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1,1 ANTECEDENTES 

Estudios realizados en ratea demostraron que la­

administraci6n de CSH (esquema 1), abata la inmunoreactividad -

da la SRif en varios tejidos (91, 105, 106, 107), entre ellos -

el hipotálamo (5B, 72), Esta depleci6n, que se consider6 selec­

tiva, pues la detección inmune de otros péptidos (enceratina, -

cclecistocinina, ate.) no se alter6 (58, 72), no fue atribu!da­

e una intaracci6n química directa entre la CSH y la SRif, ya 

que la medicidn de SRif !.!:! ~' no ea altare cuando la CSH se 

adiciona a los tubos del r•dioinmunoanálisis (105, 106), 

En busca de una explicecidn sobre la disminución 

de la SRif inmunoreactiva en al hipotálamo, tranco-Bourland mi• 

di6 la bios!ntasio (30) y la degradaci6n !!! .!!!.l!.g (31) de SRif,­

edemás de la de AVP, cuya detecci6n inmune no es afectada por -

la CSH, y de la de OT, sobre la cual no existen antecedentes, -

en al hipot,laao y naurohip6fiais de ratas tratadas con CSH, E~ 

tas determinaciones fueron realizadas después de marcar a los -

p6ptidos icv con L-(35S)Cye, identificarlos por CLAP al coelu!r 

con sus acarreadores sint•ticos natlvoe y finalmente cuantifi-­

cerlos por espectrometrí• de centelleo líquido, 1egún la meted~ 

109!a descrita anterior~ent• (29), 

Los resultados de franco-Bourland confirmaron -­

por una parte la ausencia de efecto de la CSH sobre la AVP, al­

no encontrar alteraci6n en los niveles de AVP-L-(35S)Cys en loo 
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experimentos de biosínte•i• y de dagredacidn, y augiri•ron por -

otra parte, un efecto inhibitorio de la CSH sobra le bioa!ntesia 

y uno activador sobre la degradación de SRir y OT, al encontrar­

disainu!doa loa nivelas de 5Rlí·L-(35S)Cya y OT·L-(35S)Cye en •• 

loe experimento• reapectivoa. 

Estos resultados orrecieron entonces dos alterna­

tivas (efecto sobre bios!ntaaia y aobre degradacidn) para axpli· 

car la di••inución da SRir in•unoreacttva •n lae rataa tr•tad••­

con CSH y por primara vez dieron a conocer un efecto sabre l• OT 

1 0 2 PLANTEAIIEN.TO DEL PRDBLEl!A 

Deapu'a da publicado• los pri•eroa trabajo• eo-­

bre l• SRif (?2, 105), aa demostró qua la CSH ta•bi'n abate l• -

tnaunoreacttvid•d d• l• Prl •denohipotiaiaria (65), En torno• -

aeto, algunoe eepacul•ron qua l• CSH inducía una alteración en -

l• eatructura pri••ria da l• Prl que evitaba aa dateccidn inaana 

ldgtc• (Sl, 52), Sin ••b•rgo, aeta interacción no pudo d••o•tre~ 

e• ya qua .!n .l!!.i!:a• y da •odo an6logo qua con la SRJf, l• edi••• 

cidn de CSH a loa tubo• del r•diotn•unoan•ltaie no alteró la ••· 

dición de l• Prl (66), 

rue •&s tarde, con loa trabajo• de Lor•n•on rea­

lizados con l• Prl (52), en los que ae propuso un ••c•niemo de -

acción de la CSH, viable para axplic•r los datoa inmunoreactivos 

de la Prl y la SRir. Esto augirid que!!!. !!!J!!!., la CSH sí puede -

interaccionar directamente con l• Prl, formando puentes 
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disulfuro mixtos, lo que resulta en la d!eminuci~n de inmuno·-­

reactividad y en la depleci~n aparente da sus niveles adenohipo• 

fisiarios. 

Estas observaciones obligaron a reconsiderar -­

los estudios de franco-Bourland (30, 31). La disminución en lca­

niveles de SRif·L-(35S)Cys y 0T-L-(35S)Cya en el hipotilamo, que 

hab!an sido identificados por su coalución con acarreadores s!n­

tdticos nativos en CLAP y que sugirieron la inhibicidn de su bie 

s!ntesia (30) y activación de au degradación (31), ahora pod!an­

ser atribu!dos B un cambio en su posición de elución en relación 

con sus acarreadores, debido a la formacidn !!?. ~de puentes ~ 

disulfuro mixtos ente la SRif-L-(35S)C.Y• o la OT-L-(35S)C.ya y la 

CSH. 

1.3 HIPOT[SlS O[L TRABAJO 

La disminucidn de loa niveles de SRir-L-(355)­

Cys y OT-L-(35S)Cye en el hipot&lamo de las ratee tratadas con -

CSH, pudieron deberse a la formación de puentes disulfura mixt.os 

entre los p'ptidos y le CSH, los ru~1cs ca~b!arcn su posicidn de 

elucidn, en relación a sus acarreadores nativos, con los que se-

había calibrado el sistema de CLAP y evitaron su detección. 

En consecuencia, para det.erminar los niveles -

de SRif-L-(35S)Cys .Y OT-L-(35S)Cys en extractos tisulares co ra­

tas tratadas con CSH, es precise que los péptidos sean s-cm para 

reducir los puentes disulfuro mi><1.0!: formndos con la CSH y 

-~-



genHor los producf.O• corre~ponc!.lentev s-cir (SPir-L-(:l5S)Cys-S­

cm y OT-L-(355)Cys-s-cm) que serán identificados en CLAP al co~ 

lu!r con sus acarreadores ointéticos s-c~. Oe esta manera, los­

resultodos ahora s! reflejarán le cantidad de pdptido biosinte­

tizado o que ha permanecido estable a le degradacidn, indepen·­

dientemente de que helle ocurrido o no alguna intcrecc16n dire~ 

te. con la CSH. 

1.4 OBJETIVOS 

l. Establ•c•r laa condiciones de reacc16n para la s-c~ 

de SRIF-14, DT y AVP. 

2. Calibrar los <istemaa de CLAP con patronas sintéti­

cos de SRIF-14-s-cm, or-s-cm y AVP-s-cm. 

3. medir en los nuevos sistemas de CLAP por eapectrom~ 

tría de centelleo líquido a SRIF-14-L-(35S)Cys-s-cm 

OT-L-(35S)Cys-s-cm y AVP-l-(35S)cys-s-cm en extrac­

tos de hipotálamo y neurohipdfisis de ratas treta-­

das con CSH, antes o despuls de recibir L-(35S)Cys-

icv. 

4. Comparar as toa resultados con •los descritos por --· 

rranco-Bourland (30, 31) para deter~inar si exiet•­

o no, una interacci6n directa entre la CSH y la ---

SRIF-14 o la OT, 

s. Una diaminuci6n en loa niveles de los péptidoa s-cm 

-5-



(SRif-14-L-(355)Cys-5-cm y OT-L-(35S)Cys-s-cm ahora -

a! representa rain una. di aminución real en su bios!nta­

sis o una mayor velocidad de ~u degradacidn. 
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CAPITULO II 

UlfORmACION GENE:RAL 
SOBRE: E:L ri:mA 



2,1 GENERALIDADES 

2.1.1 sDmATDSTATINA (14, 38, 56) 

La SRif (somatotropin Ralease Inhibiting factor• fac­

tor Inhibidor de la Secreción de Sometotropina) •• una hor•ona­

cuyo aetudio •mplió los conceptos cldoicos da la endocrinología 

Es la primera hormona papt!dica que mostró acción fisialdgice -

en el •ieteme nervioso central y en le periferia. 

5 R I f -- 14 

Ala-Gly·Cy•-Lya-Aan-Phe-Ph•-Trp-Lya-Thr-Phe-Thr·S•r-cys 

5 s 

fu' ai•l•d• del hipat,leeo da la reta en 1973 (15) y­

postar!ormente se demostrd la exi1tencia de c41ulas aomatostat! 

n'rgicaa en al estómago, intaetina y p'ncraaa (c6lule1 D), par­

ello ae la considere caaa el prototipo de las haraanaa paptídi­

cee can amplia distribucidn anatómica. 

La síntesis da la SRif, al igual qua el de otras pra­

te!na1 deet!nadas a "exportac!dn" por la c4lula, se atectua gr.! 

dualmenta. El RNA mensajero codifica para una proteína da elev!. 

do paso molecular llamada preproso•atostatina que as d!rig!da -

hacia el retículo endopl,amico por la aacuencia de amino•cidoa­

de su extremo amino terminal - p4ptido se~al -. En el interior-



del retículo endoplásmico, esta secuenciu es retirada quedando­

le prchormana. La prohormona pasa al aparato de Golgi y as emp~ 

quotada en los gránulos de secreci6n donde termina de procesar­

se y se genera la hormona "madura". El procesamiento puede dif~ 

rir de un tejido a otra, de esta manera, mientras que en el in­

testino la preprosomatostatine genera una eapecl• de 2B amina-­

&cidos (SRir-2e), en el p&ncraaa, astd•ago y sistema nervioso • 

central se ganare une de 14 aminoácidos (SRií-14), que es hasta 

ahora le especie m'a estudiada. 

En el hipot&lamo, las neuronas del núcleo p~ 

riventricular sintetizan y procesan a la SRií, y la secretan en 

el sistema porta hipofiaiario, de donde •• transportada a la 

adenoh1p6fiai• pare inhibir la oecrecidn da la hor•ona de cree! 

~ienta. A 1• techa y con buenos re•ultedoe, se han probado alg~ 

nos análogos de SRir-14 (con una vida media mayor que la del •• 

p•ptido nativo) en el trata~iento de la acromegalia. 

La SRlf tiene efectos inhibitorios sobre la­

secreci~n endocrine y exdcrina del p4ncrees. En los islotes de­

Langerhans inhibe la secrecidn de insulina y glucagon. la pre-­

sencia local de c'lulas somatost.atinérgices sugiere que esto -­

ocurra mediante un ~ecanismo paracrlno. El uso de anélogos de -

SRií-14 en el tratamiento de insulinomas y glucagonomas es ale~ 

tedor. En ln diabeteg mellitus, a~tos análogos hen mostrado efi 

ca~ia en aminorar la hipersacreci6n de glucagon. La inhibici6n­

de la secreci6n exócrina del páncreas por la SRlt, ha llevado a 

estudiar el valor terapéutico de sus an~logos en la pancreati--

tis. 
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Actualmente se estudia el papel de la SRIF en la gas­

tri ti• y en la Úlcera duodenal y gástrica debido a que puede i~ 

hibir la secreci6n de ~cido, gastrina y aecretina. 

2.1.2 VASOPRESINA (36, 56) 

La AVP es una hormona pept!dica cuyo no~bre de­

riva de su propiedad para contraer el múeaulo lieo y elevar l•­

presi6n arterial. Su e!nteais y secreci6n la realizan las neur.2 

naa de loa núcleos paraventricular y supra6ptico del hipot4laao 

Cya-Tyr-Phe-Gln-Asn-Cys-Pro-Arg-Gln 
1 1 
s s 

En la reta, al gen de la AVP contian• 3 exones­

y 2 fntrones (70). Primero ea aintetize un precursor de alto P.! 

eo •olecul•r· • preprovasopresina - que contiene a partir de su-

. extreao-eaino terminal la eecuencia del p'ptido •e"al, de le -­

AVP, de la naurofisine y de un glucop,ptido. Eetaa secuencias -

eon removidas durante el tr,n1ito del precureor por el retículo 

endopláo•ico, aparato de Golgi y gr4nulos de secrecidn pera li­

berar a la "hormona madura"• Los gr&nulos de eecrecidn, que son 

desplazados por movimientos axopl&smicos, viajan desde al soma­

celular en los núcleos paraventricular y supra6ptico hasta las-
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terminales neuronales en la neurohipófis!s, donde vierten su 

contenido al espacio extracalular por exocitoais, de ah!, le 

hermana ingresa a la sangre. Este sistema es conocido como el -

sistema naurosecretor cl&sico. 

tn la últim• d•cada ••ha descrito un ••gundo -

siete•• naurosacretor, en el cual, alguna• neuronas vaaopreal-­

n•rgicae del núcleo paraventriculer, preeenten ter•1na1ea en el 

aiatama porta hipofisiario d• modo que puaden vertir su oecre-­

cidn en esta red de capilares que irrigan a la adenohipdfisie -

para regular la secreción de ACTH (99), 

[l ri"dn •• el principal drg•no blanco de l• -­

AVP. A nivel de loa túbulos colectores, aumenta la parmeabili-­

d•d a la urea y al agua, por lo cual la AVP tambt•n •• lla•ada­

la hormona antidiur•tice, tn la porción gruaaa del asa da Henla 

la AVP estimula la resorción de los ionaa de sodio y cloruro, -

[atoa afectos a•t'n madiadoa por receptor•• espacíficoe acopla­

dos al sistema da la adenileto cicl•••· 

riaioldgicamente la secracidn de AVP aat• regu­

lada en primar lugar por le osmolaridad del plaa•a y despu'• -­

por el volumen •sangu!nao y la presión arterial. Un incremento -

de le pre~idn osmdtica del plasme, coma ocurre en la dashidrat~ 

cidn constituye una se~al que los osmoreceptoraa del hipot,lamo 

detectan para estimular la s!ntasis (29) y aecrecidn de la AVP, 

En la hemorragia, la secreci6n de AVP es estimulada para contr~ 

rrestar la hipovolemia e hipotensión consecuentes. 

-10-



Existen enfermedades caus~das por la altereción­

permanente de los niveles plasmáticos de AVP. Su disminución, e~ 

me en la diabetes insípida neur6gena, est& causada por la degen~ 

ración idiop,tica de los axones de las neuronas vasoprasinérgi-­

cas o por la lesidn da estos en cirugías de la hipófisis lo qua­

ocasione la excrecidn abundante de orina dilu{da. 

En la diabetes insípida netrdgena, las nivalea -

plesm•tico• de AVP son nor•ales o elevado1,}pero la orine est• -

dilu{da y su volu•en aumentado, probablemente por la falta del -

receptor de AVP en el rin6n, 

Alguno• tu•ores diferente• a los de la hipdfi•i• 

(co•o los carcino••• del pulmdn), secretan AVP y elevan su nivel 

en el plas•a, esto cause que la orina se concentre, que se reten 

ga agua y el pl•s•a se diluya, no obetanta qua la inge1ta de --­

agua sea nor•al. 

Actualmente se realizan otros estudios de le AVP 

a) se ha sugerido que la pre•encia de ~•rminal•• vasoprasinérgi­

cas en el enc•falo, en zonas fuera del hipot~lamo, estén involu­

cradas en procesos de aprendizaje y memoria, b) tambi•n se busca 

al significado ~isioldgico de terminales vesopresinárgicae en l• 

m4dula espinal y en el núcleo Tracto Solitario donde sa les ha -

asociado con la regul•cidn de la presi6n erterial, c) Sa investi 

gen las rezones da la expresión dal gen de AVP en el timo, ove-­

rio, test!culo y •'dula adrenal. 
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2.1.3 OXITOCINA (38, 56) 

La OT ee un nonaplptido sintetizado en el núcleo­

pareuentricular del hipot,laao. 

Cys-Tyr-Ile-Gln-Asn-Cye-Pra-Leu-Gln 
1 1 s s 

El gen da la OT es similer al de la AVP, pues se­

eupone que aebo1 evolucionaron de un gen anceetral común. Tiene 

3 axones y 2 intronee. Al igual que otras horeonaa peptÍdicaa,­

inicielmente se sintetiza un precursor de alto peeo •olecular -

que en este ceao contiene, • partir de su extremo amino termi-· 

nal, la secuencia del p'ptido eaMal, la de la OT y la de la na~ 

rofieina (diferente a la de AVP). 

Durante el parto, la distens16n del útero estimu­

la la secnocidn de la OT para cauear la cantraccidn del ~úsculo 

liso uterino y facilitar le liberecidn del feto, •in embargo, -

llema la atenci6n que el parto es casi normal en aquallaa hem-­

bras en las que l•• axones de las neuronas axitocin,rgicas que­

llegan a la neurohip6fisio ast'n destru!dos. 

En la lactancia, la estimulacidn del pezdn acele­

ra la secreci~n de la OT para contraer a las cllulas 
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mioepiteliales que recubren los conductos mamarios y ea! expul­

san lo leche. 

A la fecha se investiga ai le OT tiene efecto fi­

siológico antidiurético (22, 55) y se busca el significado de -

la presencia de terminales oxitocinérgicas fuera del hipotilemo 

(112). 

2.2 mETABOLISmo DE LA CISTEAmINA 

Le CSH o B-merceptoetilemina es un compuesto que­

se genera !!!. ~ e partir de le hidr6lisis de la coenziaa A -­

(esquema 2), en una reacción catalizada por la pantete!nasa (24 

B6, 87), 

El ~etabolismo ulterior de la CSH ocurre en el -­

grupo sulfhidrilo de la ~olécula, La dioxigenaea de la ciste•m! 

ne introduce una mol,cula de oxígeno al azufre de la CSH trans­

formándole en hipotaurina (24, 46, 105), luego la hipotaurina -

ea oxldada con un &tomo m•s de ox!geno y transformada en tauri­

na. Esta reacción es catalizada por le deshidrogenasa de la hi­

potaurina que requiere de NAO (62, 74, 104, 116), 

El destino de le taurina puede ser variable. Ac-­

tualmente se estudia su papel como neurotransmisor o neuromodu­

lador (39) en el sistema nervioso central. Ee posible que una -

fraccidn de la taurina total continua metabolizándose pare for­

mar ácido isetiónico (74, 116), La taurina se excreta como tal-
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!:SQUElllA 2 

METABOLISMO DE LA CISTEAMINA 

llIPOTl\URlNI\ 

DESHIDROGENASA O[ H10 

Nlia-CH:!t·:~SOzH 
LA tllPOTAUHINA NAUli .. ull> 

NH2·CH1·CHa·SO,H 
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en la orina y come taurccolato en las heces, previa conjugaci6n 

en la bilis con el ácido· t'aurocólico (116), 

2.3 LA ClSTtAmlNA OEPLETA A LA somATOSTATINA INmUNOREACTIVA 
EN EL HIPOTALAmO DE LA RATA. mECANismo DE ACCION. 
I~PORTANClA DE LA s-CARBOXImETILACION 

En l9Bl Szabo y Reichlin reportaron que la admi-­

nistraci6n !!!. .!!.!..!!!?. de la CSH causaba la depleci6n reversible de 

SRif inmunoreactiva en ol hipotál•mo, el páncreao y en las mue~ 

sae s••trica y duodenal de la rata (105), Se observó también 

que los niveles da SRIF inmunoreactiva en el hipotálamo y la m! 
dula espinal volv!an a la normalidad en 4B hrs .(SB) y una eema­

na respectivamente, despu's de administrar la CSH. 

También otros han corroborado ampliamente el efes 

to depletor de la CSH sobre la somatoatatina 
1
inmunoreactiva en­

la retina (92), cultivo da hlotea' de Langerhens (40, 71, BO),-

y en diveraaa regiones del siste•o nervioso central de la rata­

(73, 91), aunque sin proponer un mecanismo de acción para la --

CSH, 

Además de su efecto sobra la SRIF, otras hormonas 

que no parecen ser afect•das por la CSH son, en cerebro: la hoL 

mona liberadora de la hormona lute!n!zante, la encefalina, el -

páptido vasoectivo intestinal, la colecistccinina (58, 72), el­

relacionado con el gen de la calcitonina (16), En la edenohip6-

fisis de ratas tratadas con CSH, tampoco se alteran los niveles 
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de la hormona del crecimiento, la hormone estimulante del folí­

culo, aunque sí se observa lo depleci6n tisular de la Prl (65), 

Algunos autores trabajaron con la taurina y obseL 

varan que esta pod!a inducir le secreci6n de la 5Rlf en 9élules 

de corteza cerebral en cultivo (1), y sugirieron en base a es-­

tas observaciones y al esquema 2, que la CSH, por s•r precursor 

de la t~urina, pod!e e~tar estimulando la secreción del péptido 

causando esí su deplecidn tisular. 

Además no hab!e sido posible etribu!r este efecto 

·del eminotiol a une interaccidn qu!aice directa entre le CSH y­

le SRJF e trav'• de puentes disulfura mi•toa (suponiendo que la 

far~acidn de puenteo disulfuro ocurre eapontdnee~ent• sin catá­

lisis enzim4tice), porque le adicidn de CSH, aún a altas conc•!l 

traciones e los tubas con SRIF, no altere eu •edición por ra--­

dioinmunoanálisis (105 0 10?), Obaerveciones semejantes ee hici,! 

ron tambi'n en el ceso de lo Prl (65), 

Habiendo sido descartados lo hipersacrecidn de la 

SRif, la nacrosie da c'lulee somatoetetin,rgicee (20), aaí co~o 

una interacci6n química óirecta entre la CSH y le SRir, como m,! 

canismoe de acción de la CSH pera depletar a 1• SRIF inmunoraa.i¡ 

tiva, faltaba por conocer el afecto del am!notiol sobre le bio­

s!ntesie y d•gradaci6n del p~ptido. 

~ercendo !!!. .lli.l!2. a los p'ptidoe con l-(355}Cys y­

ampleando le CLAP como m&todo da su purificación (29), frenco-­

Bourl•nd pre~entó evicencia sugiriendo que la CSll pod!a inhibir 
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la bios!ntesis de SRJf-14 y la de OT, aunque sin afectar la de­

AVP (30), en hipoUlaaios ·y ºneurohip6fisis de ratae tratadas con 

la droga; més tarde, en los mismos tejidos, encontró aumantada­

la d•gradaci6n de SRif y OT y sin ningún ca•bio la de AVP (31), 

Estae observacionos concordaban con el afecto depletor de la 

CSH sobre la SRif (se, 91), la falta de efecto sobre la AVP 

(30) y demostraba por primare vez un efecto sobre la OT. 

No fue hasta que Lorenson (51, 52) ougiri6 que la 

depleci6n de la Prl adenohipofisieria podría ser •tribu{da a 

una interacción directa entre la CSH y la Prl, a travla de pue~ 

tes disulfuro mixtos, que valvi6 a surgir la posibilidad de una 

interacci6n qu!micºe directa entre la SRif y la CSH como mecani!_ 

mo da su acción depletora sabre los nivelas tisulares del p'pt! 

da, 

En base a sus estudioe acerca del comportamiento­

electrofor,tico de la Prl, que se altera cuando la Prl se incu­

ba con CSH y sa normaliza cuando las •ismaa Nuestras se tratan­

despu's con 0.1 m de 8-mercaptoetanol, alteraciones que auge--­

r!an una interecci6n dir•cta entre el péptida y la CSH a trav's 

de puentes diaulfuro mixtos, Lorenson especul6 oue esta inter-­

accidn podría ceusar la deformacidn espacial de la Prl y con -­

ello evitar que fuese reconocida por su anticuerpo, lo que con­

duciría a la plrdida de su inmunoraactividad en las ratas t.ret~ 

das con CSH (52), 

Como consecuencia da estos trabajos, hubo que ---
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reinterpretar los resultados de bios!nteeis (30) y de degreda-­

ci6n (31) de rranco-Bourland. 

Da ocurrir la farmacidn de puentea disulfuro eix­

too entra los p~ptidos y la CSH (figur• 1, producto JI), o da -

"agregado•• del p~ptido entre sí o con algún tiol intrecelular­

(figura 1, producto JIJ), el producto da a•bas interacciones ·~ 

r!a qu!mic••ente diferente al p~ptido netivo (figura 1, eapec!e 

J) y por lo tanto no identificeble en un sistema CLAP c•librado 

con péptidos eintéticoo igu•leo al nativo (figura 1, c). 

En baae • esta1 obaarvaciones, es que ahora se ha 

•edido la bioo!ntesia y degradacidn in vivo de SRif-14, AVP y -

DT en hipot6lamo• o neurohip6fiai• de reta• tratada• con CSH -­

que recibieron L-(35S)CY•• A diferencia de las ocasiones ante-­

rior•s y con el propdaito de d•atru!r cualquier posible inter-­

eccidn •ntr• al péptido y la CSH o cambio inducido por el eminE 

tiol, aa~a vez, los extractos tiaulares de eetoa animales, in-­

cluyando loa del grupo ·control, han sido sometido• e 5-Cm sntaa 

de su purificación por CLAP. 

La s-cm es una reaccidn qu!eica, que implica pri­

meramente, la reducc16n de cualquier puente disulfuro y despula 

lo carbo•imetilaci6n da loa grupoa tiol resultantes (figura 1,­

a). De esta manera, la s-cm, rinde un aolo producto peptídfco -

s-cm (figura l, producto IV), independientemente del posible -­

compuesto formado entre la CSH y el p~ptido, identificable en -

un sistema cronria+.ográfico calibrado con pd'ptidos-5-Cft'I (figura 

e). 
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3. 2 mA TERIAL, fiE:ACTI VOS Y E:qUI PO 

3.2.1 material 8iol6gico 

Se utilizaron retas Wistar macho criedae en el bioterio -

del INNSZ. 

Loe animalee fueron trasladados el labaretorio penando en 
tre 150 y 180 g para su econdicionamiento por 2 o 3 semanae, ª!!. 

tes de ser sometidos a manipulación alguna. 

En el laboratorio fueron distribu!dos por paras en jaulas 

colgantaa de acero inoxidable y •antenides con iluminaci6n nat~ 

ral a una temperatura que fluctu6 entre 20 y 2sºc1 teniendo ac­

ceso libre a egua de la llave y a ali•ento pare roedores ~urina 

Para los experimentos única.ente se ampl•aron las rata~ • 

que finalmente alcanzaron un peoc de 240-260 9. Su asignac1dn a 

diferentes grupos experimental•• fu• al azar. 

3.2.2 material de Laboratorio 

Acr!lico Dental autopolieerizable Drthodant (Diente• .~cr!licos) 

Bisturí I 11 (Aosculap·lr•rke, AB, Tuttlinga, Alemania) 

C~NULAS-GUIA. Dion~adas y febricadaa por el Dr. Hugo Solía y el 
Sr. Raúl Sernal da la Unidad de Jnvastigacionas Cerebrales y 
Neurocirugía en cclaboraci6n con la Dra. P.ebecca E. rranco-Bour 
land del INNSZ. -

Cartuchos Sep Pe~ ClB 

-21-



Cera para hueso Bonawax (Ethicon W3l) 

Esponja de Gelatina Est6ril Galfoam (The Up-John Co, Kalamazoo­
mI} 

frascos de polistileno (5 •l) 

Jeringa Hamilton 75-N (5 ul) 

mandril de acaro inoxidable da l.60 a l.65 cm da longitud 

Tornillos I mX-OB0-2f de •c•ro inoxidable (Saall Part Inc, mia­
•i, n) 

Tubos de polipropilano (varios volÚ••n••) 

Vasas d• precipitado (varios volúmenes) 

matrac•• volum,tr!coe (varios volúmenes) 

3.2.3 Reactivos 

Todos los reactivos son del greda de pureza m&s alto disponible 

en •l mercado. 

Acstonitrilo grado HPLC (fisher Scientific Co, Pittaburg, PA) 

Acido Acltico (JT Baker, méxico) 

Acido Iodoacltico (JT Baker, m'xico) 

Albúmina S6rica Bovina (Sigma Cheaical Co, St Louio mo) 
Azul de ~•tileno (JT Bekor, ~éxico) 

Bis-(D-metil astiril )•benceno, "Bis msB ", (Ne• England 'Juclear­
Corp, Londres) 

1,4 bia (2-(4-mstil-5-fsnil)oxazolil)-banceno, "Dimetil POPOP•­
(Packard Instrumento) 

Cistsamina (clorhidrato de cisteamina), (Sigma Chsmical Ce, St­
Louh mo) 

2,5 difeniloxazol (PPO), (Sigma Chemical Co, St Louio mo) 
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Ditiotreitol (JT Baker, ~éxico) 

EOTA (JT Baker, ~4xico) 

Ketalar (Ouetamina), (Parke Davis, ~éxico) 

L-(35S)Cys (Amershan, Amershan llK) 

Nitr6geno (INíAA, ~éxico) 

Oxitocina (Vega Biochemicels, Tuceon AZ) 

Po•p6n (Xilacina), (Bayer, ~éxJco) 

Somatostatina-14 (Sigma Ch••icel Co, St Louis mO) 

So•atootatina-28 (Sigma Chemical Co, St Louis mo) 
Trie (JT Baker, ~éxico) 

3.2.4 Equipo 

Centr{ tu gas: 

Centrífuga Sorvall RC-Sb (Duponts Instrumenta, Newton, CT) 

microcentr!tuga Tlll 12 (Beckman Instrumenta, Anaheia, CA) 

siate11a de Cro0>a>.ografÍa Líquida de Alta Praei6n: 

Cromat6grato para gradientes 332 con un •lcroprocesador 420 (Bac~ 
aan Inetru~ents) 

Colu•na u Bondapak Cl8 de dimensiones 3.9 •m X 30 e•, protegida -
con una precolu11na (Uthatmen CSK I ), empacada con co:Pell CDS 

Un calentador pere columnas LC-23A (Bioenalytlcel Systems, Jnc, -
Weat Lefayatte, I~) 

Integredor Chromatopac e-RIA (Shi01adzu Corp) 

Detector UV da LKB (alfa 138 Uvicord) 

Otros: 

Espe_ctrdmetro de Centelleo Líauieo TPJ CARB (Pl!lckarC Instruf,\or.t.s 
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modolo 3330), ajustado a l4°C 

Liofilizador Speed Vac (savant Instrumenta) 

!=::stereotáxlco (David Kopf Jnst.rur.ients • Tujunga, CA) 

3,3 W'ETODOLOGIA 

Se usaron ratas Wiater macho de 240-260 g a las -

que se les implantó una cánula-guíe dirig!da al Ill ventr!culo­

para administrar L-(35S)Cys y marcar a SRif-14, AVP y OT, 

Días despl•és se realizaron los exper!.nent.os si--­

guiendo dos protocolos: uno para medir le bios!ntesis de loa -­

neurop6ptidos y el otro para evaluar su degradacién. En el de -

bios!ntesis se administroron subcutáneamente 300 mg/kg de CSH y 

4 hrs despu4s 40 uCi de L-(35S)Cys v!a icv. La reta fue sacrif! 

cada 4 hra m~s tarde. En el de degreCeci6n, primero se adminis­

tró la L-(35S)Cys y despuls la CSH. La reta fuiil sacri fl cada 2 -

hrs m.ía tarde. 

El sacrificio de los animales se hizo por decapi­

tación con ayuda de una guillotina, luego se efectu6 la disec-­

ci6n del hipotálamo y la neurohip6fisio. Se uad una solucldn 

ácida-fría pare howogeneizar a cada tejido individualmente y P! 

re extraer a los péptidos. 

Posteriormente s~ centrifugd a los extractos y se 

proces6 el sobrcnadante. los p~ptidos fueron prepurificados por 

ad::;orción a cctadecilailano y luego s-cm. La purif:f.caci6n se .h! 

za an do3 ::;ister:ies de CUlP. El ccnterido neurohipofisieric de -
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~VP y OT se determinó por absorci6n UV a 206 nm y le radioacti• 

vidad se midió por espectr·ometría de centelleo líquido. En el -

análisis estad!stico se us6 la prueba U de mann-IDhitney. 

3,3,l Implantación intracraneal de cánulas-guía dirigídas 
al III ventrículo de ratas 

Bajo control astereotáxico implantar intrecranealmente, -

cánulas-guía dirigídaa al III ventrículo de las ratas. Las º'"~ 

las-guía son de acero inoxidable, calibre# 21, de 1.60-1.65 cm 

de longitud (fig, 2), 

Estendo profundamente anestesiada la rata, centrar y fi-­

jar su cabeza (previamente rasurada) en el estereotáxico, con-­

forme a las coordenadas de Paxinos y Watson (79). Lavar la cab~ 

za con agua y jabón, después, efectuar una incisidn sagital en­

la piel y sujetar a esta con un blefarostato. Remover el tejido 

conectivo del cráneo presionando con un aplicador estéril y ra~ 

par _suavemente con una legra, para visualizar las suturas y PI.!, 

parar la superficie en la cual se fijará el acrílico. 

Estando la cánula-guía atornillada a un soporte del este­

reotáxico 1 ponerla en la línea medio, a 1.5 mm posterior a bres 

ma (fig, 3), definida según Paxinos y Watson (79), marcar esta­

posición en el cráneo y trepanar manualmente con una broca fina 

de 1.2 mm de sección transversal, y que +.lene un tope de polie­

tileno ajustado a 3 mm de le punta. Aspirar y detener el sangr~ 

do proveniente del seno sagital superior, bajar la c~nula sobre 

la trepanación hasta llegar al tope de tef16n. Antes de 
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fijar la cánula con el ecr!lico, controlar cualquier sungredo -­

del crdneo con cera para hueso y del músculo circundante con es­

ponja de gelatina estéril. De ~er necesario, limpiar el 4rea con 

una solución salina estáril. 

Fijar la c4nula con acr!lico dental autopolimerizable 

transparente y con 2 tornillos de ucero inoxidable colocados a -

S mm de dis1oncia, como se ilustra en la fig. 3 

Una vez endurecido el acrílico, destornillar el soporte de 

lo c&f:nula, y colocar un mandril dt" acero inoxidable de 1.60-1.6~ 

cm de longitud dentro de ella. 

3,3.2 Adm1nistraci6n intracerebroventricular de L-(35S)Cya a 
ratas con c&nulea-guía intracraneales 

Bajo control astereot••ico (fotografíe) y enestesia llgera 

inducida con dter, administrar el Ill ventrículo (figura 4), v!a 

la cánula-guía, 40 uC1 de L-(35S)Cys en 2 ul de una soluci6n de­

ditiotreitol 10 mm en soluci6n salina, Emplear una jeringa Hamil 

ton 75-rJ de 5 ul, y fijar al soporte del eatereot,xico. Hacer 

descender la aguja 9 mm dentro del cerebro, hasta alcanzar el 

Ill ventrículo '(figura 4), quedando la punte entre 1,0-1,2 •• de 

la basa del cráneo. La in>•eccidn del radioisdtopo requiere S min 

La precisión d• la colocaci6n de la cánula-guía y del litio de -

la inyeccidn se verifican anetdmlcamente en otro grupD de ratas, 

inyectando l ul de azul de metileno. 
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3.3,3 Administraci6n de diversas drogas 

Inducci6n de anestesia profunda 

Inducir la anes~esie profunda en las ratas administrando -

por v!a intramuscular, 10 m9/kg de peso corporal de clorhidrato­

de xilacina (Ro~p(on) oeguido, 10 min después, de BO mg/kg de P•­

so corporal de quetamina (K•talar). 

Administr•cidn subcutdnea de Cisteamina 

Ratas con cánulas-guía intracraneales reciben v!e subcut&­

nea, una dosis única de clorhidrato de ciateamina, 300 mg/kg de­

pesc corporal, en un volumen de 0.5 ml de una solucidn acuosa 

ajustada a pH 7 con NaOH O.l N. Independientemente de le dOsis,­

le administracidn de CSH sie11pre origina una hemorragia en el s! 

tic de la inyecci6n. Alcunas ratas tratadas con CSH se vuelven -

ligeramente letárgicas en comparaci6n con las controles, aunque­

"º dejan de beber ni de comer en forme normal. 

Las retes control. reciben v!a subcut•nea o.s ml de NaCl --

O.l 111. 

3.3.4 Disecci6n'de bloques hipotalámicos y de neurohip6fis1s 

Extirpar el cerebro cortando ventralmente los nervios 6pt! 

coa .Y' lcego el tallo hipofis!ario, de tal forma, que ér;te quede­

unido al hirotálamo. Colocar el cerebro en ure placa de virlrio -

sobre hielo, con l~ parte ventral viendo hacia arriba. 

Emplear un bisturí f.l 11, obt.ener una rebanaée de cerebro -
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haciendo dos cortes coronales, uno anterior al quiasme 6ptico y­

otro anterior a los cuerpcis mamilares. Luego, colocar la rebana­

da sobre su superficie caudal, y hacer 2 cortes sagitales a 3 mm 

de cada lado de la línea media. Obtener el bloque hipotalámico -

hnciendo el Último corte a la altura de la comisura anterior. 

Separar las neurohip6fisis de las edenohip6fisis con unas­

pin zas finas y con ayuda de una lupa. 

3,3,5 Extracción y prepurificacidn de Somatostatina-14, 
Vasoprasina y Oxitocina, marcadas con L-(35S)Cys, 
de hipotálamos y neurohip6fisia individuales de 

ratas 

Los bloques hipotal,micos y las neurohipófisis de ratas c~ 

nuladas, que recibieron v!a icv L-(35S)Cys, se procesan por indi 

vidual a 4ºc en tubos de polipropileno inmediatamente despuds de 

su disección, Extraer los neuropáptidos-L-(3S;)cys por homogene1 

zaci6n de los tejidos en 4 ml de ácido acético 2 ~. conteniendo-

0.01% de albúmina sérica bovina más azida de sodio 0.01%, en pr~ 

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, coma marcadores cromatogr&ficos en CLAP, ade-­

mée de que permiten medir el rendimiento de loa p'ptidoa radicas 

tivos al final del proceso de purificación, La AVP Y OT enddga-­

nas neurohipofisiarias tambifn sirven como acarreadores y marca­

dores cromatogróficos. 

Centrifugar los homogeneizados a 10,000 X g durante 1 hr, 
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en una centrífuga Sorvall RC-5. Separar los extrectos 4cidoa s~ 

lubles, lavar lea pastillas de la proteína precipitada en el 

~cido acético con ml de la soluci6n ácida extractente. Combi-

nar los extractes y los levados correspondientes, filtrarlos a­

trav's de cartuchos Sep Pak Cl8 con octadecilsilano, previamen­

te humedecidos con isopropencl, acetonltrilo y lavados exhauet! 

va~ente con egua. 

Lavar los neurop'p~idoe-L-(35S)Cye •daorbidoa, con 3 ml -

de ácido acético y elu{rloe con 9 ml da acatcnitrilo el 40~ en­

ácido ac4tico 2 m. 

A cada auestra adicionar 1 mg de alb6mina slrica bovina -

pare concentrarla a l ml en un liofili2ador Speed Vac y poste-­

riormente s-cm. Luego, concentrarlas a 200 ul y purificarles en 

CLAP, 

Purifi·car en CLAP en dos pesca secuenciales. En el pri11e­

ro, usar dos solucione~ de ror•iato de Trietila•onio 0.005 ~, -

pH 4.5, en ecetonitrilo (5 y 60~). Efectuar un gradienta lineal 

de 5 a 48~ de ecetonitrilo •n 40 min. finalizado aeta procedí--

miento, colectar lee muestras y juntarlas en un sclo volumen; -

concentrar e 200 ul y analizar en el segundo paso de CLAP. En -

este paso, u~ar dos soluciones de haxanosulfona"to de ~!a o.1ct en 

ácido acético 0.02 m y acetonitrilo (10 y 60~). Efectuar un gr~ 

diente lineal de 10 a 60~ de acetonitrilo en 60 min. Colectar -

las muestras pera cuantificar por espectromatría de centelleo -

líquido. 
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3,3,6 s-cARBOXImETILACION 

A los extractos peptídicos, ya prepuri:icados y concentr~ 

dos, añadir una solución amortiguadora que contiene 500 ul de -

Trio o.s m, pH a.e y EOTA al 0,36$ 

Gasi ficer cado extracto con tli trógeno durante 3 inin y so­

meter a raducci6n durante 2 hrs con 100 ul de ditiotreitol 83 ... 

mm en un ba~o de agua a 3s 0 c. 

Para evitar la carboximetilación inespec!fica a otros am! 

noécidoa de los neuropéptidos-L-(35S)Cys, o bien, la formaci6n­

de complejos entre dichos aminoácidos y el yodo (42), gasificar 

nuevamente las muestres con nitr6geno y colocarlas en hielo pa­

ra ser s-cm durante 30 min con 100 ul de 4cido iodoacético 143-

mm. 

La mezcla de reacción que ahora contiene AVP-L-(3SS)Cys-­

s-cm, or-L-(35S)Cys-s-cm y SRIF-l4-L-(35S)Cya-s-cm es concentr~ 

da a 200 ul para CLAP. 

3,3,7 medición pcr eopectrometr!a de centelleo líquido de la 
incorporaci6n de L-{3SS)Cys a los neurop,ptido• •n las 
fracciones obtenidas por cromatograf!e 

medir la L-{35S)Cys asociada a les fracciones obtenidas -

por CLAP en frasquitos de polietileno, que contienen 3 ml de le 

solución centelleante de Bray para muestres acuosas, con le si­

guiente composicidn químicas 



Etilenglicol 
matan al 
Nafte.!Sno 
PPO 
Dimetil-POPOP 
Oioxano 

40 ml 
- 200 ml 
- 120 g 

B g 
- 0.4 g 
- aforar a 2 l 

Le eficiencia máxima de conteo de (355) en estas condi-­

ciones es del 84% decrece con el decaimiento del radioisdtopo, 

paro es independiente del volumen y de la composici6n química­

de les muestras. 

Evaluar le cantidad total de radioactividad asociada a -

cada fracci6n pept!dica da hipotálamo o neurohipófisie, norma­

lizando la1 dpm totales de cada fracci6n (menos al nivel de 

fondo) y ajustándolas a un 100% de recuperación. 

El factor de normalización para las fracciones de una -­

neurohip6fisis en particular es el valor de la ralacidn entre­

las dpm totales del extracto soluble crudo de ácido acético de 

la neurohip6fisis en cuestión y el promedio de las dpm totales 

de loa extractos solubles crudos de todas las neurohipdrisis -

del experimento. 

El factor de normalizacidn para las fracciones de un hi­

pot,lemo en particular, es el valor de la relación entre las -

dp~ totales del extracto de ácido acético del hipotálamo en -­

cuestión y la media de las dpm totales de todos los hipotála--

mas del experimento. 

Las dpm totales de los extractos solubles crudos de hip~ 

t.Slamos ~· de neurohip6fisis se determinan 21 partir de las dpm-
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de alícuostas de les extractos, contadas en J ml de Brey. 

Loo ~ de recupereci6n de loo neuropéptidos-L-(35S)Cys-s-­

cn; de hipotálamos, obtenidos por CLAP son iguales a loo ,C de r!. 

cuparacidn de sus similares sint•t1cos a~edidoa a los extractos 

al inicio de su proceso de purificacidn. 

Loa % de rocuperaci6n de 101 p'ptidoo neurohipofioierioo­

endógenoe (AVP y OT ye 5-C~), y de loa p'ptidoo radioectivoa y­

s-cm que acarrean, eon iguales e loa ~ de recuperac!dn de la 

SRir-14 aMedid• e loa extractos neurohipofiaierioo al inicio d• 

eu purificecidn y poeterior•ente s-c~. 

El % de recuper•cidn de un p'ptido •intético se determina 

por abaorbancia UV a 206 n• • integracidn del drea bajo •l pico 

coaparetiva•ente centre el ~rea de un petrdn. E•tos valor•e se• 

determinan individuelmente para cada p'ptido sintético •"adido­

a cada una de las preparaciones tisulares. 

Le radioactividad .aaociada a cada p•ptido est4 expresade­

por bloque hipotalámico o neurohip6fisia. 

3.3.B ANALI=IS· ~STAOISTICO 

Se empleó la estad!etic• de•criptiva habitual para expr!. 

ser los datos con le medie ± l deeviacidn est&ndar de lee ab-­

servaciones. 

Se requirid de la estad{s~ica no paramétrica para harer­

la inferencia estadística, Específicamente se em~leó la prueba 
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U de mann-Whitney, su usa se justificó dado que los datos seti~ 

facen una escala ordinal (y mucha m&s), que les mueetraa ean in_ 

dep•ndientes y que la prueba no exige una distribuci6n nar•al -

de los datoa. Le U de ~ann-UJhitney ee una alternativa No para•! 

trie• de le t de Student. Les probabilidades (p) est'n dadas b,1 

leteral•ente. 
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C A P I T U L O t V 

RESULTADOS Y OtSCUSION 



4.1 RESULTADOS 

Buscando mejor comprensi6n de loa resultados, estos fueron 

segmentados 16gicamente. 

4.1.l Comportamiento cromatogr,fico da Somatoatatina-14, 
Vasopres!ne y Oxitocina en loe eiatemas T y IJ 

En la gráfica I se presenta al parfil de abaorbancia uv­
a 206 nm de SAif-14, AVP y OT aint,ticoa, corridos •n CLAP I y· 

CLAP ll. Loa tiampoa de retenci6n aat'n dados an •in. 

En CLAP I se analizaron D.46 ug de cada p'ptido e e•cep­

cidn de l• SRif-28 (D.92 ug). En CLAP II la cantidad analizada 

fu• 0.46 ug para cualquier p'ptido. 

Loa tiempos de retención en CLAP IJ son mayores que en -

CLAP I. En CLAP Il ae ua6 he•anoeulfonato d• sodio como agente 

apareador idnico. 

SRif-14 y SR!f-28 tuvieron diferentes posicione• de elu• 

cidn uno respecto al otro. La SRif-14 sirvid co•c patr6n inte~ 

no y externo d~ cromatografía. 

Independientemente del sistama de CLAP usado, el nivel -

de ebsorbancie de OT fue mayor qua el de AVP. La ebsorbancie -

de SRlf-14 y SRif-28 fue similar en CLAP lJ¡ en CLAP I se ana­

lizaron diferentes cantidades de cad• péptido. De CLAP I a 

CLAP Il las somatostatinas invirtieron su orden de eluci6n. 
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Los promedios de loa tiempos da retancidn de 101 p'ptidoe 

sintético• fueron• 

1n CLAP I' 

AVP • i2.s1-to.os min, nalO 

OT 17 .44 :to.os •in, nslO 

SRif"-28 22.57 ± 0.07 min, n=lO 

SRif"-14 a 25.68 ± O.OS rain, n•lO 

en CLAP II 1 

AVP 16 .64 ± O.O? 11!n, n=lO 

OT = 17.92 ±O.O? min, n=lO 

SRif"-14 .. 29.53 ±o.os min, n=lO 

SRIF'-28 = 30.73 ± 0.10 min, n=lO 

4.1.2 Comportamiento crometogr,fico da Sametoatatina-14, 
Vasopresina y Oxitocina en loa Sistemas Cromatogr,ficaa 
I y II, despu'a de 5-Cerboxi•atilar 

En le gr,fica I! se muestra el cromatograma obtenido por 

ebsorbancia UV e 206 nm de los p~ptidos sintéticos, previamen­

te S-Cm y enalizedoe en CLAP I y CLAP II. Se indican loo picos 

correspondientes a SRif"-14-s-cm, SRir-2s-s-cm, AVP-S·C~ y OT-­

s-cm, as! como sus tiempos de retencidn en •ins. 

Las medias de los tiempos de ratencidn en CLAP I y CLAP­

II fueron: 
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en CLAP l: 

AVP-S-Clli 10,l ± o.os min, n::zlO 

or-s-cm • 13,6 ± o,os min, n=lO 

SR1F-2e-s-cm • 24,8 ± 0,07 min, n=lO 

SRlf-14-s-cm s 26,S ± o.os min, n=lO 

en CLAP ll 1 

AVP-s-cm " 10,9 ± 0,07 min, n=lO 

or-s-cm = 12.8 ± 0,07 min, nalO 

SRif-14-s-cm = 25,5 ± 0,08 min, n=lO 

SRlf-28-S-Clli e 27,5 ± 0.10 min, n•lO 

Al igual que en el análisis de los p4ptidos netivoa, el -

orden da elucidn de SRlf-14-s-cm y SRlf-28-s-cm ea invirtid de­

CLAP l e CLAP 11, 

La recuperacidn de los páptidoa aint4ticoa deapués de S-­

Cll fll~I 

AVP-S-Cll • 15.0 ± 2.0 " n=lO 

or-s-cm 10, o J; 3,0 " n•lO 

SRif-14-s-cm = 66.2 ± S,3 " n=ÍO 

sR1r-2e-s-cm 30,3 ± 7,3 :e n=lO 
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4,1.3 Niveles de Somatostatina-14 marcada con L-(35S)Cya y 
s-carboximetilada en.hipotálamos de ratas control y 
de ratas trata·daa con cistaamina 

tn la gráfica JII est'n ilustrados los perfil•• de radi~ 

actividad asociados a las fracciones de la SRIF-14-s-cm de ex­

trectoa de hipot,lamos individuales, identificados por absor-­

bancia UV a 206 nm y obtenidos por CLAP JI (en cromatogramae -

eimilara1 a los de la gráfica IJ), De izquierda a derecha (gr! 

fica III) se aprecian los niveles de SRJf-14-L-(35S)Cye-s-cm -

en el extracto de hipotálamo de una rata control, &n el de una 

rata que fu' t;atada con CSH antes de la administracidn de la• 

L-(35S)Cys (experimento de biosínteeis) y en el de una rata -­

que recibió el precursor radioactivo entes que la CSH (experi­

mento de degradación). 

En el caso del experimento de bios!ntesis ocurrid una -­

dieminuci6n notable de la incorporacidn de la marca a la 

fracción de SRJF-14-L-(35S)Cys-s-cm en relaci6n al caso con--­

trol. El fen6mano resultó incluso m4a dr,st!co en otros anima­

les en cuyos hipot4lamoa no fue posible ~edir un nivel de bio-

síntesis de la SRif-14-L-(355)Cys-s-cm. 

En el experimento de degradaci6n, el nivel de radjoacti­

vidad asociada a lo SRif-14-s-cm ru• igual al caso control, 

Los resultados obtenidos en los cxpar!mento9 control, 

biosíntesis y degradacidn, están resumidos an le fig t. Les b~ 

rras representan las medias ± 1 desviaci6n estándar de les dpm 
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GRflFICI\ III 

NIVELES DE SRIF·14·L·[30c;]Cys·S·CM EN EXTRACTOS 
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normalizadas y asociadas a las fracciones de SRlf-14-L-(355)-­

Cys-s-cm. 

4.l.4 Niveles de Vasopresina y Oxitocina, marcadas con 
L-(35S}Cys y s-cerboximetiladas en neuroh!p6fisie 
de ratas control y ratas tratadas con cieteamina 

Los niveles de acumulación de AVP-L-(35S)Cya-s-cm y da -

OT-L-(355)Cys-s-cm en la naurohipófiais, reflejan la actividad 

bioa!ntática de las neuronas hipotalámicas. 

En la gráfica IV •• ilustran loe perfiles de radioactiv! 

dad asociadas a le• fraccionas neurohipofiaiarias de AVP-L-(35 

S)Cya-S-CIJ y DT-L-(35~)cys-s-cm, identificadas a partir de los 

perfiles da absorbancia a 206 nm, similares • los de le gráfi­

ca II y obtenidos p·or CLAP I. En la gr.áfice IV se ilustran loa 

niveles de una rata control, de una que recibiera la CSH antes 

que la L-(35S)Cys (axperimento de bios!nteais) y en una a la -

que se le adminietr6 el precursor radioactivo antes que la CSH 

(experimento de degradacidn). Los números romanos indican el -

sistema de CLAP utilizado finalmante en la purificaci6n. 

Los niv&les de AVP-L-(35S)Cys-S-CIJ, tanto en al ceso de­

bios!ntesia como en el de degradación fueron muy si•ilares rea 

pecto al caso control. Eetas observaciones fueron reproduc!--­

bles en cada caso (fig II). 

L• medie de las dp• normalizadas y asociadas a AVP-L-(35 

S)Cys-s-cm fué 152 j; 44 en el grupo control (n=3), 335 ± 198 -
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en el de bioe!ntesio (n•4) y 198 ± 25 en el de degradación (n=2 

Usando la prueba U de mann~Whitnsy no se hallaron diferencias -

significativas (p > o.os) entre el grupo control y el de bies!~ 

tesis y entre el grupo control y el de degradación. 

La biosíntssis de OT se estimó determin,ndose el valor de 

la razón de los niveles de OT-L-(35S)Cys-s-cm a AVP-L-(35S)Cye­

s-cm en cada animal y en cede grupo experimental; en estos últ! 

•oe, el c&lculo se realizd usando la medie de los niveles de ra 
dioectivided de cada p'ptido. 

Los perfiles de radioectividad en extractos neurohipofi-­

siarios individuales, ilustrados en le gráfica IV, tionen anot~ 

do (números ar,bigos) al valor de la rezón de loe nivele• da 

OT-L-(35S)Cyo-s-cm / AVP-L-(35S)Cyo-s-cm. En el caso control 

fuá 2.3, la que indica que normalmente le incorporación de la -

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

En el extracto neurohipofisiario de la rata del grupo de­

dagredaci6n, gr,fica IV, la rezón de lo• niveles de OT-L-(355)­

Cye-S-C~ / AVP-L-(355)Cys-s-cm fu' 2.1, muy parecida e le del -

control (2,3), por lo que la CSH no alteró la degradación de la 

or. 

En ca~bio, en el extracto de la rata del grupo de bios!n­

tesie, gr,fica IV, le razón de los niveles de OT-L-(35S)Cys-s-­

cm / AVP-L-(355)Cys-s-cm ful 0,9, casi la mitad del valor del -

caso control, resultado de una disminución de la incorporaci6n­

de la marca a la OT (bios!ntesis inhibida por CSH), 

-49-



Estas observaciones fueron reproducibles (fig Il). tos vs 
lores que resultaron de lee razones de los niveles medios de OT 

·L-(35S)Cys-s-cm / AUP-L-(35S)Cys-s-cm fueron 2.s e~ el grupo -

control, 2.3 en el de degradación y l.l en el de bios!ntesis, 

4.1.S Contenido end6geno de Vesopresina y Oxitocine en las 
neurohip6fisis de rat.as control y de ratas tratadas 
con cisteamina 

En la fig Ill se ilustra en contenido endógeno (Mg) de -­

AVP y OT en las neurohip6fisis de ratas del grupo control, del­

de bios!ntesis (CSH/L-{35S)Cys) y del de degradación (L-(355)·­

Cys/CSH), como le media± l desviación estándar. '!º se encontr~ 

ron diferencias significativas entre el grupo control y el de -

bios!ntesis y entre el grupo control y el de degradeci6n (U de­

mann-a.t.i tney, P'> o.os en embos casos). 

4. 2 DISCUSION 

Desde que se diera a conocer •l efecto depletor de la CSH-­

sobre la SRif inmunoreactiva en varios tejidos de la ra~a (SB,-

72, 91, g2, 97, 105, 106, 107), surgió el interds por conocer -

el mecanismo por medio del cual este fen6meno ocurr!e, dado el­

uso de la CSH en estudios experimentales relacionados a la fi-­

siolog!a de la SRlf (100, 103). 
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Varios mecanismos viables fueron descartados al comprobar­

se que la CSH, en lQ dosis comúnmente empleada, (300 ~g/kg de­

peso corporal), no es t6xica para las células somatostatin,rgi 

cas (20, 107) y que no estimula la secreci6n del p'ptido (107) 

Ade~ás, se concluyó que le CSH no interaccionaba directamente­

con la SRif, ya que su edición in.~ no altera la detecci6n 

de SRif por radioinmunoanálisis (105, 106, 107). 

Los primeros trabajos que ofrecieron una eKplicacidn tent~ 

tiva del efecto de la CSH sobre la deplecidn !!l .!!!.l(!!. de la 

SRif lnmunoreactiva, fueron de franco-Bourland (30 1 31). En e~ 

tudíos realizados !!!. ~' en retas, obtuvo resultados que su­

gerían que el tiol podía inhiblr la bioeíntesis de Je SRif-14-

L-(35S)Cys (30) y activar su degradaci6n (31) en hipotilamo. -

Simult,naamente, obeerv6 el mismo efecto sobre la OT-L-(355)-­

Cys pero no sobra le AVP-L-(35S)Cys, demostrando con ello un -

espectro de acci6n de le CSH más a~plio. Recientemente, Cama-­

ron y Fernstrom han ccmprobedo estos resultados pare la SRit--

14 y la OT (21). 

Estudios realizados con la Prl (52), sugir.ieron un nuevo -

mecanismo de acci6n de la CSH. Los resultados obtenidos sugi-­

rieron la formaci6n de puentes diaulfuro mixtos entre el grupo 

sulfhidrilo de la CSH y los puentes disulfuro de la proteíne,­

adernás de le formaci6n de t111gregados" entre la Prl y otraa mo-

14culas con grupos tiol disponibles, lo cual, podr!a alterar -

la estructura tridimensional de la proteína e impedir el reco-

nocimjento con su anticuerpo. 
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Estas observaciones también podr!an exr.licar los efectos de 

la CSH sObre la depleci6n tisulur de le SffIF, es! como explicar 

ls diominuci6n en los niveles de SRií-l4-L-(3SS)Cya y OT-L-(35-

S)Cys en los e•perimontos de bios!ntesis (30) y de degradaci6n­

(3l). Lo formación de puentee disulfuro mixtos de estos p~pti-­

dcs con la CSH, podría no solo alterar su estructura primaria -

sino tamblén ~u ffiovilidad en el uiate~~ cromatogr,fico original 

Los efectos de le CSH sobre le diseinucidn de le bios!ntesis y­

el aumento en la velocidad de degradación de los péptidos pudi~ 

ron haber sido, tan solo, aparentes. 

Aqu! 39 han reevaluedo estos parámetros de bios!ntesia y de 

degradnci6n de SRlí-14-L-(355)Cys, OT-L-(35S)Cys y AVP-L-(355)­

Cys, pero s-cm e los pépt!dos pare romper los puentes disulfuro 

mixtos qua pudieron haber formado con la CSH. Además, la seper!. 

ci6n de los péptidoe marcado• •• hf 20 en oistemas de CLAP cali· 

bradoe ahora con péptidos s-cm. En estes condiciones, se confi~ 

m6 que le bios!ntesio qe SRií-14 y OT está 1nh1bid3 en las re-­

tes tratadas con el tiol (30), pero no oe encontró alteración -

en la degradeci6n de la SRir ni de le OT, 

Se concluye que la eueencia o disminución en los niveles de 

SRir•l4-l·(35S)Cys y OT·L-(355)Cys observadas con anterioridad­

(30, 31), se debieron en el caso de los experimentos de bios!n• 

tesis, y en el cuso de los experimentos dt degredeci6n, a una -

alteración en sus posiciones de eluci6n en CLAP, en raluci6n -­

con los péptidoe nativos, debido probablemente a la formación -

de puentes disulfuro mixtos entre ellos y la CSH. La ruptura de 
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este interacción por ~-C~ y su aislamiento en sistemas de CLAP­

calibrodoe con los péptidos nativos s-cm, permitió su detecci~n 

en los extractos tisulares de ratas tratadas con CSH, 4 hrs de!_ 

pués de haber recibido le merca vfa icv. Resulta pues, que le -

dapleci6n de la SRií inmunoreactiva, pudiera atribu!rse tanto -

a su interacci6n directa con la CSH como a una disminucidn en -

f:U nivel de biosíntesis, pero no a un aurr.ento en su velocidad -

da degradaci6n. 

Nuevamente la medición de AVP-L-(35S)Cys, ahora en forme de 

AVP-L-(35S)Cya-s-cm en extractos de neurohip6fieia de retas tr~ 

tedas con CSH, no reveló alteracione• de su bios!ntesis ni de -

su degradaci6n, Dada le similitud estructural entre la OT y la­

AVP, llome le atención la ineensibilidad de eata e le acci6n da 

la CSH. Por ahora no se tiene una explicación satisfac~oria que 

aclare este especificidad de acción de la C5H, 
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CAPITULO V 

CONCLUSIONES 



e o N e L u s I o N t s 

l. Se establecieron las condiciones de reacc1dn para la s-c~ -
da SRif-14, OT y AVP (objetivo 1), 

2. S• calibraron los sietemas ds CLAP (I y II) con acarreado-­

rea aint,ticos de SRIF-14-s-cm, or-s-cm y AVP-s-cm (objeti­

va 2), 

3. La disminución de la incorporación da la marca a SRif-14 y­

DT, daapu'• de haber administrado la CSH - experimenta de -

bio•!ntesi• - (objetivo 3), confirmó la inhibición de le -­

bias!nteeis de SR!F y OT en les ratas tratadas con CSH que­

eugiri6 Franca-Baurland (30, objetivo 4), 

4, La disminución da loa nivela• d• SRif-14-L-(355)Cys y OT-L­

(3SS)Cya, marcadoa previamente e la administraci6n de la -­

CSH - experimentos de degradación -, qua habían eido obser­

vados en las ratas tratadas can CSH (31) se debieron a le -

alteraci6n del puente disulfuro de loa péptidoa, que enton­

ces cambiaron su posición de aluci6n respecto a sus acarre~ 

dores nativos en CLAP, porque ahora, al S-Cm y calibrar el­

sistame de CLAP con acarreadores s-cm, los niveles de SRir­
l4-L-(35S)Cys-s-cm y OT-L-(35S)Cys-s-cm no mostraron alter~ 

ci6n, lo que dascart6 al mismo tiempo un efecto de la CSH -

sobr• la dagradaci6n da SRIF y OT (objetivos 3 y 4), 



5, La falta de afecto de la CSH sobre la bios!ntesis y degrad~ 

ci6n !!l ~ de le AVP, confirmó las observaciones de rran­

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