~létodos. Se hicieron dos determinaciones para cada caso, se indi 

.. ca la media y la dispersión. Los resultados se expresan como por-­
centaje de la actividad específica del control. 
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las moléculas ensayadas no tuvieron ningtin efecto en la actividad de -

PGA membranal. 

Estos resultados muestran que la Pí.A encontrada en la fracci6n 

membrana! posee un mayor grado de csnecificidad que la enzima soluble. 

ORIGEN DEL METABOLITO l!IS-PRO 

Corno se indica en las figuras 3 y 4, y en las tahlas 2 a 9, en 

las incubaciones de la fracci6n membrnnal se produce otro metaboli to: 

His-Pro. Este se encuentro en alta cantidad cuando se usa la soluci6n 

de Tris que carece de DIT y EDTA (Tabla 2) y parece ser debido a una !'.!!. 

zima de membrana ya que no se modifica su actividad después del lavado 

de las membranas con NaCl (Tabla 6). Resulta imposible que provenga de 

la acci6n de una Cínica enzima actuando sobre el TRH. Por otro lado., a 

partir de las figuras 8 y 9 se puede ver que atin a tiempos y concentra­

ciones· de proteinas muy pequeñas se obtiene w1a gráfica curva en lugar 

de la producci6n lineal del metabolito. Esto está de acuerdo con el he­

cho de que la enzima que produce His-Pro tiene una cantidad variable de 

sustrato que va munentando con el tiempo o con la concentraci6n de pro­

telnas, a medida que progresa la reacci6n previa: 

Este metabolito puede provenir por dos caminos diferentes (Figj! 

ra 2). 

·. 
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1 . - Acción de una PC'iA sobre e 1 TRHOH 

2.- Acción de una dipeptidildesamidasa (PPDA) sobre el llis-Pro NJ~2 • ~ 

tes de que éste se ciclice para dar His-Pro dicetopiperacina (Ba­

uer. y Kleinkauf, 1980) . 

El primer camino parece poco probable, ya que los niveles de -

TRHOH en membrana son bajos, porque la enzima que lo produce se encuen­

tra sólo como contaminante. Sin embargo, es importante notar eme la - -

PGA de membrana parece ser capaz de unirse al TRHOH y es posible que -

pueda actuar sobre éste para dar p-Glu y His-Pro, aunque existen repor­

tes que califican al TIU-IOH como muy estable (Emerson et al, 1980). 

El segundo camino parece más probable ya que por los resultados 

vistos hasta el momento, la formación de His-Pro sigue el conmortamien­

to de la formación de His-Pro dicetopiperacina (Tablas 2 y 7) y se just!, 

ficadan además, los resultados encontrados para el inhibidor bacitraci 

na (Tabla 7). 

La PPCE y la PPDA, son muy semejantes en propiedades y sensibi- . 

lidad a los inhibidores (Yoshimoto et al, 1978) y.a partir de los resu,1 

tados encontrados, parece ser que comparten la sensibilidad por la baci· 

tracina. Al estar inhibida la PPDA, el His-Pro NH2 pasa en fol11'~ espont! 

nea y no enzi.mliticamentc a dicetopiperacina únicamente. De esta manera -

se entiende que los niveles de dicetopiperncina están fuertemente incre-
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mentados cuando la PPDA está inhibida. 

Por otro lado, en los experimentos de lavados de membranas -

(Tabla 6), se observa que la producci6n de His-Pro penn[!Jlece const~ 

te. Si éste proviniera del TRHOH debiera ocurrir una disminuci6n si,g_ 

nificativa atln cuando la enzima fuera membrana!. 

Cuando se necesite medir la actividad de PGi\ en diferentes -

condiciones fisio15gicas, resultará aconsejable inhibir la PPDA, y -

el .inhibidor adecuado parece ser la bacitracina. 

Es necesario aclarar que, para el análisis de estos experime!!. 

tos, se tom6 como actividad de PGA la aparici6n de.Bis-Pro dicetopip~ 

racina, pero conto se deduce del análisis anterior, ésto no es válido 

ya que la actividad de PGA produce His-Pro NH2 y este metabolit9 en -

nuestras condiciones sufre dos metabolismos diferentes: 

1.- en fonna no enzimática se cicliza para dar His-Pro dicetopiperacina, 

2. - por acci6n de la PPDA pasa a dar His-Pro •. 

En la mayorta de los casos la producci6n de His-Pro es mtnima 

y por lo tanto, el error introducido también lo es, aunque, para el caso 

que más nos interesa (Amortiguador 1), la actividad de PGA, se encuentra 

seriamente subvaluada. Alln as!, ésta es la condici6n en la que se obser~ 
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va el valor más alto de actividad. 

UBICACION REGIONAL DE LA PIROGLUTAMIWIINOPEPTIDASA MEMBRANAL 

Se compararon los niveles de degradación obtenidos en cerebro 

con los encontrados en hipotálamo y adenohipófisis. Se eligieron es­

tas regiones porque tienen un alto contenido en TRH (Jackson y Reich­

lin, 1979). Por otro lado, el TRH está involucrado en la liberación -

de prolactina a partir de adenohipófisis (Grosvenor y Mena, 1980) y -

la His-Pro dicetopieracina ejerce in vitro un efecto inhibitorio (B:i­

uer et al, 1978; Enjalbert et al, 1979). Por lo tanto, nos resultó i!! 

teresante estudiar la distribución de la PGA membrana! en adenohipóf i 
sis como posible fuente de His-Pro dicetopieracina. 

En la tabla 10, se observa que el nivel en la formación de di­

cetopipcracina en hipotálamo es muy semejante al de cerebro, aunque se 

ve una reducción en el nivel de formación de His-Pro. En términos gene­

rales, la degradación de adenohipófisis es menor que la observada para 

cerebro e hipotálamo, hecho que coincide con reportes previos (Laudes 

et al, 1978). Sin embargo, no parece haber correlación entre los nive­

les de sustrato o metabolito y niveles de actividad de la enzillla (Tabla 

11). De cualquier inanera es probable que una gran parte de la His-Pro ~ 

dicetopiperacina presente en adenohipófisis provenga de la acción de la 

PGA sérica a nivel de sistema porta hivotálamo-hipofisiario. 
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FORMACION DE HIS-PRO FORMACION DE TRl-IOH FORMACION DE HIS-PRO 
pmolas/min mg pmolas/min mg pmolas/min mg ' 

ADENOOiroFISIS 3,6 .: 0.6 ( 4) 3.0 + 0.6 ( 4) 4.8.: 1.2 (4) 

l-IIPOTALMD 7.2.: 4,2 (10) 5.4 + 1.8 (10) 12.0 .: 5.4 (10) 

CEREBRO 17 .1 :. 1.8 (22) 6.0 + 1.2 (22) 9,9.: 1.8 (20) 

Tabla 10, Comparaci6n de los niveles degradativos membranales a nivel de 

adenohipófisis,hipotálamo y cerebro. 

Las preparaciones membranales se hicieron como de costtnnhre en la solución amortiguadora 1 
se procedió según lo indicado en Materiales y Métodos. Los resultados se expresan como ac­
tividad especifica media + desviación estándar, El número de determinaciones se indica en-
tre par~ntesis. -

' ' 
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' TRH* 

pmolas/org 
HIS-PRO 

pmolas/org. 
PGA memb. H 

pmolas/min org. 

ADENOHIPOFISIS 1. 16 10.30 

HIPOTAJ..M.[) 79. 42 82.61 

" 

Tabla 11. Niveles de TRH, His-Pro Dicetopiperacina y 

Piroglutamil aminopeptidasa membranal 

Datos tomados de Peterkofsky et al, 1982. 

19.15 

99.84 

H Se consider6 que la actividad de PGA es equivalente a la sl.Dlla 
. ·de la formaci6n de dicetopiperacina y de His-pro. 
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DISCUSION 

A pesar de que un neuropéptido activo puede ser degradado por 

muchas peptidasas, lo importante es establecer cuál juega un papel r~ 

gulatorio en•la inactivación, es decir, aquella que tiene relevancia 

fisiológica. 

Desde hace mucho tiempo se sabe que existen peptidasas capaces 

de actuar contra el TRH en suero y cerebro (Bauer y Lipmmm, 1976). 

Se ha encontrado ademús que la mayor parte de esta actividad es solu­

ble (80-90%) (Prasad y Peterkofsky, 1976; Joseph-Bravo et al, 1979, -

Busby et al, 1982) .' Pero, a pesar de que las enzimas soluble muestran 

un cierto grado de especificidad hacia el sustrato, su accesibilidad 

cuestiona su importancia fisiológica. 

Para que las enzimas solubles tengan relevancia en este sentido, 

una vez que el TRH sea liberado al espacio sináptico debe existir, o bien, 

una liberación concomitante de estas enzimas, o bien éstas deben actuar 

luego.de un proceso de captura. El TRH puede ser recaptado en rebanadas 

de cerebelo (Pachcco et al, 1981) o de hipotálamo (Charli et al, 1983), 

Sin embargo, la velocidad máxima de este fen6meno es baja, por lo que la 

. recaptura no puede explicar por sí sola la inactivación del péptido. Por 

otro lado, es importante hacer notar que ninguna de estas dos enzimas -

muestran un patrón ontogénico semejante ·a los de las peptidasas cl4sicas 

l , 
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(Faivre-Bmunann et al, 1981), ni son tejido especificas (Bauer, 1983). 

En base a lo anterior, la presencia de lllla enzima específica 

en la frncción membr;:mal de cerebro, resultaría muy importante. Ade­

más, se ha comprobado que para otros neuropéptidos como: encefalinas 

(Schwartz et al, 1981), UIRH (Elkabes et al, 1981), sustancia P (Lee 

et al, 1981) y neurotensina (Me Dellllott et al, 1983) existen metalopr~ · 

teinasas membranales especificas y que éstas posiblemente estén invol~ 

eradas en los mecanismos de inactivaci6n. 

Nosotros hemos estudiado la degradación del TRJ-1 en las fracci~ 

nes soluble y membrana! de cerebro y verificamos que la actividad degr~ 

dativa soluble es de mayor magnitud que la membrana!, siendo necesario 

trabajar con la fracción membrana! diez veces más concentrada (mg de 

protefna/ml) que la fracción soluble, e incluso incubando el doble de 

tiempo. Sin embargo, en función de lo antes expuesto, esta pequeña ac­

tividad degradativa ubicada a nivel membrana!, vuede tener una importB!!_ 

cia fundamental. ,, 

Con respecto a las actividades solubles encontradas: desamidasa 

y piroglutamilaminopeptidasa, ambas corroboraron las características ya 

reportadas por otros autores (para una revisión ver Bauer, 1983). 

En cuanto a las actividades degradativas membranales contra TRH, 
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UBICACION SOLUBLE MEIBRANAL SERICA 

PESO r.r>LECULAR 28,000 n. d. 260,000 

QUELANTES DE ACTIVAN INHIBEN INHIBEN 
METALES 

IODOACETAMIDA INHIBEN SIN EFECTO SIN EFECTO 

p-GLUa NAFI'IL 
AMIDA 

+ 

Tabla 12. Caracteristicas de las PGA contra TRH 

n. d. no determinado 
+ - actaa como sustrato 
- - no actaa como sustrato 
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encontrrunos que, en nuestras condiciones, se producen tres metabolitos: 

His-Pro, THHOH y !lis-Pro dicetopiperadna, si se trabaja en ausencia de 

mí y EITTA, mientras que los niveles de His-Pro dicetopiperacina e 1-lis­

Pro son notoriamente inferiores en presencia de estos agentes. 

Este hecho explica la controversia existente en la literatura en 

cúanto a la ubicación de la PGA cerebral (enzlina responsable de la form~ 

ci6n de 1-lis-Pro dicetopiperacina), De hecho, parecen existir dos activi­

dades que se manifiestan en condiciones diferentes: una soluble sensible 

a oxidaci6n y por lo tanto dependiente de la presencia de DTI para su e~ 

presi6n, y, otra membrana! con características de metaloproteinasa que -

resulta inhibida por DTI y EID'A. La actividad membrana! no puede ser CO!!. 

siderada contruninaci6n soluble debido a la diferencia de comportruniento 

y, si bien' los constituyentes mernbranales podrían ejercer un efecto pro­

tector de la enzima soluble contruninante, y no requerirse así el agrega­

do de 011' y EDTA para la expresi6n de su máxima actividad, no se justif!, 

carra que éstos tuvieran un efecto inhibitorio. 

Atribuimos la existencia de TRHa-1 en esta fracción a una contam!. 

naci6n soluble, ya que los niveles de actividad de la desamidasa respon­

sable de su producci6n (PPCE) correlacionan con los niveles de actividad 

dei marcador soluble láctico deshidrogenasa y, además, son desplazable -

por altas concentraciones de iones, evidenciándose asi, su asociaci6n -

electrostática a las membranas, 
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La PGA caracterizada como metaloproteinasa es la principal ªE. 

tividad enzimática detectada en este nivel. En la tabla 12 se reslD!len 

las propiedades de las tres PC'iA contra TRH: sérica, soluble y membra­

na!. La PCiA membrana] es claramente diferente de la soluble, por su -

ubicación, clasificación y por su mayor grado de especificidad, siendo 

nruy parecida a la de suero, por lo que, se verificó que la presencia -

de esta actividad a nivel membrana! no proviene de contaminación séri­

ca. De cualquier manera, con los datos obtenidos hasta el momento no 

podemos saber si realmente se trata de dos enzimas diferentes, o de -

la misma enzima ubicada en comrartimentos distintos, ya que no se ha -

podido diferenciar claramente la enzima membrana! y la sérica ni fren-· 

te a inhibidores ni frente a competidores. Para ésto, es necesaria la 

purificación de la enzima membrana! y, la posterior determinación de 

sus propiedades fisicoquúnicas (peso molecular, etc.). 

Es importante hacer notar que muchos neuropéptidos tienen el r.!:_ 

siduo piroglutamilo en el extremo amino terminal (neurotensina, Ll-iRH y 

bombcsina) sin embargo, no se conoce, hasta el momento, el papel del pi_ 

roglutámico en la degradación de estos neuropéptidos. 

La .PGA produce His-Pro NH2 el que puede ciclizarse en fonna 

no enzimática para dar His-Pro dicetopiperacina, o sufrir una hidróli­

sis enzimática por medio de la PPDA membrana! para dar His-Pr~. Este ~ 

tabolito sigue el mismo CO!oportamiento ,¡1Je la His-Pro dicetopiperacina 
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frente a inhibidores, competidores y frente a los lavados con NaCl, 

todo lo que hace pensar que proviene fundamentalmente de la acci6n en 

zimática sobre el His-Pro NH2, producto de la PCiA membrana!. Por lo -

tanto, el nivel de dicetopiperacina producido en esta fracci6n es re-

gulado por la actividad de la PGA y la PPDA. 

Creemos que un mecanismo posible de inactivaci6n del TRH, una 

vez que éste es liberado al espacio sináptico, es la degradación a Pª!. 

tir de las enzimas membranales (Figura 10). Si bien nuestra prepara­

ción de membranas incluye membranas plasmáticas así como membranas de 

organelos, es necesario resaltar.que en un trabajo previo (Greaney et 

al, 1980) trabaj;mdo en condiciones tales que se manifesta la PGA mem­

brana! se observ6 que esta enzima se encuentra específicamente en mem­

brana sinaptosomal, No podemos asegurar lo mismo para la PPDA, para la 

que no se han hecho estudios a nivel de membranas sinaptosomales, pero, 

si sabemos que ésta es una enzima de membrana (Baucr y Kleinkauf, 1980). 

Todos estos datos aparan nuestra hip6tesis. Sin embargo, resulta impor­

tante estudiar la rosibilidad de recaptura de los rnetabolitos del TRH -

involucrados, como mecanismo alternativo de control de dicetopiperacina, 

' así como la influencia de enzimas solubles presentes en el espacio sináJ2. 

tico. 

La diferencia del esquema de degradaci6n propuesto con el de -

Bauer y Klcinkauf, 1981 (Figura 2) radica en el hecho de que en nuestro 



p-Glu-His-ProNI-12 

1 PGA memb .. 
'11 

l!is-ProNH2 

no on,n.<ti~ ~ l'PDA 

His-P~o !lis-Pro 

FIGUM 10, Mecanismo de Degradación del TRH propuesto a nivel 
de membranas plasmáticas de cerebro de rata. 
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caso estamos involucrando enzimas membranales solamente, mientras que 

ellos incluyen enzimas solubles y membranales obviando la ubicaci6n -

subcelular de cada una de ellas y posibles pasos de recaptura. 

A pesar de que se han aislado muchas peptidasas para diferentes 

neuropéptidos, hasta el momento, no se conoce ninguna exclusiva del SNC. 

Para el TRH, se ha encontrado que las enzimas cerebrales solubles (PPCE 

y PGA) están ampliamente distribuidas. En este trabajo se estudi6 la ac 

tividad de la PGA membranal en relaci6n al contenido de TRH e His-Pro. 

dicetopiperacina y se eneontr6 que el nivel de actividad enzimática en 

adenohip6fisis es inferior al de hipotálamo, aunque en :unbos casos es 

muy alto comparado con los valores de sustrato y producto. En general, 

la actividad de las peptidasas de cerebro es muy alta, lo que explica -

el bajo nivel de los péptidos en cerebro. De cualquier manera se requi!:_ 

re un mayor conocimiento en cuanto a la localizaci6n de esta enzima. 

Con los datos obtenidos, no podemos todavía asegurar que la PGA 

membrana! sea una enzima inactivant~ en condiciones fisiológicas. En la 

tabla 12 se enumeran una serie de crite~ios desarrollados para peptida­

sas que actúan contra las encefalinas para definirlas como neuropeptid!!:_ 

sas sinápticas (Schwartz et al, 1982). En forma análoga podemos relaciQ_ 

narlo con lo que se sabe para la PGA de membranas contra TRH. 

El primer criterio, que busca la terminación de la actividad -



1. LOS PRODUCTOS DE 1-!IDROLISIS SON BIOLOGICAMENTE INACTIVOS. 

2, LA ENZIMA ESTA ESTRATEGICAMENTE UBICADA PARA PROOOCIR LA 

HIDROLISIS DE LOS NEUROPEPTIOOS LIBERADOS A LA SINAPSIS • 

. 3. LA ESPI;CIFICIDAD POR EL SUSTRATO DA CUENTA DEL AUMENTO EN 

ACTIVIDAD BIOLOGICA DE LOS ANALOGOS SINTETICOS. 

4. LA ACJ'IVIDAD ENZIMATICA DEBE EXHIBIR CAMBIOS ADAPTATIVOS 

'l. PARA ~DDIFICAR LA NEUROTRANSMISION. 

5. LA INHIBICION ENZIMATICA DEBE PRITTEGER AL NEUROPEPTIOO 

LIBERAOO A LA SINAPSIS. 
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6. ·LA INHIBICION ENZIMATICA DEBE REPRODUCIR LA ACCION BIOLOGICA 

DEL NEUROPEPTIOO. 

Tabla 13. Criterios para la identificaci6n de neuropeptidasas 
inactivantes (Schwartz et al, 1981) • 

• 
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biológica del neuropéptido, no pnrcce ser cumplido por la PCv\ membranal 

ya que uno de los posibles productos, la His-Pro dicetopiperacina, tiene 

mtU tiples efectos a nivel de SNC, y si bien algunos de ellos son antagó­

nicos, en otros la His-Pro dicetopiperacina es un fuerte agonista del -

TRI! (Peterkofsky et al, 1982). Por lo tanto, la PGA membranal no podrfa 

ser la responsable única de la terminación de la acción, pero, ésta po­

dría ser alc1'nzada si se diera por lo menos, alguna de estas condiciones. 

1. - La His-Pro dicetopiperacina tiene una acción biológica contraria .al 

TRH (en este caso la regulación por la PGA es de suma importancia). 

2.- Inmediata recaptura del metabolito His-ProNH2• 

3.- Rápida acción de.la PPDA. 

4. - Ausencia de receptores para Bis-Pro dicetopiperacina en la sinapsis 

del TRll. 

Para otros neurotransmisores como 
1 

por ejemplo, las catecola 

minas, existe además, la acción concordada de más de un proceso en su -

inactivación. 

Creemos que, idealmente, lUlo debiera identificar la peptida~a en 

la sinapsis TRHérgica, de cualquier manera, los datos disponibles hasta 

el momento (presencia a nivel ·de membrana sinaptosomal, Greaney et al, -

1980) apuntan en un buen sentido. 
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Se han hecho algw1os estudios sobre degradación de análogos 

del TRH (Griffiths et al, 1983; Brewster et al, 1983; Richards et al, 

1983) buscando comprender los mecanismos de acción y su propia activi_ 

dad biológica. Uno de los anñlogos más importantes en ese sentido es 

el (3 ~1e-His) TRH que posee una mayor actividad biológica que el TRH 

(Oliver et al, 1978; Taylor y Burt, 1981). Griffiths (1982) encontr6 

que este análogo es m[is resistente que el TRH a la degradación por la 

fracción membrana! (trabajando en condiciones tales que se expresa la 

PGA membranal). Sin embargo, en otros estudios (Simasko y Horita, -

1982) se encontró que el análogo metilado tiene 7 veces más afinidad 

que el TR!-1 por el receptor a nivel de SNC. Su mayor actividad puede 

provenir entonces, de la acción combinada de estos dos fenómenos. 

En cuanto a los tres últimos criterios no hay datos en la lite 

ratura, por lo que se hace interesante estudiar los niveles de PGA me!!!. 

branal y PPDA en aquellos casos patológicos donde está modificada la -

relación de concentraciones de 11lli y His-Pro dicetopiperacina (Prasad 

et al, 1977; 1978; Mari et al, 1982). 

De la revisión de estos criterios para neuropeptidasas inacti­

vantes resulta claro que se necesita realizar muchos estudios para po­

der asegurar que la PGA mcmbranalpertenece a este grupo de enzinias. -

Estos criterios fueron establecidos para aclarar cuales de.las enzimas 

capaces de degradar a las encef alinas podian ser consideradas como neu-
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ropeptidasas inactivantes, sin embargo, es probable que no se cumplan -

necesariamente para todos los neuropéptidos o que estos criterios adoE. 

ten formas especiales según cada caso. 

Por otro lado, es necesario considerar trunbién, que la acci6n -

del TR!-1 no se de a través de un mecanismo clásico de neurotransmisi6n, 

sino que esté involucrada una comunicación parácrina y entonces los me­

cañismos de inactivaci6n podrian ser diferentes a los que se esperarían 

para el primer caso. 

En conclusi6n se puede decir que al presente, el conocimiento -

del papel de las proteinasas en el Sistema Nervioso Central, es muy es­

caso. Resulta necesario estudiar la localización subcelular y regional, 

la especificidad e influencias de activadores e inhibidores endógenos 

para poder asr formular hipótesis sobre sus mecanismos de acción y su 

vinculación con la regulación del recambio de neuropéptidos. Esto a su 

vez, 'puede facilitar el desarrollo de agentes terapéuticos potentes a 

de larga duración que incrementen los efectos fisiológicos de los neur2_ 

péptidos. 
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Artículo sometido a publicación en el J. Neurosc. 

con los datos obtenidos en esta tesis. 
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TRH, Thyrotropin Releas i ng Hormone .. L-pyrogl u-L-hi s-L-prol i neamide; PGA, 
pyroglutamyl amino peptidise; PPCE, post proline cleavini en~yme; PPDA¡ 
poitJproline dipeptidyl aminopeptidase, acid TRH, TRH-OH, L-pyroglu-L-his .-----, 
L-prc; his-proNH 2,· L-his-L-proline'arnide; .his,pro DKP, L-his-L-pro diketop. 
perazine; proNH2, L-prolineamide, Me-his-TRH, [3-methyl-histidyl 2 ]-TRH; 

1 ... OTT, dithiothreitol; PMSF, phenyl-methyl-sulphonyl-fluoride; LDH, lactic 
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2,3,4,5 3 H]-TRH, BSA, bovine serum alburnin. 



ABSTRACT 

In the present work we studied the pattern. of 

degradation of [ 3 H-Pro)-TRH by soluble and membrane fractions 

from rat brain. Demonstration of the membrane bound or soluble 

nature of the activities. was obtained by comparing their 

distribution to that of lactate dehydrogenase and by looking· 
1 

at the effect of NaCl washes on the membrane fractions. We 

observed that the pyroglutamyl aminopeptidase activity·detected in 

brain homogenates is a result of two different enzymei. One of them ·~ 

is a soluble enzyme, previously characterized; very sensitive. to 

oxidation, that needs. OTT and EDTA for its expression, is inhibited. 

by SH-blocking agents such as iodoacetamide and utilizes p-glu-B­

naphtylamide as a substrate. The othe~ one, a membrane enzyme, is 

inhibited by chelating agents such as EDTA, is not affected by 

iodoacetamide and does not degrade p-glu-~-naphtylamide. The later 

pr~ients a high degree of specificity as shown by competition 

experiments with·TRH analogs. We were able to corroborate that the 

PPCE acting on TRH is a soluble enzyme. ln membranes we demonstrated 

also the presence of a post-proline dipeptidyl aminopeptidase. The 

membrane bound PGA activity is a potential new source of his-pro­

diketopiperazine in brain. The presence of a sppcific TRH degrading 

enzyme in membrane fractions is of particular importance in 

searching an inactivation mechanism of this peptide once it is 

released into the synaptic cleft. 

Key words: TRH, degradation, membrane, rat brain, pyrogl~tamyl 

aminopeptidase. 

Runntng title: Thyrotropin Releasing ~ormone Oegradation. 



INTRODUCTJON 

TRH has been shown to act on the hypop·hysis stimulating 

the secretion of thyrotropin (Boler et al., 1969; Burgus et al., 

1970) and prolactin (Grosvenor and Mena, 1980). This tripeptide is 

widely distributed in hypothalamic and extrahypothalamic areas 

{Jackson and Re,ichlin, 1979), concentrated in synaptic terminals 

{ H o k fe 1t et a 1 . , 19 7 5 ) a n d re 1 e as e d upo n de p o 1 ar i za ti o.n i n a ·e a+ 1 

... 
dependent manner in in vitre systems (Charli et al., 1978; Joseph-Bravo 

et al., 1979a). In the central nervous system TRH has been shown 

to affect neuronal excitability {Renaud et al., 1975), to alter the 

behavioral effects to centrally acting drugs (Prange et al., 1979) 

and to modify monoaminergic transmission (Rastogi, 1979) for which 

it has been.postulated as a neuromodulator. 

If TRH does indeed play a role in synaptic transmission an 

inactivating mechanism must exist in the synaptic cleft. For classical 

neurotransmitters it has been bbserved that reuptake plays an 

important role in this inactivation. However, for·neuroactive peptides, 

this phenomena has not been observed or else, seems to occur at such 

a 1ow Vmax that it may not account for the necessary inactivation 

(Charli et al., in press). Membrane peptidas.es have been postula'ted 

in the inactivation of released enkephal in (Schwartz et al., 1981) 

or substance P {Lee et al., 1981). 



For TRH, it has been reported that synaptosomal membranes are 

active in its degradation but the enzyme inv~lved was not 

characterized (Joseph-Bravo et al., 1979b). 

TRH is susceptible to fast degradation when incubated 

with brain homogenates and serum. Two main different pathways 

of· TRH catabolism in rat brain had been cheracterized. 1) A 

deamidating enzyme (Prasad and Peterkofsky, 1976) now, recogni'zed 

as post-prolin~ cleaving enzyme (E.C. 3.4.21.26) that originates 

acid TRH (Rupnow et al., 1979; Hersh and McKelvy, 1979). 2) A 

pyroglutamyl amino peptidase (PGA) (E.C. 3.4.11.8) that gives 

rise to his-proNH 2 which can be subsequently cyclized by a non 
..---, 

enzymatic way, to histidil-proline diketopiperazine (his-pro, DKP) 

(Prasad and · Peterkofsky, 1976) or be further degraded to hi s-'pro 

by a post-proline dipeptidyl aminopeptidase (PPDA) described in, 

adenohypophysis (Bauer and Kleinkauf, 1980). Pro-NH 2 can also be 

formed by action of the histidil-proline imidopeptidase on the 

his-proNH2 (Matsui et al., 1979). lt is known that the enzymes 

catalyzi6~ the breakdown of TRH in brain, are mainly soluble 

(over 80%) (Prasad and Peterkofsky, 1976; Busby et al., 1982), 

in particular the PPCE and PGA have been purified from a soluble 

27000 xg supernatant (Prasad and Peterkofsky, 1976; Hersh and 

McKelvy, 1979; Rupnow et al., 1979; Bauer and Kl einkauf, 1980). 

Sorne authors, however, claim that the pyroglutamyl aminopeptidase 

is fo un d o n l y i n t he p a r ti e u l a te frac ti o n (Ha y es et i 1. ', 197 9 ; 

Griffiths et al., 1982). 

, ...... 
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Giving the existing controversy regardi~g the 

localization of these peptidases and the importance of a 

membrane enzyme with a possible localization in the synaptic 

cleft, we decided to characterize which was the one being 

expressed in brain membranes taking careof soluble conta~inations. 

Furthermore, it hai been reported (Bauer and Nowak, 1979; Busby 

et:al., 1982) that the pyrdglutamyl amino peptidase purified from 

soluble supernatant is a very susceptible enzyme cont~ining 

SH groups; however, according to other reports this enzyme is 

only found in the particulate fraction when studied in the 

absence of DTT (Hayes et al., 1979; Greaney et al., 1980; Griffiths 

et al., 1982). This, together with the f1nding of metalloproteases 

present in membrane fractions (Lee et al., 1981) led us to compare 

the effect df DTT-EDTA in the buffer on the degradation o~ TRH in 

cerebral fractions. 

5. 
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MATERIALS ANO METHODS 

MATERIALS. 

Male wistar rats (200-300 g) kept under con~rolled 

lighting conditions (10 hrs/day) and fed ~biturn were used 

in.all experirnents [L-proline-2,3,4,5,- 3 H]-TRH (100 Ci/mrnol) was 

·purchased frorn New England Nuclear Co., Boston, Ma. TRH,LHRH, 

6. 

TRH-OH, p-glu-his-glyNH2,· p-glu-his-pro-glyNH2, p-glu~his-gly, -~ 

were obtained from Peninsula Laboratories, San Carlos, Ca. All 

other chemicals were reagent grade frorn Sigma Chemical Co., St. 

Louis, Mo., or J.T. Baker, México. TLC plates used in the 

analysis of degradation products were siJica gel G (Merck 5724). 

PURIFICATION OF [ 3 H~pro]-TRH. 

[ 3 H-pro]-TRH was repurified to 95% radiochemical purity 

by TLC on HPTLC plates (Whatma~ H~KP) using systern !: Chroloform: 

methanol: arnmoniurn hydroxide, 125:75:25, befare its use in 

degradation experiments. 

PREPARATI.ON OF ENZYME SOURCES. 

The animals were decapitated and their brains excised 

and homogeneized (10% w/v) in cold tris buffer 50 mM pH 7.4 (Buffer 1) 

or in cold tris buffer 50 rnM pH 7.4, 2 mM DTT, 1 _rnM EDTA (Buffer 11)~ 

The homogenates were centri~uged at 1000 xg for 15 rnin. The pellet 

was resuspended in half the volurne and recentrifuged. The 

supernatants were pooled.and centrifuged at 100000 xg for 60 min. The 
1 

supernatant was the soluble fraction used in the degradation experiment:: 



7. 

The pellet thus obtained, was rchornogcneized with buffer and 

recentrifuged at 100000 xg. In sorne experiments, the membranes 

obtain~d after the first 100000 xg centrifugation were rehomogeneized 

in buffer I with NaCl (final concentration 1 M) and centrifuged; 

they were further resuspónded in buffer I and recentrifuged twice. 

Rat blood was collected and allowed to stand for 30 mi~ 

at room ternperature. The serum was obtained by centri~ugation at 

3000 xg for 30 min. After aspiration and recentrifugation PMSF 

was added (final concentration 1 mM). The serum was then sampled 

and stored at -80ºC. 

INCUBATION MIXTURE., 

The serum, soluble or mernbrane fractions were incubated at 

37°C at different solutions (serum 1-2 mg of protein; supernatant: 

0.3-1 mg of protein/ml; membrane 2.5-5 mg of protein/ml) with 

purified [ 3 H-pro]-TRH, 2 x 10 5 dpm, in a final vol. of 25 µ1 for 

15 min for the serurn, 30 rnin for the soluble fractions and 60 rnin 

for the ~ellets. The reactions were stopped by the additiori of 

acetic acid (20% final concentration). 

ANAL1SIS OF THE DEGRADATION PRODUCTS OF [!H-Pro]-tRH. 

The acidified solutions were centrifuged at 1000 xg for 

30 min. The supernatants were the~ extracted twice with ether 

and on¿e with methanol (90: w/v final ·concentration). After 

centrifugation the supernatants were evaporated, taken up in 10 µ1 

of water and applied to TlC plates. The plates were developed 

...;. 
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with system I (ascending front: 15 cm). After drying, the 

standards were detected with the Pauli and lsatin stains 

(Dawson et al., 1978) and each lane of the plates was scrapped 

in rectangles of 2 cm ·(wide) cm (long). The radioactivity 

was then extracted into l ml 90% methanol and measured by 

scintillation counting using Bray's solution (Bray, 1970). 

Th~ counting efficiency was 30%. The Rf values of the st~ndards 

were as follows: Pro: 0.24, His-Pro: 0.30, TRH-OH: 0.54·, TRH: 
r--1 

0.67, ProNllz: 0.80, His-Pro: 0.87. In sorne experiments the 

radioactivitY migrating with the Rf of Pro or His-Pro and ProNH 2 
r---1 

Of His~Pro was analyzed in a second TLC on system 11: Isopropanol: 

water: ammonium hydroxide, 80:29:1, ascending far 10 cm. The Rf 
,-----, 

values in this system 1~ere: Pro 0.20, ProNH 2 : 0.36, His-Pro: 0.58 

and His-Pro: 0.66. 

INHlBITION ANO COMPETITION ASSAYS 

The enzyme source was preincubat~d for 10 min with the 

inhibitors at the concentrations stated in Table 3. Then the 

reaction was started by adding [ 3 H-pro]-TRH. The reaction was 

stopp~d and metabolites analyzed as stated previously. 

8. 

-.. 

. ... 
For cornpetition assays, the reaction was started by adding 

[!H-Pro]-TRH at the same time as the analog (10-~ M final concentration) 

The samples were assayed as stated befor~ . 

. DEGRADATION OF PYROGLUTAMYL B-NAPHTYLAMIDE. 

T~e soluble and membrane fractions prepared as indicated 
': .1 
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a substrate used for measuring the activity of soluble PGAs 

(Szewczuck et ~l., 1969), through fluorometric quantification 

of the released B-naphtylamide (Faivre-Bauman et al., 1981). 

Protein determinations were performed accor~ing to Lowry et al., 

1951 using BSA (Fraction V Sigma) as standard. The LDH activity 

was measured by the method of Johnson et al·~ 1963. 

9. 
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The degradation of TRH was followed in the soluble 

and membrane fractions of brain homogenates performed in tris 

buffer with or without DTT and EDTA. In the soluble fractions 

we found TRH-OH and, when DTT was present, DKP as the only 

meta bol i tes; whi 1 e in the membranes, we detected these two 

metabolites and his-pro also. We found no detectable Hjs-ProNH 2. 

On the other hand we found that the molecule migrating with 

the Pro or His-Pro Rf was e~sentially His-Pro by rechromatography 

on system 11, and that the DKP migrates as a large peak either 

in system 1 or 11 with the Rf corresponding to DKP. In order to 

determine if there was formation of His-ProNH2, the 10 µl aliquots 

of some experimental points were applied on cellulose-phosphate 

paper and developed in 1 M acetic acid, asccnding for 15 cm according 

to Bauer and Kleinkauf, 1979 but n~ his-proNH2 w~s detected. 

In. order to determine the extent of s-oluble contamination 

present in the membrane fractions, the LDH activity was measured 

. .. 

in all conditions. As can be observed in Table 1, the LDH activity 

follows the same distribution that the PPCE activity (followed'by_ 
e--, 

the formation of TRH-OH) in both buffers or the PGA activity (his-pr~ ... 
formation) ln tris-DTT-EDTA buffer only. This behaviour is also 

observed when studying in buffer II the degradation of p-glu-B~ 

naphtylamide, a substrate used for measuring PGA activity, and 

~ecognized by the brain soluble PGA (Faivre-Bauman et al., 1981). 

The activity level detected in the membrane fraction with the 

fluorogenic substrate was ~ery low (0.028 nmoles/min/mg) compared 
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to the soluble fraction (0.230 nrnoles/rnin rn~). Alt~ough there 

is a greateer rnaximurn velocity for the soluble than for the 

mernbrane activity, both fractions had the same Km (~ 18 µM). 

The soluble to mernbrane ratio was similar to the one observed 

for the soluble marker LDH (data not shown). With this sub~trate 

we were able to corroborate the inactivation effect that the 

abs~nce of DTT and EDTA has pn soluble PGA activity. A~ for 

[
3 H-Pro]-TRH, this inactivation is of a reversible nature (data 

not shown). With these data we conclude that, as reported, the 

PPCE is a soluble enzyme ·(Rupnow et al., 1979) and the PGA with 

sensitive SH groups, that utilizes p-glu-B-naphtylamide as 

substrate, is also soluble. , 

(INCLUDE TABLE 1 HERE) 

In contrast, as shown in Table 1, in absence of 

OTT-EDTA no DKP is found in the soluble fraction, while in the 

membrane its. formation is markedly enhanced. The increase in 

activity of PGA was not observed with the PPCE nor the LDH , 

activities, so it coul~ not ·be due to rupture of sorne osmotic 

resistant vesicles (Table 2). Therefore, there seems to be another 

PGA present in the membrane which is not .susceptible to SH 

oxidation but in fact, inhibited by DTT and EDTA and'not able to 

degrade the p-glu-B-naphtylarnide (data not shown). This activity 

was not bound electrostatically to thc membrane as dcm6nstrated 

by it s re· s i s t a.ne y to t h e Na e 1 ~'a s h , e o n t r a r y to wJi a t i s o b s e r ved 

11. 
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with the PPCE and LDH activities measured in tris buffer (Table 2). 

(INCLUDE TABLE 2 HERE) 

To further demonstrate the existence of two different PGA 

we tested the effect of sorne inhibitors or TRH analogs\ The PGA ... 
present in ~he membrane was strongly inhibited by DTT,1-10 

phenantroline, EDTA and EGTA (Table 3), pointing for a metalloprotease 

e a n di date ,· \'/ i t h a l m os t i den ti e al . pro pe r ti es to t he ser u m P G A 

previously described as "thyroliberinase" (Bauer and Nowak, 1979). 

We found, as reported, a clear effect of agents specific for serine­

enzymes as PMSF (Koida and Walter, 1976) and of bacitracin (McKelvy 

et al., 1976) on the PPCE (Table 3). The iodoacetamide completely 

inhibited the soluble PGA as reported (Bauer and. Kleinkauf, 1980) 

but was uneffective on the membrane enzyme (Table 3). 

(INCLUDE TABLE 3 HERE) 

...... ' 



We tested the possible inhibitory effect of different 

analogues on TRH degradation with the three sour¿es of PGA. In 

contrast to ~hat has been reported for the soluble PGA that 
t 

re~ognizes any substrate having pro-glu at the NH2-terminus (Bauer, 

13. 

1983; Busby et al., 1982) p-glu-his-gly, p-glu-gly-NH2 an~ 

p-glu-his-pro-gly-NH2 had no effect at lo-~ M fin~l concentration on 

TRH degradation on membrane fractions measured in tris buffer (data 

nof ~hown). Other analogs as TRH-OH or Me-His-TRH were able to 

1 compete in membrane fractions ¡ilthough to a lesser extent than what· •:. 

\ 

1 

was observed 1·1ith the soluble PGA (Table 4). In agreement with the 

J 

J 
J 
J 
J 

inability of p-glu-S-naphtylamide to serve as a substrate for the 

serum (Bauer and Nowak, 1979) and membrane PGA (as previousll mentioned) 

this compound was not inhibitory to these activities. Although {t was 

reported that serum PGA does not recognize LHRH, this peptide showed a 

clear inhibitory effect on the three enzymes. These results•show that 

the PGA found in the membrane fraction posses a higher degree of 

subs.trate specificity far TRH than does the soluble enzyrne as occurs 

with the · serum. 

(INCLUDE TABLE 4 HERE) 

In all these experiments, we have taken the appearance 
1

j of DKP as representing the ac.tivity of PGA. This has been valid ·~· 
] for all cases except membrane activity in tris buffer v1hich, • 

although it showed the highest PGA activity (Table 1), is 

J underevaluated since sorne of the his-proNH 2 is further degraded to 

IJ 
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his-pro. Nevertheless, fo~ the characterization of its 

specificity and group classification this approach is still 

val id. 

lncubation of TRH with the membranes produced ahother 

metabolite not observed in the soluble incubates: his-pro. This 

metabolite is observed in higher amounts when TRH is incubated 

without DTT and EDTA and is not liberated from the membranes after 

14. 

. ·' 
NaCl treatment (Table l and 2). This metabolite is probably. produced b; 

action of the reported me1mbrane-bound enzyme: PPDA on his-proNH 2 ., 
before it cyclicizes· (Bauer and Kleinkauf, 1980). The formation 

of his-pro si~ms to follow the activity of the membrane PGA (Table 
I 

1 and 3). The only discrepancy is its behavior to\'lards inhibitor5 

is that of bacitracin, which inhibits the PPCE and also inhibits 

this PPDA while it does not inhibit the membrane PGA (Table 5). This 

could explain the. high levels of DKP found in membranes since in 

this case the his-proNH 2 formed will be only susceptible to the 

cycl icization. For measuring the activity of .the PGA in differe'n.t 

physiological conditions! one would need to inhibit this PPDA and 

bacitracin could be a good candidate. 

·~ 
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D!SCUSS!ON 

In the search of a possible inactivating mechanism 

responsible far the clearance of TRH once it has been released 

into the synaptic cleft we have explored two possibilitei: 

uptake or degradation by a membrane bound enzyme .. Although TRH 

ha~ bean shown to be accumulated by hypothalamic (Charli et al., 

1983) or cerebellar slices (Pacheco et al., 1981) the maximum· 

velocity is so low that this phenomenon may not be the only 

responsible far inactivation (Charli· et al., 1983). The PGA 

15. 

present in the membranes hereby characterized could be participating 

in this inactivation mechanism. This PGA shows more specifjci~y 

towards TRH than the previously'reported PGA found in the soluble 

supernatant'of brain adenohypophysis; its behaviour resembles that 

of the serum thyroliberinase (Bauer and Nowak, .1979). This enzyme 

is probably localized in the synaptosomal membranes since we had 

shown that these membranes contain a peptide degrading TRH and in 

the conditions used in these experiments the membrane bound PGA 

would have expressed its full activity (Joseph-Bravo et al., 1979b). 

A carefull subcellular distribution study is under progress. The 

presence of mernbrane peptidase.s and their involvement in the , 
inactivation of neuroactive peptides has be~n shown also for 

enkephalin (Schzwartz et al., 1981) and substance P (Lee et al., 

1981) accumuJating evidence in favour of this mechanism. 

... 



16 • 

One can then propase a degradation pathway for TRH 

in brain membranes that originates first his-proNH2 by action 

of the membrane PGA; this metabolite can either cyclicize to 

f<l'rmDKP orbefurther degraded. to his-pro by the PPDA. When TRH 

. • 

is in contact with membranes the availability of DKP depends 

then, on the activity of the PGA and the PPDA. Given the reported 

effects of DKP on CNS and adenohypophysial functions (P.eterkofsky 

et al., 1982), the existence of these two enzymes cannpt be 

overlooked. As has been shown (Yaganisawa et al., 1980) DKP is 

not concentrated in the nerve endings, as could expected for a 

neuroactive substance. However, the soluble DKP could come from 

degradation of TRH in. the synaptic cleft by the rnembrane bound 

~GA or from degradatlon by the soluble PGA of TRH once uptaken 

so rthat a large pool of DKP not intervenfng in synaptic transmission 

could mask a small releasable pool. Si~ce this TRH rnetabolite seems 

to have a physiological function in sorne cases opposite to that 

of TRH, the enzymes involved in TRH catabolism could play.a dual 

role. However, more work is needed to clarify whether their 

localization and the regulation of their activity.Justify their 

involvement. not only in inactivating processes but al so in a 

biosynthetic one. 

... 
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LACTATE DEHYDROGENASE 
nmoles NADH/min/mg 

his-pro FORMATION 
. pmo les/mi n/mg 

TRH-OH FORMATION 
pmol es/mi n/mg. 

;-, 
his-pro FORMATION 
pmoles/min/mg 

TABLE l. Enzyme activities in rat brain fractions. 

TRIS BUFFER 

SOLUBLE MEMBRANE 

130 ! 15 (14) 15 .:!:. 2 (14) 

o (20) 17. l :t:. 1.8 (22) 

118.2 ! 10.8· (19) 6.0 .:!:. 1.2 (22) 

o .(20) 9. 9 .:!: 1.8 (20) 

-• ¡-

TRIS-DTT-EDTA BUFFER 

SOLUBLE MEMBRANE 

151 .:!: 33 (4) 14 .:!:. 7 (4) 

o (10) 2.7 :t:. 0.9 (lO) 

77.4 .:!:. 16.8 (10) 7.2 .!. 1.2 (10) 

62.1.:!:13.5 (9) 1,8 .!. 0.9 (12) 

Solubl~ and membrane fractions were obtained and incubated in buffer I (tris buffer 50mM, pH 7.4) or JI 

OTT, lmM EOTA) in presence of 2 x io- 5 dpm [ 3 H-pro]-TRH and degradation products were analyzed in T.L.C. as indtcated fn , 

· .. materials and methods. Results are expressed as the mean.:!: S.E.M. The number of determinations is shown in parenthesis. 
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TABLE 2. EFFECT OF NaCl TREATMENT ON MEMBRANE ENZYMATIC ACTIVITIES. 

CONTROL AF1 ER NaCl TREATMENT 

LOH ACTl V!TY 13 + 3 (4) 7 .:!:. 3 (4 )º nmo les/mi n/1119 

His-Pro FORMATION 13.5 + 4.5 (4) 20.7 .:!:. 9.0 (4)* pmo les/mi n/1119 

TRH-OH FORMATION 4.2 .:!:. 0.6 (4) 1.8 .:!:. 0.6 (4)º pmoles/m4n/mg 

..----,. 

His-Pro FORMATION 4.5 + 2.7 (4) 7.2 .:!:. 4.5 (4)* pmo les/mi n/mg 

Once obtained, the membrane fraction was divided in two aliquots: one 1·1as rehomogeneized in buffer 1 containing NaCl (1 M 

final concentration) as indicated in materials and methods, t_he other was treated as usually. The percentage of. remainin~ 

activity after NaCl treatment was of 50% in LDH and TRH-OH, Results are expressed· as. the mean.:!:. S.E.M. for the number of, 

determinations in parenthesis. 

t-test: *: non significative difference; 0 ~ p<0.05 
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TABLE 3. Effect· of different inhibitors on enzymatic activities of brain fractions and serum. 

' The enzyme preparations were preincubated for 10 min with each inhibitor (final concentration indicated fn the figure) and 
then with [ 3H-pro]-TRH the soluble fracti~ns ~1ere incubated in buffer I for 30 min,. me!11brane fraction in buffer II for 60 mi 

and serum fraction in buffer I far 15,min. Metabolites were assayed in T.L.C~ as stated in M. & M. Four determfn1t1ons were 
done in each case, data indicate the mean .:t S.E.M. (Results are expressed as percentage. of control actfvfty), 

1 

n:m. not measured. 

,, . 
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FORMATION OF: 

CONTROL 

TRH 

TRH-OH 

· Me-His-TRH 

LHRH 

P-g l u~i3-naphtyl ami de 

,-
' 

TABLE 4. 'Effect of Tf..H ana".ogs on soluble, membrane and serum enzyme activities. 

SOLUBLE 

D K P 

100 ±. 2 

23 .!. 5 

6 ±. l 

46 + 10 

66 ±. 13 

8 + 2 

MEMBRANE 

D K P 

100 ±. 7 

15 ±. 10 

30 .:t 5 

70 ±. 15 

60 .:t 10 

100 ±. 30 

,. 

hi s-pro 

100 ±. 25 

15 ±. 5 

o 

100 ±. 35 

60 ±. 25 

150 ±. 25 

SERUM 

O K P 

100 ±. 47 

o 

30 ±. 3 

50 ±. 17 

33 .:!:. 27 

117 :t 33 

Enzyme mixtures 1~ere incubated with each competitor 10-~ M (final concentration) and [ 3H-Pro]-TRH (2 x 10' dpm) added at 

the same time: the analysis of the degradation products was done as indicated in materials and methods. Two determ1nation~ 
\ ' . . 

were done in each case (results are expressed as percentage of total activity). Data indicate the mean.:!:. S.E.M •. 

.. 
¡. 
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