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1.1 ANTECEDENTES

Estudios realizedos en rates demostraron que la-
administrecién de CSH (esquema 1), abate la inmunoreactividad -
de la SRIF en varios tejidos (91, 105, 106, 107), entre ellos -
el hipotdlemo (58, 72), Ests deplecidn, que se consider§ selec-
tiva, pues la detecci6n inmune de otros péptidoa (encefalina, -
colecistocinina, etc.) no se alterd (58, 72), no fus atribufda-
a una interaccién qufmica directa entre la CSH y la SRIF, ya -~

gue la medicidn de SRIF in vitro, no se altera cuando la CSH se

adiciona a los tubos del radioinmuncandlisis (105, 106),

En busca ds una explicacifn sobre ls disminucidn
de la SRIF inmunoreactiva en sl hipotdlamo, Franco-Bourland mi-
di6 la bios{ntesis (30) y 1a degradacidn in vivo (31) de SRIF,=
ademds de la de AVP, cuya deteccién fnmune no es afectada por -
la CSH, y de 1a de OT, sobre la cual no exiaten antecedentes, -
en ol hipotflamo y nsurchipéfisis de ratas tretadas con CSH, Es
tas determinaciones fueron realizadas después de marcar a los -
péptidos icv con L-(355)Cys, identificarlos por CLAP al coelufr
con sus acarreadores sintéticos nativos y finalments cuantifi--
carlos por sspectrometris de centelleo lfquido, segin la metodg

logf{a descrita anteriormente (29).

Los resultados de Franco-Bourland confirmaron =«
por una parte la ausencia de efecto de la CSH sobre la AVP, al-

no encoptrar alteracién en los niveles de AVP-L-(355)Cys en los
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experimentos de biosfntesis y de degradacién, y sugirisron por -
otra parte, un efectc {inhibitorio de la CSH sobre la bicsfntesis
y uno activador sobre le degradaciép de SRIF y 0T, al encontrar-
disminufidos los niveles de SRIF-L-(355)Cys y 0T-L-(355)Cys en =~

los experimentos respectivos.

E€stes resultados ofrecieron entonces dos slterna-
tivas (efecto sobre biosfnteais y sobre degradacidn) para sxpli-
car la disminucién de SRIF inmunorsactiva sn las ratas tratadas-

con CSH y por primera vez dieron a conocer un efectc sobre la OT

1,2 PLANTEARIENTO DEL PROBLEMA

Después de publicados los primeros trabajos so--
bre la SRIF (72, 105), se demostrd ques la CSH taabién abate la -
inmunoreactividad de la Pri adenohipofisiaria (65), En torno s -
ssto, slgunos espscularon que la CSH inducfa una alteracidn en -
le estructura primaria de la Prl que evitabe su deteccién 1inmung
16gica (51, 52). Sin embargo, ests interaccién no pudo demoatrar
u. va que in vitro, y de modo mnélogo que con la SRIF, la adi---
ci6n de C5H a los tubes del radioinmunsandlisis no alterd la me~

dicién de 1a Prl (66),

Fue més tarde, cop los trabajos de Lorenson rea-
1izados con la Prl (52), en los qua ss propusc un meceniseo do -
accién de la CSH, viable para explicar los datos inmunoreactivos

de la Prl y le SRIF, Esto sugirid que in viwo, la CSH s{ puede -

interaccionar directamente con la Prl, formando pusntes

-3~



disulfuro mixtos, lo que resulta en la disminucién de {nmuno=--
reactividad y en la deplecidn aparente de sus niveles adenohipoe

fisfarios.

Estas observaciones cbligaron a reconsiderar -
los estudios de Franco-Bourland (30, 31). La disminucién en lcs-
niveles de SRIF-L-(355)Cys y 0T-L-(355)Cys en el hipotdélamo, que
habfan sido identificados por su coelucidén con acarreadores sin=
téticos nativos en CLAP y que sugirieron la inhibicidn de sy big
sintesis (30) y activacién de su degradacién (31), shora podfan-
ser atribufdos & un cambio en su posicién de elucidn en relacidn

con sus acarrpadores, debido a la formacién in vive de puentes -

disulfuroc mixtos ente le SRIF-L-{355)Cys o la O0T-L-(35S)Cya y 1a
CSH.

1.3 HIPOTESIS DEL TRABAJO

La disminucién de los niveles de SRIF-L-(365)-
Cys y OT-L~(355)Cys en el hipotdlemo de las ratas tratacdas con -
CSH, pudieron deberse a la formacidn de puentes disulfuro mixtos
entre los péctidos y la CSH, los cuales cambiarcn su posicidn de
eglucién, en relacién a sus ecarreadores nativos, con los que se-

habfa calibrado el sistema de CLAP y evitaron su deteccién.

En consecuencia, para determinar los niveles -~
de SRIF-L-{355)Cys y OT-L-{355)Cys en extractos tisulares ce ra-
tes tratadas con CSH, es precisc que los pépticos seam S-Ch para
reducir los puentes disulfuroc mixios formados con la CSH y  «--
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gencrar los productfos correspendisntes S-CIF (SRIF-L-(355)Cys-5-
CM y OT-L-(355)Cys~S-CM) que serdn identificados en CLAP al cog
lufr con sus mcarreadores sintéticos S-CK, De esta manera, los-
resultedos ahora s{ reflejerén la cantided de péptido bivsinte-
tizado o que ha parmanecido estable s ls degradacién, indepene-
dientemente de gque hslle ocurride o no alguna intersccién direg

ta con la CSH.

1.4 OB3ETIVOS

1. Establecer las condiciones de reaccidn para 1la S-CR

de SRIF-14, OT y AVP.

2. Calibrar los cistemas de CLAP con patrones sintéti-
cos de SRIF-14-S-CM, QT<S~CH y AVP-S-CM.

3. Medir en los nuevos sistemas de CLAP por sspsctromg
trfa de centelleo 1fquido a SRIF-14-l-(355)Cys-S-Cm
0T=L=-(355)Cys=-5-ClM y AVP-L~(355)Cys~5-CH &n extrac-
tos de hipotélamoc y neurchipéfisis de ratas trata--
des con C5H, antes o después de recibir L-{355)Cys-

icv. .

4, Comparar astos resultados con ‘los descritos por --«
Franco-Bourland (30, 31) para determinar si axiste-
o no, una interaccifn directa entre la C5H y la ---

SRIF-14 o 1a OT.

s, Una disminucidn en los niveles de los péptidos S=-CB
~Ge



(SRIF~14<L-(355)Cys~5-CM y OT-L-(355)Cys-S~CM ahora -
s{ representarén una, disminucidén real en su bios{nte-

sis o una mayor velecidad de su degradacidne.
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2,1 GENERALIDADES

2.1,1 SOMATOSTATINA (14, 38, S6)

La SRIF (Somatotropin Release Inhibiting Factor= Face
tor Inhibidor de 12 Secracién de Somatotropina) ea una hormons-
cuyo estudio emplié los conceptos cldasicos de la endocrinologfa
Es la priwera hormona pept{dica que mostré accién fisiolégica -

en sl sistesa narvioso centrsl y en la periferia.

SRIF =14

Alu-cly-c¥--Ly--Asn-ﬂhe-Pho-Trp-Ly--Thr-Ph--Thr-sor-cra
S

3

Fué aislada del hipotélemc de la rate en 1973 (15) y-
; posteriormente se demostré la existencia de células somatostati
nérgices en sl estémago, intestino y pdncreas (célulae D), por-
ello ee le considera como el prototipo de las hormcnas pept{di-

cas con amplia distribucién anatémica.

La sfntesis de la SRIF, sl igusl que el de otras pro-
tefnas destinadas a "exportecién® por la célula, se efectua gra
dualmente. £E1 ANA mensajsro codifice para una protefna ds elsva
do peso molecular llapades praprosomatostatina que es dirigfda -
hacia el ret{culo endopldamico por la secuencia de eminodcidos-

de su extremo amino terminal - péptido seRal -, En el interior-



del retfculp endoplésmico, esta secupncia ms retirede guedando-
la prohormona, La prohormonz pases al sparato de Golgi y as enpa
quatada en los grénulos de secrecidn donde termina de procaesar-
se y sa genera la hormona "madurs”, El procesamiento puede difs
rir de un tejido a otro, de esta mansra, mientras gue en el in-
testino la preprosomatostatina genera una especie de 28 amino-~-
&cidos (5RIF-28), en el péncress, estémago y éistama nesvioso -
central 55 gensrs una de 14 aminodcides (SRIF~14), que @s hasta

ahora la sspecie més sstudiada,

En el hipotflamo, las neurcnes del ndcleo ps
riventricular sintstizan y proecesan a la SAIF, y la sscretan en
®l sistema porta hipofisiario, de donde es trensportada a 1a --
adenohip6fisia pars iphibir 1s secrecidn de la hormona de creci
miento., A la fecha y con buenas resultados, se han probado algy
nos andlogos de SRIF~14 (con una vida media mayor que la del -

péptido nativa) en 21 tratamiento de la scromegalia,

La SRIF tiene efectos inhibitorios sobre la-
sacrecidn endocrina y exdcrina del) pdncreas, En los islotea de-
Langarhans inhibe la secrecidn de insulina y glucagon, La pre--
sencia local de’célulus somatostatinérgices sugiere que esto --
ocurre pediante un mecanisme paracrino. E1 uso de andlogos de -
SRIF-14 en el tratamiente de insulinomas y glucagonomas es alep
tedor, En la dishetes mell{tus, astos andlogos hen mostrade afi
cacia en aminorar la hipersacrecidn de glucagon, La {nhibicidn-
de 1a secrecidp exdcrina del pdncreas por la SRIF, ha llevado a
gstudiar el valor terapéutico de sus andlogos en la pencreaati--

tis.
-8~



Actualments se estudia el papel de 1a SRIF en la gas-
tritis y en la (lcere duodeénal y gdstrica debido a que pusde in

hibir la secrecién de &cido, gastrina y secretina,

2.1.2 VASOPRESINA (38, S6)

La AVP es une hormona peptfdica cuyo nombre de-
riva de su propiedad para contraer el misculo liso y elsvar la-
presifn arterial, Su sintesis y secrecidén la realizan las neuro

nas de los nicleos paraventricular y supradptico del hipotdlamo

AVP

cglya-ryr-mu-Gxn-uan-cys-Pro-urg-cxn
|
s

S

En 1a rata, el gen de 1a AVP contiens 3 exones-

y 2 tntrones (70). Primero se sintetiza un precursor de slto pe

90 molecular. - preprovasopresina - que contiene s p-rtsr'do su-

- axtremo.emino terminal la sscusncia del péptido sefiel, de la --
AVP, de la neurofisina y de un glucopéptido. Eetas secuencias -

son removidas durante el trénsito del precursor por el retfculo

endoplésaico, apsrato de Golgi y grénulos de secrecién para 1li-

berar & la “hormona madura®™, Los grénulos de secrecién, que son

desplazados por movimientos axoplésmicos, viajen desde el soma-

celular en los niicleos paraventricular y supradptico hasta las-

-9-



terminales nesuronales en la heurohipéfisis, donds vierten su --
contenido al espacio extracelular pcr exocitoais, de ah{, la --
hurmona ingresa a la sangre, Este sistema es conocido como el -

sistema neurosecretor clésico,

En la dltima década se ha dascrito un segundo -
siatema neurcsecretor, en el cusl, algunas neurcnhas vasopresi--
nérgices del nicleo paraventriculer, presentan terminasles en el
aistema porta hipofisiario de mode que pueden vertir su secre--
cién en ssta red de capilares que irrigan a la edenochipéfisis -

pare regular la sscrecién de ACTH (99).

El rifén es el principal 6rgane blance de la --
AVP. A nivel de los tébulos colectores, sumenta la permeabili--
dad a la ursa y al agua, por 1o cusl la AVP también es 1lamada-
1a hormona antidfiurética. En la porcién gruesa del asa de Henle
1a AVP eatimuls la resorcidn de los {ones de sodio y cloruro. -
Estos efactos sstdn wediados pof receptorss espec{ficos acopla-

dos al sistema de la adenileto ciclass.

Fisiolégicamente la secrecifn de AVP asté regu-~
lada en primer lugar por la osmolaridad del plasma y después --
per el volumen ‘sangufneo y 1la presidn arterial, Un incremento -
de la pre:ifn osmética del plasme, como ocurre en le deshidrate
cién constituye une ssfial qus los osmoreceptorss del hipotélamo
detectan para sstimular 1a s{ntesis (29) y secrecién de 1le AVP,
En la hemorragia, la secrecifn de AVP es estimulada para contra

rrestar la hipovolemia e hipotensién consecuentes,

-10-



Existen enfermedades causzdas por la alteracidn-
permanente de los niveles plasmiticos de AUP. Su disminucidn, cg
mo en la diabetes ins{pida neurdgena, ®std causada por la degens
racidn idiopdtica de los axones de las neurcnas vasoprasinérgi --
cas o por la lesién de estos en cirugfas de la hipSfisis lo que-

ocasiona la excrecién abundante de orine dilufda,

En la diabetes ins{pida nefrégens, los niveles =~
plasméticos de AVP son normales o elevados,,perc la orina estd -
dilufda y su volumen aumentado, probablemsnte por la falta del -

receptor de AVP en el Tifén.

Algunos tumores diferentes a los de la hipéfisise
(como los carcinomas del pulmén), secretan AVP y elevan su nivel
on el plasme, esto cause que la orina se concentre, que se reten
ga agua y el plasme se diluya, no obstante que la ingesta do ---

agua sea nhormal.

Actualngnt. se reslizen otros estudios de lz2 AUP
a) se ha sugerido que la presencia de “erminales vasopresinérgi-
ces en el encéfalo, en zones fuers del hipotdlamo, estén involu-
cradas en procesos de aprendizaje y memoria, b) tambidn se husca
el significado fisiolbgico de terminales vasopresinérgicas en la
wédula espinal y en el niclso Tracto Solitario donde se les ha -
asociado con ls regulecién de la presidn arterial, c) Se investi
gan les razones de la expresién del gen de AUP en el timo, ova--

rio, testiculo y aédula adrenal.

-11-



2.1.3 OXITGCINA (3B, 56)

La OT es un nonapéptido sintetizado en el niiclec-

paraventricular del hipotélamo.

C{n-fyr-l1a-Gln-A.n-C{t-Pro~Lou-Gln

S S

El gen de la OT es similar al de la AUP, pues se-
supone que amboa evolucionarocn de un gen ancestral comin, Tiene
3 exones y 2 intrones. Al igual que otras horeonas peptidicas,-
infcialmente se sintetiza un precursor de alto peso molscular -
que en este ceso contiene, a partir de su extremo amino termi--
nal, ls secuencie del péptido sefal, la de la OT y la de la ney
rofisina (diferents a la de AUP).

Durante el parto, la distensién del Jtero estinmu-
la la secrecién de la OT para causar la contraccién del misculo
liso uterino y facilitar le liberacién del fete, sin embargo, -
llama la atencién que el parto es casi normal en aquellas hem--
bras en las que los axonss de las neuronas oxitocinérgicas que-

llegan a la neurchipéfisis estén destrufdos,

En la lactancia, 1a estimulacién del pezén acele-

ra la secrecifn de la OT para contraer a las células _——e-

—-12-



mioepitelieles que recubren los conductos mamarios y asf expul-

san la lechs.

A la fecha se investiga si le OT tiene efecto fie
sioldgico antidiurdtico {22, 55) y se busca el significado de -
1a presencia de terminales oxitocinérgicas fuera del hipotdlamo

(112).

2.2 METABOLISMO DE LA CISTEAMINA

La CSH o B-merceptoetilamina es un compuestoc que-

se genera in vivo a partir de la hidrélisis de 1la coenzima A --

(esquema 2), en una resccidn catalizeda por la pantetefnasa (24

85, 87).

El metabolismo ulterior de la CSH ocurre en gl -~
grupo sulfhidrilc de la noldcula. La dioxigenasa de la cisteami
ne introduce una molécula de oxfgeno al ezufre de le CSH trans-
forméndole en hipoteaurina (24, 46, 105), luege la hipotaurina -
es oxidada con un &tomo mds de ox{geno y transformada en tauri-
na, Esta reaccidn ss catalizada por la deshidrogenasa de la hi-

poteurina que requiere de NAD {62, 74, 104, 116),

El destino de la taurina puede ser variable, Ac-~
tualmente se estudia su papel como neurotransmisor o neuromodu~
lador (39) en el sistema nervioso central, Es posible que una -
fraccién de la taurina total continue metabolizéndose para for-
mar &cido isetidnico (74, 116). La teurina se excreta como tal-
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ESQUEMA 2
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en la orina y como tauroccolatoc en las heces, previa conjugacién

en la bilis con el 4cido taurocélico (116),

2.3 LA CISTEARMINA DEPLETA R LA SOMATOSTATINA INMUNDREACTIVA
EN EL HIRPOTALAMO DE LA RATA, MECANISMO DE ACCION.
INFPORTANCIA DE LA S~CARBOXIMETILACION

En 1961 Szabo y Rgichlin reportaron que la admf-.
nistracién in vivo de la CSH causaba la deplecifn reversible de
SRIF inmunoreactiva en el hipotflamo, el pdncreas y en las mucg
sas géstricea y duodenal de la rata (105). Se observd también -=-
que los niveles de SRIF inmunoreactiva en el hipotdlamo y la m§
dula espinal volvfan 2 la normalidad en 48 hrs (58) y una sema~

na respectivemente, después de administrar la CS5H,

También otros han corroborado ampliamente el ofeg
to depletor de la CSH sobre la somatoatatinl_inmunoraactiva en=-
la retina (92), cultivo de {slotes de Langerhans (40, 71, 80),-
yen diversas regiones del sistema nerviosc central de la rata-
{73, 91), eungue sin proponer un mecanismo de accibn para le --

CsH.

Ademds de su efectc sobre la SRIF, otras hormonas
que nc parecen ser afectadas por la CSH son, en cersbro: la hor
mona liberadora de la hormona luteinizante, la encefalina, el -
péptido vasoactivo intestinal, la colecistccinina (58, 72), el-
relaeiunado con el gen de la calcitonina (16). En la adenohipb-

fisis de ratas tratadas con CSH, tampoco se alteran los nivelss
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de 1a hormopa del crecimiento, la hormons estimulante del folf-

cula, aunque s{ se observa 1a deplecidn tisvlar de la Prl (65),

Algunos autorss trabajaron con 1a& taurina y chseg
varon que esta podfa inducir la sscrecién de le SRIF en células
de corteza cerebral en cultive (1), v sugirieron en base & es-~
tas observaciones y al esquesa 2, que la CSH, por ser precursor
de la taurina, podfs estar sstimulande la secrecidn del péptide

cauysando as{ su deplecidn tisular,

Adends no habfa sido posible atribufyr sste efacto
del eminotiol a ume interaccidn quimice directe sntre la CSH y=
la SRIF a través de puentes disulfuro mixtes (suponiende que la
formacién de ruentes disulfuro ocurre esponténeamente sin caté-
lisis enzimitica), porque 1a adicidn de CSH, alin a sltas concen
traciones a las tubos con SRIF, no altera su medicién par rea-e-
dicinmuncandlisis (105, 107). Obasrvacicnes semejentes se hicie

ron también en el ceso de la Prl (65).

Habiende sidoc descartados la hipersecrecidn de la
SRIF, la necrosis de célules somatoetatinérgices (20), asf como
una interaccidn qufmica directa entre la CSH y ls SRIF, como ne
csnismos de accldn de la CSH pera depletar a la SRIF inrunoresac
tiva, faltaba por conocer el sfecto del aminotiol sobre ls bio-

sintesis y degradacién del péptido.

mercande in vivo a los péptidos con L-(355)Cys y-
empleando la CLAP como méiodo de su purificacidn (29), Frenco--

Bourland precentd evicdencim sugiriendo que 1a CSH podfa {ahibir
—~16~—



la biosfntesis des S5RIF-14 y la de OT, aunque sin afecter la de-
AVR (30), en hiputﬂlumns-y'neuruh1p6fi§ia de ratas tratadas con
la droge; més tarde, en los mismos tejidos, encontré aumentada-
le degradacién de SRIF y OT y ein ningdn cambio le de AVP (31),
Estas observaciones concordaban con el afecto depletor de l1a -o
CSH sobre la SRIF (58, 91), la falta de efecto sobre 1a AVP «-

(30) y demostraba por primera vez un efecto sobre la 0T,

No fue hasta que Lorenson (51, 52) sugirié que la
deplecién de la Prl adenohipofisisria podrfa ser atribufda a -
una interaccidn directa sntre la CSH y le Prl, a través de pusp
tes disulfuro mixtos, que volvié a2 surgir la posibilidad de una
interaccién qufmica directa entre la SRIF y la CSH como mecanis
no de su accién dsplaénra sobre 1los niveles tisulares del pépti
do,

En base a sus estudios acerca del comportamiento-
electroforético de la Prl, que se altera cuando la Prl se incu-
ba con CSH y se normaliza cuando las mismes muestras se tratan-
despu&s con 0,1 m de B-mercaptoetanol, alteraciocnes que sugs-«-
rf{an una interaccién directa entre el péptido y la CSH & través
de puentes disulfuro amixtos, Lorenson especuld que e@sta inter--
accién podrfa ceusar la deformacién espacisl de la Prl y con --
ello evitar que fuese reconocida por su anticuerpo, lo que con-
ducir{a a la pérdida de su inmunorsactividad en las ratas trata

das con CSH (52).

Como consecuencia de estos trabajos, hubp que «-=
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reinterpretar los rasultados de biosfntesis (30) y de degrada-~
cidn (31) de Franco-Bourland.

De ocurrir la formacién de puentes disulfuro mix-
tos entre los péptidos y la CSH (figure 1, producto 11), o de -
"agregedos® del péptido entre s{ o con algin tiocl intracelular-
(figura 1, producto I11), el producto de ambas interacciones se
r{a quinmicenente diferents al péptido nativo (figura 1, espacie
1) y por lo tanto no identificeble esn un sistema CLAP calibrado
con péptidos mintéticos iguales al nativo (figura 1, c).

En base a sstas observaciones, es que ahora se ha
medido la bicsintesis y degradacién in vivo de SRIF-14, AVP y -
07 en hipotélsemos o neurchipéfisis de retas tratadas con CSH =«
que recibieron L~(355)Cys. A diferencia de las ocasiones ante--
riores y con el propésito de destrufr cualquier posible inter--
accidn entre el péptido y la CSH o cembio inducido por el eminp
tiol, esa vez, los extractos tisulares de estos animales, in--
cluyendo los del grupo ‘control, han sido sometidos a S-CM entes

de su purificacién por CLAP.

Le S-CM ®s una reaccién quimica, que implica pri-
meramente, la reduccién de cualguier puente disulfuro y después
la carboximetilacién de los grupos tiol resultantes (figura 1,-
a). De esta meners, la S-CR, rinde un solo producto peptfdico -
S-CM (figure 1, producto 1V), independientements del posible -~
compuesto formado entre la CSH y el péptido, identificable en.-
un sistema cromatogréfice calibrado con péptidos-5-C? (figura 1
c)e
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3.2 BATERIAL, REACTIVDS Y EQUIPO

3.2.1 material 8iolégice

Se utilizaron ratas Wisier macha criadas en el bioterio -

del INNS5Z.

Los anicmales fueron trasladados al labarstorio pesando en
tre 150 y 180 g para su acondicionamiento por 2 o 3 sesanas, an

tes de ser sometidos & manipulacidn algune.

En el lsboratorio fusron distribufdes por pares en jaulas
colgantes de acarc lnoxidable y mentenides con iluminecién naty
rel a una temperatura gue fluctuf entre 20 y 25°C; tenisndo ac-

ceso libre & sgua de 1a llave y a slimento para roedores Furina

Pars 10s experimentos (nicamente se smplearon las ratss ~
que finalmente aleanzaron un pesc de 240-260 g. Su asfgnacidn a

diferentes grupos experigentales fus sl azar,.

3.2,2 ttaterial de Laboratorie

Acrf{lico Dentel sutopolimerizable Orthodent (Dientes Acrflicns)
Bistur{ # 11 (Aesculap-tarke, AB, Tuttlinge, Alamanis)
CANULAS-GUIA. DiseRades y fabricedas por el Or. Hugo Solfs y el
5r. Radl Bernal de la Unidad de Inuvsstigaciaenes Cersbhrales y -
Neurpcirugfa en colaboracién con la Dra. Rebecce E, Franco-Bour
land dal INNSZ.

Cartuchos Sep Pak C18



Coera para hueso Bonewax (Ethicon W31)

gfgonja de Gelatina Estéril Gelfoam (The Up-John Co, Kslamazoo-

Frascos de polietilenc (5 al)
Jeringa Hamilton 75-N (5 ul)
fMandril de acerc inoxidable de 1.60 a 1.65 ecm de longitud

T:rnii%os # mX-080-2F de acero inoxidable {Small Part Inc, Mia-
ai, F

Tubos de polipropileno (varios voldmenes)
Vasos de precipitadoc (varios volimenes)

matraces volumétricos {varios volémenes)

3.2.3 Reactivos

Todos los reactivos son del grado de pureza mds alto disponible

sn sl mercado.

Acetonitrile grado HPLL (Fisher Scientific Co, Pittsburg, PA)
Acido Acético (JT Baker, méxico)

Acido Iodoacético (JIT Baker, méxico)

Albdmina S€rica Bovina {Sigma Chemical Co, St Louis MO)

Azul de Metileno {JT Beker, México)

Bis~(0~-metil eatiril)~benceno, "8is msB*, (New England Nuclear-
Corp, Londres

1,4 bis (2-(4-metil-5~-fenil)oxazolil)-benceno, "Dimetil POPOPA-
(Packard Instruments)

cisteamina {clorhidrato de cisteamina), (Sigma Chemical Co, St-
Louis mo

2,5 difeniloxazol (PP0), (Sigma Chemical Co, St Louis MO)
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bDitiotreitol (37 Baker, Wéxico)

EDTA (JT 8aker, México)

ketalar (Quetamina), (Parke Davis, Féxice)
L-(35s)Cys (Amershan, Amershan UK)

NitrSgena (INFRA, México)

Oxitecina (Vege Biochemicals, Tucson AZ)

Rompén (Xilacina), (Bayer, Méxica)
Somatostatina-14 (Sigms Chemical Co, S5t Louis m0)
Somatostatina-28 (Sigma Chemical Co, St Louis M0)
Tris (37 Baker, féxice)

3.2.4 Equipo

Centrifugas:
Centr{fuga Sorvsll RC-5b (Dupants Instruments, Newton, CT)

fmicrocentr{fugs TM 12 (Beckman Instruments, Anaheim, CA)

Siatema de Cromatograf{a t{quids de Alta Presidn:

Cromatégrafo para gradientes 332 con un microprocesador 420 (Beck
aan Inatruments =

Colusna u Bondapak Cl8 de dimensiones 3.9 sm X 3D cm, protegida -
con una precolumna {(Uhatmen CSK 1), empacada con Co:Pell ODS

Un calentsdor pere columnes L£~23A (Bicanalytical Systems, Inc, -
Ysst Lafayatte, IN

Integrador Chrematopac C-RIA (Shimadzu Corp)
Detecter UV de LKB {alfa 138 Uvicord)

Otros:

Espectrémetsro de Centelleo Licuido TPl CARB {Packarc Instrunonrts
-23~



modelo 3330), ajustado a 14°C
Liofilizador Speed Vac (Savant Instruments)

Fstereotdxico (David Kopf Instruments, Tujunga, CA)

3.3 METODOLOGIA

Se usaron ratas Wistar macho de 240-260 g a las -
que se les implantd una cénula-gufa dirigfda al 111 ventriculo~-
para administrar L-(355)Cys y marcar a SRIF-14, AVP y OT,

Dfas después se realizaron los experimentos si-ee
guiendo dos protocolos: uno para medir le biosintesis de los -«
neuropdptidos y el otro para evaluar su degradacién. En el de -
bios{ntesis se administraron subcuténeamente 300 mg/kg de CSH y
4 hrs despuds 40 uCi de L-(355)Cys vfa icv. La rata fue sacrifi
cada 4 hrs m&s tarde. En el cde degracecién, primero se adminise
tré le L-(355)Cys v después la CSH., La rata fué sacrificada 2 -

hrs més tarde,

El sacrificio de los animales se hizo por decapi-
tacidn con ayuda de una guillotina, luego se efectud la disece-
cién del hipotdlemo y la neurshipéfisis. Se usé una solucidn --
4cida-fria par; horogeneizar a cade tejido individualmente y pa

re extraer a los péptidos.

Posteriormente se centrifugd a los extractos y se
proces$ el sobrenadante. Los péptidos fueren prepurificados por
adsorcidn @ octadecilsilano y luego S-CM. La purificacidn ce hi
2o en dos sistemas de CLAP, E1l conterido neurchipofisiario de -
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AVP y OT ss determind por absorcién UV a 206 nm y la radioacti-
vidad se midif por espectrometr{a de centelleo 1{quido., En el -

andlisis estad{stico se usé la prueba U de Mann-fhitney.

3.3.1 Implantacidn intracreneal de cénulas-guie dirigfdas
al IIT ventriculo de ratas

Bajo control astereotdxico implantar intracranealmente, -
cénulas-gufa dirigfdas al III ventrfculo de las ratas, Las cény
las-gufa son de aceroc inoxidable, calibre # 21, de 1.60-1,65 cm
da longitud (fig. 2).>

Estando profundamente anestesiada la rates, centrar y fi--
jar su cabeza (previamente rasurada) en el estereotdxico, con--
forme a las coordenadas de Paxinos y Watson (79). Lavar la cabe
za con agua y jabdn, despuds, efectuar una incisifn sagital en-
la piel y sujetar a asta con un blefarostato. Remover el tejido
conectivo del créneo presionandoc con un aplicador estéril y Tes
par suavemente con una legra, para visualizar las suturas y prg

parar le superficie en la cual se fijaré el acrflico.

Estando la cdnula-gufa atornillada a un soporte del este-
teotdxico, ponerla en la linea media, 2 1.5 mm posterior a breg
ma (fig. 3), definida segdin faxinos y Watson (79)., Marcar esta-
posicién en el créneo y trepanar manualmente con una broca fina
de 1.2 mm de seccidn transversal, vy que tiene un tope de polie-
tileno ajustado a 3 mm de la punta. Aspirar y detener el =sangra
do proveniente del seno sagital superior, bajar la cdnula sobre

la trepanacién hasta llegar al tcpe de teflén. Antes de -
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fijar la cdnula con el acrflico, controlar cualquier sangrado --
del crdneo con cere para hueso y del msculo circundante con es-
ponja de gelatina estdsyil. De ser necesario, limpiar @l drea con

una solucién salina estéril.

Fijar la cédnule con acrflico dental autopolimerizable =~
transparente y con 2 tornillos de acero inoxidable colocedos a -

S mm de distancia, como se ilustra en la fig. 3

Una vez endurecido sl acrflfco, destornillar el soporte de
la cédnule, y colocar un mandril de acero fnoxideble de 1,60-1,6%

cm de longitud dentro de ella,

3.3.2 Administracién intracerebroventricular de L-(355)Cys a
ratas con cénulas-guia intracraneales

Bajo control estereotdxico (fotograffa) vy snestesia ligera
inducida con dter, administrar al IJI ventrfculo (figura 4), v{a
la cénula-gufa, 40 uCi de L-(355)Cys en 2 ul de una solucién da-
ditiotreitol 10 mf en solucidn salina, Emplear una jeringa Hamil
ton 75-M de 5 ul, y fijer al soporte del estersctéxico, Hacer --
descender la aguja 9 mm dentro del cerabro, hasta alcanzar el --
111 ventrfculo ‘(figura 4), quedando la punta entre 1,0-1.2 sm de
la base del crédneo. La inyeccién del radioisétopo requiere § min
La precisién de la colocacifn de la cénula~-gufa y del sitio de ~
la inyeccidn se varificen anatdmicemente en otrc grupn de ratas,

inyectancdo 1 ul de azul de metilenc.
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3.3.3 Administracién de diversas drogas
Induccién de anestesia profunda

Inducir la anestesia profunda en las ratas administrando -~
por via intramusculaer, 10 mo/kg de peso corporal de clorhidrato-
de xilecina (Rompln) seguido, 10 min después, de B0 mg/kg de pe-

so corporal de quetamina (Ketalar).
Administracién subcutdnea de Cisteamina

Rates con cénulas-gufa intracransales reciben vfa subcutd-
nea, una dosis dnice de clorhidrato de cisteamina, 300 mg/kg de~
peso corporal, en un volumen de 0.5 ml de una solucién acuosa -
ajustada a pH 7 con NaOH 0.1 M. Independientemente de la dosis,-
le administracién de CSH siempre origina una hemorragis en el si
tio de la inyeccién. Algunas ratas tratadeas con CSH se vuelven -
ligeraments letdrgicas en comparacién con las controles, aungue-

no dejan de beber ni de comer en forma normal.

Las ratas cuntrnl.r.cibtn v{a subcutdnea D.5 ml de NaCl --

0.1 m.

3.3.4 Diseccidn’ de blogues hipotaldmicos y de neurohipéficis

Extirpar el cerebro cortando ventralmente 1os nervios épti
cos y luego el tallo hipofisiario, de tal forma, que éste quede-
unido =21 hirotélamn. Colocar el cerebro en ura placa de vidrio -
scbre hielo, con la parte ventral vierndo hacia arriba.

Emplear un bistur{ # 11, obtener una rebanacde de cerebro -
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haciends dos cortes coronales, uno anterior al quiasma dptico y=-
otro anterior a los cuerpos mamilares. Luego, colocar la rebana-
da sobre su superficie caudal, y hacer 2 cortes sagitales a 3 mm
de cadea ladoc de la linea media, Obtensr el bloque hipotaldmico -

haciendo el dliimo corte & la altura de la comisura anterior,

Spparar las neurohipdfisis de las adenchipéfisis con unas-

pinzas finas y con ayuda de una lupa,

3,3.5 Extraccién y prepurificacién de Somatostatina-14,
Vasapresina y Oxitocina, marcadas con L-(35S)Cys,
de hipotdlamos y nsurchipéfisis individvales de

ratas

Los blogques hipotaldmicos y les naurchipéfisis de ratas ca
nuladas, que recibieron via icv L-(35S)Cys, se procesen por indi
vidual a 4°C en tubos de polipropilenc inmediatamsnte después de
su diseccidn, Extrasr los neuropéptidos-L-(355)Cys por homogene}
zacidn de los tejidos en 4 ml de dcido acético 2 M, conteniendo~
0.01% de albdmina sérica bovipa mds azida de sodio 0,01%, en pre
sencia de 2 ug de cada uno de los péptidos sintéticos: AVP, OT -
y SRIF-14, los cuales se utilizan como acarreadores de los pépti
dos radioactivos, como marcadores cromatogrdficos en CLAPR, ade--
més de que parmiten medir el rendimiento de los péptidos radioag
tivos al final del proceso de purificacién, La AVP y OT endége--
nas neurchipofisiarias también sirven como acarreadores y merca-

dores cromatogréficos.

Centrifugar los homogeneizados e 10,000 X g durante 1 hr,
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en una centrffuge Sorvall RC-5. Separer los extrectas dcidos so
lubles, lavar las pestillas de la protefina precipitada en el --
Scido acdtico con 4 ml de la solucién 4cida extractente. Combi-
nar los extractos y los lavados correspondientes, filtrarlos a-
través de caertuchos Sep Pek C18 con octadecilsilano, previamen-
te humedecidos con isopropanol, acetonitrilo y lavados exhausti

vamente con agua,

Lavar los neuropéptidos-L-(355)Cys adsorbidos, con 3 ml -
de &cido acético y elufrlos con 9 mwl de acetonitrilo &l 40Y en-
4cido acético 2 m.

A cada muestra adicionar 1 mg de slbdmina sérica bovina -
pare concentrarla e 1 ml 8n un liefilizador Speed Vac y poste~--
riormente 5~CM. Luego, concentrarlas a 200 vl y purificarles en

CLAR,

Purificar en CLAP en dos pesos sacuenciasles. En el prime-
ro, usar dos soluciones de Formiato de Trietilamonio 0,005 M, -
pH 4.5, en mcetonitrilo (5 y 60¥). Efectuar un gradiente lineal
de 5 a 48% de acetonitrilo en 40 min. Finalizado este procedi--
miento, colectar lees muestras y juntarles en un sclo volumen; =
concentrar a 200 ul y analizer en sl sequndo paso de CLAP, En -
este paso, usar dos soluciones de hexanosulfonato de Ma 0,19 en
dcido acético 0,02 M y acetonitrilo (10 y 60%). Efectuar un ara
dienta lineal de 10 a 605 de acetonitrilo en 60 min. Colactar -
las muestras para cuantificar por espectromatria de centslleo -

1{quido.
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3.3.6 S~CARBOXIMETILACION

A los extractos peptidicos, ya prepurificados y concentra
dos, afadir une sclucidn amortiguadora que contiene 500 ul de ~

Tris 0.5 M, pH B.8 y EDTAR al D,.36%

Gasificer cada extracto con Nitrdgeno durante 3 min y so-
meter a reduccién durants 2 hrs con 100 ul de ditiotreitol B3 -

mi en un bafio de agua a 35%,

Para evitar la carboximetilacidn inespec{fica & otros ami
nodcidos de los neuropéptidos-L-(355)Cys, o bien, la formacidn-
de complejos entre dichos aminodcidos y el yodo (42), gasificar
nuevamente las muestras con nitrégeno y colocarlas Qn hielo pa-
ra ser 5-CM durante 30 min con 100 ul de écido iodoacético 143~

alt.

La mezcla de reaccién que ahora contiens AVP-L-(355)Cys--
5-CM, OT-L-(355)Cys-5-CM y SRIF-14-L-(355)Cys~S-CM es concentra
da a 200 vl para CLAP.

3.3.7 Medicién per espectrometria de centelleo 1fgquido de la
incorporacidén de L-{355)Cys a los neuropéptidos en las
fracciones cbtenidas por cromatograffe

medir la L-(355)Cys asociada a las fracciones obtenidas -
por CLAP en frasguitos de polietileno, que contienen 3 m) de la
solucidn centelleante de Bray para muestras acuosas, can la si-

guiente composicién qufmicas
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Etilenglicol ~ 40 ml
Metanol - 200 m}
Naftaleno - 120 g
PPO - 8g
Dimetil-pPOPOP - D.4 9

Dioxanao aforar a 2 1

La eficiencia méxima de conteo de (355) en estas condi--
ciones es dal 84% dscrece con el decaimiento del radioisétopo,
pero es indepsndiente dsl volumen y de la composicién gquimica-~

de las muestras.

Evaluar la caﬁtidad total de radioactividad assoc{eda a -
cada fraccién peptf{dica de hipotdlamo o neurchipéfisis, norma-
lizando las dps totales de cada fraccidén (wenos el nivel de -

fondo) y ajustdndolas a un 100% de recuperacidn.

£1 factor de normalizacién para las fracciones de una -~
neurchipéfisis sn particular es el valor de la relacidn entre-
las dpm totales del extracto soluble crudo de dcido acético de
la neurohipéfisis en cuestidn y el promedio de las dpm totales
de los extractos solubles crudos de todas las neurchipéfisis -

del experimento,

El factor de normalizacién para las fracciones de un hi-
potélamo en particular, es el valor de la relacién entre las =~
dpm totales del extracto de dcido acético del hipotélamo en -~
cuestién y la media de las dpm totales de todos los hipotdla--

mos del experimento.

Las dpm totales de los extractos solubles crudos de hipg
tdlamos y de neurohipéfisis se determinan a partir de las dpm-
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de alfcucstas de los extractos, contadas en 3 ml de Bray.

Los % de recuperacidn de los neuropéptidos-L-(355)Cys-S-~
Ch de hipotélamos, obtenidos por CLAP son iguales a los X de re
cupsracidn de sus similares sintéticos aradidos a los extractos

al inicio de su proceso de purificacién.

Los ¥ de recupsracién de los péptidos neurohipofisiarios-
endégenos (AVP y OT ya S-CR), y de loa péptidos redicactivos y-
5-CM que acarrean, son iguales a los % de recuperacién de la «
SR1F-14 siHadida & los extractos neurohipofisiarios al inficio de

su purificacién y posteriormente S-CM.

El ¥ de recuperacién de un pdptido sintdtico ses determina
por absorbancia UV & 206 nm e integracidn del £rea bajo el pico
coeparativamente contra sl drea de un patrén., Estos valorss se-
detsrminen individualmente pera cada péptido sintdtico afadidoe

a cada una de las preparaciones tisularses.

La radicactividad .esociada a cada péptido estd expresada-

por blegues hipotaldmico o neurohipéfisis,

3.3.8 ANALISIS ESTADISTICO

Se empled la estad{stica descriptiva habitual para expre
sar los datos con la medis # 1 desviaci6n esténder de las cb--

servaciones,

Se requirif de la estadistica no paramétrica para hacer-
la inferencia estad{stica, Espscificamente se empled la prueba
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U de Mann-Uhitney. Su uso se justificé dado que los datos satis
facen una escala ordinal (y mucho més), que las mueetras son ip
dependientes y que la prueba no exige una distribucién normal -
de los datoe. La U de Mann-@hitney es una altsrnativa No parsmé
trica de la t de Student. Las probabilidades (p) estén dadas bi

lateralasnte.
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CAPITULO Iv

RESULTADDS Y DISCUSTION



4.1 RESULTADDS

Buscando mejor comprensién de los resultados, estos fueron

segmentados 16gicamente.

4.1.1 Comportamiento cromatogréfico de Somstostatina-14,
Vasopresine y Oxitocinm en los sistemas T y I}

En la grdfice I se presenta el psrfil de absorbancia UV-
a 206 nm de SRIF-14, AVP y OT sintéticos, corridos en CLAP 1 y

CLAP 1I. Los tiempos de retencidn estén dados sn min.

En CLAP I se analizaron 0.46 ug de cada péptido a excep~
cién de l1a SRIF-28 (0.92 ug). En CLAP I1 le cantidad enalizade
fué 0,46 ug para cualquier péptido.

Los tismpos de retencidn en CLAP I1 son mayores que en =
CLAP 1. En CLAP II se usé hexanosulfonato de sndioc como agente

spareador iénico,

SRIF-14 y SRIF-28 tuvieron difsrentes posiciones de elu-
cién uno respecto el otro., La SRIF-14 sirvié como patrén inter

no y externo de’ cromatograffa,

Independientemente del sistema de CLAP usado, el nivel -
de absorbancie de OT fue mayor que el de AVP. La absorbancia -
de SRIF-14 y SRIF-28 fue similar en CLAP II; en CLAP I se ana-
1izaron diferentes cantidades de cada péptido, De CLAP I a --

CLAP 11 las somatcstatinas invirtieron su orden de elucién,
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Los promedics de los tiempos de retencién de los péptidos

sintéticos fueron:

an_CLAP I3
AVP = 12,574 0,05 min, n=10
0T = 17,44 + 0.05 min, n=10
SRIF-28 = 22,57 4 0.07 min, n=210
SRIF-14 = 25,68 ¢ 0.05 min, n=10

8n _CLAP II:

AVP = 16.64 ¥ 0.07 min, n=10
0T = 17.92 F 0.07 min, n=10
SRIF-14 = 29,53 % 0,08 min, n=10
SRIF-28 = 30.73 4 0.10 min, n=10

4.1.2 Comportamiento cromatogréfico de Somatostatina-14,
Vasopresina y Oxitocina en los Siatemas Cromatogréficos
I y 11, después de S-Carboximetilar

En la gréfica Il se musstra el cromatograma obtenido por
absorbancia UV a 206 nm de los pdptidos sintétices, previamen-
te S-Cm y analizados en CLAP I y CLAP Il. Se indican los picos
correspondientes a SRIF-14-S-CM, SRIF-28-5-CM, AVP-S-CM y OT-~

5-Cm, as{ como sus tiempos de retencidén en mins.

.Las medias de los tiempos de retencidn en CLAP I y CLAP=-

I fueron:
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en CLAP T:
AVP=5=Ch =
0T=-S-Cft =
SRIF-28-5-CM =

SRIF=-14-5-CM =

en CLAP 113
AVP-5-Ch =
0T-5-CM =
SRIF=-14-S-CM =
SRIf=-28-5-CM =«
Al igual gue en el andlisis
orden de

CLAP I a CLAP II,

La
cn fués

AYP~S-CH =
0T-5«CM =
SRIF=14-5-CM =
SRIF=-28=-5-Ci =

—-42 —

10.1
13.6
24,8
26.5

+ 0.05 min, n=210

+

0,05 min, n=10

+ 0,07
+ 0.08

min, n=10

min, n=10

10,9 &

12.8 #

25.5 &

27.5 $ 0,10

0,07 min, n=10

0,07 min, n=lD

0,08 min, n=10

min, n=10

de los péptidos netivos, el -

elucién de SAIF-14-5-CM y SRIF~-28-5-CM se invirtié de-

recuperacidn de los péptidos sintéticos despuéds de 5--

15.0 4 2.0 %
10,0 4 3.0 %
66.2 4 5.3 %
30.3 +£7.3%"



4,1.3 Niveles de Somatostatina-14 marcada con L=(355)Cys vy
S=Carboximstilada en, hipotdlamos de ratas control y
de ratas tratadas con cisteamina

£n la gréfica 111 estdn flustrados los perfiles de radip
actividad asociados a las fracciones de la SRIF«14~5-CM de ex-
tractos de hipotélemos individuales, identificados por absor--
bancie UV a 206 nm y obtenidos por CLAP 11 (en cromatogrames -
similares a los de la gréfica II). De izquierda a derecha (grf
fica I11) se aprecian los niveles de SRIF-14-L-(355)Cys=S-CM =
on el extracte de hipotdlamo de una rata control, en el de una
rata que fué tratada con CSH antes de la administracién de la~
L-(355)Cys (experimento de bios{ntesis) y en #1 de una rate -=
que recibid el precursor radicactivo antes que la CSH (experi-

mento de degradacidn).

En el caso del experimento de bios{ntesis ocurrié una --
disminucifn notable de la incorporacidén de la marca a la -e-e
fraccién de SRIF-14-L~-(355)Cy8~5-CM en relacién al caso con---
trol, E1 fendmeno resulté incluso més drdstico en otros anima-
les en cuyos hipotélamos no fue posible medir un nivel de bio-

sintesis de lm SAIF-14-L(355)Cys-S~CM.

En el experimento de degradacién, el nivel de radioacti-

vided asociada a 1la SRIF<l4-S<~CM fué igual al caso control,

Los resultados obtenidos en los experimentos control, --
bios{ntesis y degradacidn, estdn resumidos en la fig I. Las ba

rras representan las medias 4 1 desviacibn esténder de les dpﬁ
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GRAFICA III

NIVELES DE SRIF-14-L-[33(]JCys-S-CM EN EXTRACTOS
INDIVIDUALES DE RATAS CONTROL Y DE RATAS TRATADAS CON CSH

CONTROL CSH/L-{WS) Cys L-(*8S)Cys/CSH
T 1

24 SRIF-14-5-CM 1
SRIF-4-5-CH
20} 4
-
2 6l |
«
& SRIF-14-3-CM
o ek l 1
[5)
o .
&
o & ]
-
4 IE
N T T T 1l r T T T ~1 Ly T T T 1 -
0 20 30 0 20 30 10 20 30
FRACCION
——r—— —r—r— ———
25 26 27 25 26 27 28 28 27
TIEMPO, min -

—d4—-



_Figuma 3
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normalizadas y asociadas s las fracciones de SRIF-14-L-(355)--

Cys~5=-Ch.

4.1.4 Niveles de Vasopresina y Oxitocina, marcadas con
L-{355)Cys y S-Carboximetiladas en neurchipéfisis
de ratas control y ratas tratadas con cisteamina

Los niveles de acumulacidn de AVP-L-(355)Cys-S~CHM y de -
0T-L-(355)Cys=-S~Cl en la nsurohipéfisis, reflejan la actividad

biosintética de les neuronas hipotaldmicas.

En le gréfica IV se ilustran los perfiles de radioactivi
dad asociadas a las fracciones neurchipofisiarias de AVP-L-(35
S)Cys-5-CM y OT-L-{35%)Cys~5-CM, identificadas a partir de los
perfiles de absorbancia a 206 nm, similares a los de la grdfi-
ca II y obtenidos por CLAP I, En la gréfica IV se {lustran los
niveles de una rata control, de una que recibiera la C5H antes
que la L-(355)Cys (experimento de bioafntesis) y en una a la -
que se le administré el precursor radioactivo antes que la CSH
(experimento de degradecidn),. Los nimeros romanos indican el -

sistema de CLAP utilizedo finalmente en la purificacién,

Los niveles de AUP-L-(355)Cys-5-CN, tanto en el casc de-
biosf{ntesis como en el de degradacién fuaron muy simileares }ei
pecto al caso control. Estas observaciones fueron reproduci---

bles en cada caso (fig II),

Le media de las dpm normalizadas y asociacdas a AVP~L-(35
5)Cys-5-Cm fué 152 * 44 en el grupo control {n=3), 335 + 198 ~
~ 46~



GRAFICA IV
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FIGURA 11

NIVELES DE AVP-L-[35 SiCYS-5-CM Y OT-L-{38 §iCYS-S-CM EN EXTRACTOS
INDIVIDUALES DE RATAS CONTROL Y RATAS TRATADAS CON CSH
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en el de biosfntesis (n=4) y 198 + 25 en el de degradacién (n=2
Usando la prueba U de Mann-Whitney no se hallarocn difersncias =
significativas {p > 0.05) entre el grupo control y el de bios{p

tesis y entre el grupo control y el de degradacidn.

Le biosintesis de OT se estimd determinéndose el valor de
la razén de los niveles de 0T-L-(353)Cys-S-CM a AVP-L-(355)Cye~
S-CM en cada animal y en cade grupo experimental; en estos Glti
wos, el cédlculo se realizé usando la media de los niveles de ra

dioectividad de cada péptida.

Los perfiles de radicactividad en extractos neurohipofi--
siarios Iindividuales, ilustrados en la grédfica IV, tignen anota
do (ndmeros ardbigos) el valor de la razén de los niveles de --
DT-L~{355)Cys-5-Cn / AUP-L-{(355)Cys-5~CM. En 8l caso control --
fué 2.3, lo que indica gue normalmente la incorporacidn de la -

marca a la OT es alrededor del doble que & AVP.

En el extracto neurchipofisierio de la rata del grupo de-
degradacién, gréfica IV, la razdn de los niveles de OT-L-(355)-
Cys-S-CR / AVP-L~(358)Cys-5-CM fué 2.1, muy parecide a la del -
control {2.3), por 10 que la CSH no alterd 1a degradscién de la
oT.

En cambio, en el extracte dé la rata del grupo de biosfn-
tesis, gréfice IV, la razén de los niveles de OT~L-{355)Cys-S~-
cm / AUP-L-(35S)Cys-S~-CM fué 0.9, casi la mitad del valor del -
caso control, resultado de una disminucidn de la incorporacién-

de 1la marca a 18 0T (blosfntesis inhf{bida por CSH).
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Estas observaciones fueron reproducibles (fig I1). Los va
lores que resultaron de las razones de los niveles medios de OT
~L~(355)Cys~S~CMm / AYP-L~(355)Cys-5-CM fueron 2.5 en el grupo -
control, 2.3 en el de degradacién y 1.1 en el de biosintesis,

4.1.5 Contenido enddgeno de Vasopresina y Oxitocina en las
neurchipéfisis de ratas control y de ratas tratadas
con cisteamina

En 1a fig III se ilustra en contenido enddgeno (mg) de -«
AVP y DT en las neurchipffisis de ratas del grupo control, del-
de biosintesis (CSH/L-(355)Cys) y del de degradacidn (L-(355)~~
Cys/CSH), como le medie + 1} desviacidn esténdar. Mo se encontra
ron diferencias significativas entre el grupo control y el de -
biosfntesis vy entre el grupo control y el de deagradacién (U de-

rann-Uhitney, p% 0,05 en ambos casos).

4.2 DISCUSION

Desde que se diera a conocer sl efectc depletor de la CSH-~
sobrms la SRIF inmunoreactiva en varios tejidos dc la ra*a (58,-
72, 91, 92, 97, 165, 106, 107), surgié el interds por conocer =
ol mecanismo por medio del cual este fenémeno ocurrfa, dado el-
uso de la CSH en estudios experimentales relacionados a la f§--

siologfa de la SRIF (100, 103).
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Verlos mecanismos viasbles fueron descartados al comprobar-
se que la CSH, en la dosis comdinmente empleada, (300 mg/kg de-
pesc corporal), no es téxice para las células somatostatinérgi
cas (20, 107) y que no estimula la secrecidn del péptido (107)
Ademds, se concluyé que la CSH ne interaccionsba directamente-~
con la SRIF, ya que su adicidn in yvitro no altera la deteccién

de SRIF por radioinmuncandlisis (105, 106, 107).

Los primeros trabajos que ofrecieron una explicacidn tenta
tiva del efecto de le CSH scbre la deplecién in vivo de la --
SRIF inmunoreactiva, fueron de Franco-Bourland (30, 31). En es
tudios realizedos in vivo, en ratas, obtuvo resultedos que su-
gerfan que el tiol podfe iphibir le bios{ntesis de la SRIF-1l4-
L-(355)Cys (30) y mctivar su degradacién (31) en hipotdlamo, -
Simulténeamente, observé el mismo efecto sobre 1la OT-L~-(355)--
Cys pero no sobre la AYP-L-{355)Cys, demostrando con ello un -
espaectro de accién de la CSH més amplio, Recientemente, Came--~
ron y Fernstrom han ccmprobado estos resultados pare la SRIF--

14 y 1a OT (21).

Estudios realizados con la Prl (52), suglr;ernn un nuevo =
mecanismo de accidn de la CSH. Los resultados obtenidos sugi--
rieron la formacidn de puentes disulfuro mixtos entre el grupo
sulfhidrilo de la CSH y los puentes disulfurc de la proteine,-
ademds de la formacién de "agregados" entre la Prl y otras mo-
léculas con grupos tiol disponibles, lo cual, podrfae elterar -
la estructura tridimensional de la proteina e impedir el reco-

nocimiento con su anticuerpo,
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E£stas observeciones también podrien explicar los efectos de
la CSH sobre la deplecidn tisvlur de le SAIFf, asf{ como explicer
i1s disminucidn en los niveles de SRIF-14-L~(355)Cys y OT-L~{35~
S)Cys en louy experimontos de blosfntesis (30) y de degradacibn-
{31)s La formacidn de puentes disulfurc mixtos de estos pépti--
dos con la CSH, podrf{a no solo alterar su estructura primeris -
sino también cu movilided en el sistema cromatogréfico origipal
Los afsctas de 1s CSH sobre la disminucifn de la biosintesis y-
el aumento en la veloridad de degradacidn de los péptidos pudig

ron haber sido, tan solo, aparentes.

Aqui se han resvaluade estos pardmetros de biosintesis y de
degradacién de SRIF-14-L-(355)Cys, OT-L-{355)Cys y AVP~-L~{355)-
Cya, pero S~CM a los péptidos para romper los puentes disulfure
mixtos que pudieron haber formado con la CSH, Ademés, la sepers
cidn de los péptidos marcados am hizo en sistemas de CLAP cali-
brados shora con péptidogs 5-CM. En astas condiciones, se confir
mé gue la blosfntesis de SRIF-14 vy OT estd inhibidz en las ra--
tas tratadas con el tiol (30), perc no se encontrd alteracidn -

@n 1z degradecidn de la SRIF ni de la OT,

se concluye que la ausencia o disminucidn en los niveles de
SRIF-14-L—(3555Cys y 0T-L~(355)Cys observadas con anterioridade
(30, 31), sa debieron on el caso de los sxperimentos de bios{n-
tesis, y en el caso de los experimentos de degredacidn, a una -
alteracidn en sus posiciones de elucidn en CLAP, &n relacidn --
con los pépitidoe nativos, debidso probeblemente a la formacidn -

de puentes disulfurc mixtos entre ellos y le LSH. ta ruptura de
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estz interaccidn por $-CM y su aislamiento en sistemas de CLAP-
calibrados con los péptidos nativos 5-CM, permitid su deteccién
en los exiractos tisulares de ratas tratadas con CSM, 4 hrs des
pués de haber recibido la merca vfa icv. Results pues, que le -
deplecién de la SRIF inmunoreactiva, pudiera atribufrse tanto -
a su interaccién directa con la CSH como a una disminucidn en -
su nivel de bicsfntesis, pero no a un aumento en su velocidad -

do degradacidn.

Nuevamente la medicidn de AVP-L-(355)Cys, ahora en forma de
AVP-L-(355)Cys~5~CR on extractos de neurohipdéfisis de ratas tra
tadas con CSH, no reveld slteracicnes de su biosf{ntesis ni de -
su degradacién. Dada la similitud estructural entre la OT y la-
AUP, llama la atencién la insensibilidad de esta a la accidn de
la CSH, Por ahore no se tiene una explicacidn satisfactoria que

aclare esta especificidad de accién de la CSH.
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CONCLUSTONES



1.

2

4.

CONCLUSIONES

Se establecieron las condiciones ds reaccién para la S<CR -

de SRIF-14, OT y AVP (objetivo 1).

Se calibraron los sistamas de CLAP (I y II) con acarreado--
res sintéticos de SRIF-14-S-CM, OT-S5-CM y AVP-S-CM (objeti-

vo 2),

La disminucién de la incorporacién de la marca a SRIF~14 y-
0T, despuds de haber administrado la CSH -~ experimento de -
biosfntesis - (objetivo 3), confirmé la inhibicién de 1la --
biosf{ntesis de SRIF y OT en las ratas treatadas con CSH que-

sugirié Franco-Bourland (30, objetivo 4).

La disminucién de los niveles ds SAIF-14-L-(355)Cys y OT-L-
(355)Cys, marcados previamente a la administracién de le --
CSH - experimentos de degradacidn -, que habfan sido obser-
vados en las ratas tratadas con CSH (31) se debieron a 1a -
slteracién del puente disulfuro de los péptidos, que enton-
ces cambiaron su posicién de elucién respecto & sus acarreg
dores nativos en CLAP, porque ahora, al S-CM y calibrar sl
sistema de CLAP con acarresdores S-CM, los niveles de SRIf-
14-L-(355)Cys~5-CM y OT-L-(355)Cys~5-CM no mostraron altera
cién, lo que descartf al mismo tiempo un efecto de la CSH -

sobre la degradacién de SRIF y OT (objetivos 3 y 4),



5. La falta de afecto de la CSH sobre la biosintesis y degrada
cibn in vivo de le AUP, confirmé las observaciones de Fran-

co-Bourland (31, 32, objetivos 3 y 4),
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