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Siguiendo mi costumbre, observé el mineral vomita

do por las explosiones. Levanté un erizo de mar que tenía -

un corazón petrificado,

¿Qué ocurre en nuestro interior cuando sostenemos

en nuestras manos un pequeño animalilio que vi6 la vida por

primera, vez hace millones de años, en mares desconocidos? -

Lejanía e identidad al mismo tiempo. Un espejo diminuto bri_

lia desde las más lejanas profundidades del espacio y el --

tiempo;- el universo v.ive, A ello se añade la sensación de la

inás alta unidad con este ser, la sospecha de que somos una-

misma cosa en el infinito, y este encuentro es una de ̂ las -

confirmaciones, una de las rimas de la poesía infinita. La

unidad permanece, aún sin confirmación, cuando este ser dor_

mita profundamente en su cuna de piedra. En alguna ocasión,

ambos llegaremos a conocer lo que cada uno supo del otro.

ERNST JUNGER

Diarios de Guerra y Ocupación
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1. INTRODUCCIÓN

El sistema nervioso es el conjunto de estructuras

funcionalmente especializadas mediante las cuales el organis

mo responde adecuadamente a los estímulos que recibe, tanj;o-

del medio externo como del medio interno, Los estímulos son-

cambios de diferente tipo: físicos (térmicos, mecánicos, si-

electromagnéticos)- y químicos; su conjunto constituye la in-

formación que el organismo recibe y a la cual debe responder.

Para esto los organismos cuentan con estructuras especializa

das en el registro de dichos cambios, estas estructuras son-

receptores y su función es transducir los diferentes tipos -

de estímulos. Ningún organismo posee la capacidad de captar-

todos los cambios que ocurren en el medio sino únicamente --

cierta proporción de ellos, estos permiten recibir la infor^

mación necesaria para integrar respuestas que, de acuerdo --

con su medio ambiente, hacen posible su supervivencia.

Los receptores de estímulos pueden ser clasifica-

dos según el tipo de energía que son capaces de registrar, -

por su estructura anatómica etc.j pero independientemente de

sus características particulares, todos tienen la función de

dar entrada a la información al efectuar la transducción del

estímulo que captan.



La información, codificada, debe ser llevada a --

los centros nerviosos donde va a procesarse e interpretarse,

es decir, integrarse. Cuando la información ha llegado a los

centros, se somete a un proceso de análisis y síntesis, tan-

to en espacio como en tiempo, mediante el cual s« interpreta

y se utiliza para elaborar reacciones que varían desde una -

respuesta simple hasta mecanismos complejos como la memoria,

el aprendizaje la expresión emocional y las funciones inte-

lectuales. Los mecanismos ya integrados son conducidos por -

neuronas relacionadas entre sí, hacia las estructuras donde-

tienen lugar las respuestas.

En el sistema nervioso de muchos invertebrados --

y vertebrados, la transmisión parece llevarse a cabo median-

te sustancias químicas de cuya acción depende el efecto que -

el impulso nervioso, llegado a la unión sináptica, tiene so-

bre la membrana postsináptica. Desde este punto de vista la-

sinapsis son; a) excitadoras y b) inhibidoras. Inicialmente-

se pensó que el número de moléculas no debería ser muy gran-

de ya que se consideraba que para los dos tipos de estímulos

reportados para la realización de las funciones; excitación-

e inhibición no se requerirían gran cantidad de moléculas. -

Los primeros agentes transmisores considerados fueron la ace_

tilcolina (2,3) y la norepinefrina (4,5).



En base al conocimiento acumulado se establecie-

ron una serie de criterios para la identificación y caracte_

rización de moléculas con actividad neurotransmisora. Werman

en el año de 1966 (6) definió estos parámetros en base a la-

caracterización de la acetilcolina (Tabla 2.1).

Ya que no todas las moléculas en estudio cumplían-

los criterios establecidos por Werraan, estos fueron tornados-

como una base pero no como criterio Único para definir la ac

tividad neurotransmisora de las moléculas. Existen diferen-

cias entre los neurotransmisores como por ejemplo; su locali_

zación.en diferentes regiones del sistema nervioso» el tipo-

de estímulo que generan como inhibición o excitación, la du-

ración de este, las células blanco donde actúan y su mecanis_

mo de inactivación (captura y degradación) (7,8,9,10) pero -

en general se sabe que son moléculas pequeñas sintetizadas y

almacenadas en terminal nerviosa, liberadas en respuestas -a

estímulos al espacio sináptico (11,12), interaccionan subse-

cuentemente con receptores específicos generando respuestas-

excitatorias como en el caso de acetilcolina (2,3,13) o in-

hibitoria como Gaba (13¿14) y presentan mecanismos de inacti

vaciÓn (12,15),

Actualmente se reconoce que se tenía una aprecia-

ción incompleta del tipo de mensajeros químicos en el siste-

ma nervioso, ya que en la ultima década se han encontrado en
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diferentes regiones de éste más de 30 péptidos pequeños con

posible actividad neurotransmisora (16). Algunos de los neu

ropéptidos identificados habían sido descritos anteriormen-

te como hormonas secretadas al torrente circulatorio (17, -

18).

Como en el caso de los neurotransmisores ante---

riormente mencionados estas moléculas peptídicas fueron ana

lizadas para determinar su posible actividad neurotransmiso

ra. Cada molécula tiene características diferentes e inter«

vienen en funciones muy variadas por lo que es necesario el

estudio específico de cada uno de ellos para entender su --

participación en la actividad nerviosa.

El estudio de los neuropéptidos ha permitido co-

nocer características comunes entre ellos; por tScnicas de-

inmunocitoquímica, por fraccionamiento subcelular y por r#-

dioinmunoensayo se encontró" lo siguiente:
* . ̂  . . . . .

a La mayor cantidad del péptido se localiza en

la terminal nerviosa,

b Son liberados en respuesta a estímulos por -

un mecanismo dependiente de Ca

c Son de tamaño variable y están constituídos-

entre 3 a 30 aminoácidos (12,19,20).

d Se ha demostrado para algunos de ellos que -

su síntesis es a través de un precursor (21,



22,23,24,25,26,27) que posteriormente es pro

cesado en el soma de la neurona o durante el

transporte de la molécula a la terminal ner-

viosa (22).

e Su actividad es mediada por receptores pre-

sentes en las células blanco (12) y al ternú

nar su acción son inactivadas.

Con estudios de inmunocitoquímica T. HOkfelt y

col. descubrieron la coexistencia en una misma neurona de --

neuropéptidos y monoaminas (28,29,30,31). Se postuló que tan

to los péptidos como las monoaminas se almacenan en sitios -

diferentes dentro de la terminal nerviosa y que la libera—

ción de ambas moléculas depende de la intensidad del estímu-

lo (12). Ya liberados los neurotransmisores cada molécula --

puede actuar en forma independiente o coordinada y se propo-

nen diferentes formas de acción:

a Que el neuropéptido y la monoamina tengan re_

cepjtores específicos en células blanco dife-

rentes e independientes (31),

b El neuropéptido puede difundirse y actuar en

neuronas donde no hay contacto sináptico co-



mo en el caso de una sustancia parecida a ~-

LHRH encontrada en rana (32,33).

c Que el neuropéptido module la actividad del-

neurotransmisor (12,16), Se ha encontrado --'

que ciertos neuropéptidos (12,16) son capa--

ces de modificar la actividad de. un neuro---

transmisor ya sea disminuyendo o aumentándo-

la actividad excitatoria o inhibitoria de éŝ

te. Por esta razfin se les han llamado neuro-

moduladores, Al coliberarse las dos molécu-

las transmisoras una quizá actúe como modula_

dor de la otra.

d Que el neurotransmisor liberado tenga activa^

dad en la terminal nerviosa que lo liberó --

(autoregulación) (34,35,36,37,38). Ciertas -

moléculas neurotransmisoras como Gaba, sero-

tonina, dopamina, etc, al ser liberadas por~

la terminal nerviosa en respuesta a estímu--

los actúan en la membrana postsináptica gen^

. rando una respuesta, pero también actúan en-

la sinapsis que lo liberó. El neurotransmi--

sor se une a receptores específicos presen-

tes en la membrana sináptica generando un es_

timulo que posteriormente es traducido. Se -

postula que este mecanismo actúa como censor



de la concentración de neurotransmisor libera

do.

La respuesta generada por los neuropéptidos y -

los neurotransmisores clásicos es diferente, En general los -

neuropéptidos generan una respuesta muy lenta en comparación-

a los neurotransmisores (10 a 10 000 veces más lenta), la vi-

da media del neuropéptido es mayor y la duración del estímulo

es más larga (minutos en comparación a mseg de los neurotrans_

misores clásicos) (12,32,33),

La comunicación selectiva puede darse si dife-

rentes neuronas de una región sintetizan receptores diferen-

tes de tal manera que sólo se estimulan aquellas células que-

contienen el receptor blanco de la o de las moléculas libera-

das .

La caracterización de los neuropéptidos además-

de los neurotransmisores clásicos, se coexistencia, su posi--

ble coliberación o liberación independiente, la diversidad --

de receptores en las células blanco y la variedad de respues-

tas que se generan aumentan un poco nuestro entendimiento so-

bre la plasticidad y potencialidad del sistema nervioso.



1.1 CARACTERÍSTICAS DEL TRH

En la búsqueda de las sustancias hipotalámicas-

del control adenohipofisiario, la primera sustancia caracte_

rizada fue el factor liberador de la tirotropina (TRH) (39).

Esta hormona es un tripéptido (piro-Glu-His-ProNH-) con los.

dos extremos bloqueados (40).

Aunque el TRH fuS identificado como el responsa

ble de la liberación de TSH de hipófisis (41,42,43), poste-

riormente se vi6 que en ciertas condiciones también estimu-

la la liberación de prolactina (PRL) (44,45) y de hormona -

de crecimiento (GH) (46).

Inicialmente se pensó1 que la única actividad --

del péptido era como factor liberador de hormonas hipofisia_

rias, pero al demostrarse su amplia distribución en diferen

tes zonas del cerebro, tracto gastrointestinal, médula espi_

nal, líquido cerebroespinal y én piel de anfibios (47,48) -

además de la detectada en hipotálamo donde se encuentra en-

mayor"concentración (49,50) se postuló su posible participa

ción en actividades independientes a las hipofisiotrópicas.

Por mucho tiempo se pensó que el TRH por ser --

una molécula tan pequeña podría ser sintetizada en forma en



10

zimática (51,52) como el glutation; ahora se ha demostrado

que su síntesis es ribosorna1 y que al igual que otros pép-

tidos proviene de un precursor que posteriormente es proce_

sado,

El precursor es bastante más grande que el TRH,

contiene un péptido señal característico de péptidos que -

son transportados y posteriormente exportados, la secuen-

cia del TRH se encuentra repetida cuatro veces y cada se--

cuencia del péptido está flanqueada por usina y arginina-

que£'.son los posibles sitios de ruptura, originando TRH; --

ademSs este precursor parece codificar para otros péptidos

cuya función aún no ha sido identificada (27),

El TRH ya procesado o en vías de procesamiento

es transportado a la terminal nerviosa donde ha sido loca-

lizado por fraccionamiento subcelular y radioinmunoensayo.

El péptido se encontró dentro de pequeñas vesículas resis-

tentes a condiciones hipoosmSticas (53). El TRH almacenado

en la terminal nerviosa es liberado por un mecanismo secre_

tor dependiente de Ca como respuesta a estímulos despola_

rizantes (54) así como a ciertos neurotransmisores (55). -

El péptido liberado genera en las células blanco diferen--

tes tipos de respuestas que pueden ser depresoras o e x p -

iatorias.
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Las respuestas generadas por el péptido son a --

través de receptores que han sido identificados en diferen-

tes sitios del SNC, hipotálamo, médula espinal e hipófisis -

(56,57,58). Se ha reportado que los receptores específicos -

así como la molécula inmunoreactiva se localizan en sitios -

similares, esto es importante dada la función neurotransmiso^

ra del péptido,

Al hacer fraccionamiento subcelular se encontró-

que los receptores para TRH se encuentran enriquecidos en --

terminal nerviosa (56,57) y que las características bioquínú

cas de éstos en las diferentes regiones son similares, lo --

que ha hecho pensar que son moléculas idénticas (59),

Cuando el TRH ya se ha acoplado a su receptor se

llevan a cabo diferentes eventos: respuesta despolarizante -

dependiente de calcio que es de larga duración y pequeña mag

nítud (12), en neuronas centrales tiene acción depresora de-

la excitabilidad y en hipófisis tiene actividad excitatoria-

(60,61,62,63), estimula el recambio de fosfatidil inositol -

en hipófisis (64) y con esto activa una cascada de fosforila_

ción de proteínas. Se postula que este mecanismo está involu

erado en la liberación de tirotropina (TSH), prolactina -

(PRL) y hormona de crecimiento (GH).

Dada la ubicuidad del péptido y su posible fun--
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ciSn neuromoduladora se han hecho estudios para entender su

participación en las diferentes actividades cerebrales.

Como se mencionó la primera función descrita --

fue su actividad como factor liberador de hormonas hipo£isia_

rias (65). A nivel central se postula como modulador de me-

canismos colinérgicos (66J, dopaminérgicos (67) y monoami--

nérgicos (68).

En los mecanismos colinérgicos se ha visto que-

participa en la despolarización de motoneuronas espinales y

se postula su efecto facilitador en la excitabilidad de las

neuronas (66), antagoniza la narcosis por pentobarbital; ge_

ñera cambios en el metabolismo de acetilcolina en el hipo-

campo, a nivel parasimpático se postula una regulación de -

la tiroides a través del vago por TRH endógeno, aumenta la-

motilidad del tracto gastrointestinal (67).

En el sistema dopaminérgico se observó estimula_

ción locomotora que es inhibida por bloqueadores del recep-

tor de dopamina (DA) (67): estimula la liberación y sínte-

sis de DA (68), se postula que el TRH deshinibe al sistema-

dopaminérgico que normalmente está inhibido por Gaba (69).

También se ha postulado la actividad antidepre-
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sora del TRH por su participación en el sistema monoaminér-

gico (68). A la disminución de 5-hidroxitriptamina (5-HT) -

se le ha relacionado con ciertos síntomas depresores, cuan-

do el metabolismo de este neurotransmisor es alterado ya --

sea inhibiendo a la monoamino-oxidasa o aumentando la sínte^

sis de éste como lo hacen los antidepresivos tricíclicos --

(68)i los síntomas depresores, disminuyen (70).

Si bien se encuentra que el TRH exógeno genera-

cambios a nivel central esto podría estar dado principalmen

te por las altas dosis administradas (72), aunque esto pare_

ciera un requisito ya que el TRH es rápidamente degradado -

al ser administrado por diferentes vías (71).

Como en el caso de los neuf©transmisores clási-

cos los criterios establecidos por Werman (Tabla 2.1) han si-

do una base para el estudio de los neuropéptidos y su posi-

ble actividad neurotransmisora y/o neuromoduladora.

Para el TRH son dos los puntos que claramente -

se cumplen; se almacena en terminales nerviosas (73,74) y -

es liberado por un mecanismo secretor dependiente de Ca

(75). Ya sea que el TRH actúe como factor liberador, neuro-

transmisor o neuromodulador es necesario un mecanismo que -

termine la actividad del péptido.



Se han postulado para el TRH principalmente dos

vías de inactivación: la recaptura dpi péptido y la degrada

ci6n.
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1.2 OBJETIVO

El objetivo general de este trabajo fue el estu

dio de la inactivación del TRH.

Se estudíarion los dos mecanismos postulados pa.

ra la inactivación del péptido:

a Captura,- Puesto que se observó que rebanadas

de tejido presentan la capacidad de acumular TRH (89,90) se

intent6 demostrar si esto ocurría a nivel de terminal ner-

viosa como en el caso de los neurotransmisores clásicos.

b Compartamentalización de las enzimas que de-

gradan TRH.- Por otro lado se han caracterizado varias enzi^

mas con actividad degradativa. En este trabajo se hizo la -

localización subcelular de estas enzimas con principal i n -

terés en la piroglutamil-amino peptidasa metaloproteasa. Es_

ta enzima se encontró enriquecida en membranas totales de -

cerebro y resultó ser muy específica para TRH (125).



1.6

El presente trabajo se dividid en dos capítulos

separados para una mayor facilidad de análisis.

a Estudio sobre la Captura de TRH en terminal-

nerviosa,

b Compartamentalización de las enzimas que de-

gradan al TRH.



2. ESTUDIO DE LA CAPTURA DE TRH EN TERMINAL NERVIOSA
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2.1 ANTECEDENTES

El descubrimiento de un mecanismo de transpor-

te de alta afinidad y específico para ciertos aminoácidos-

(4,5,6,76,77) y para neurotransmisores demostró que las ba_

jas concentraciones de las moléculas liberadas de la tenni

nal nerviosa son removidos por un proceso de recaptura - -

(78,79,80), ;•

Sin embargo, también se vio que ciertos amino-

ácidos sin efecto excitatorio en neuronas son captados por

mecanismos de alta afinidad (81) por lo que se tomaron en-

cuenta otras características de esteoproceso para diferen-

ciar moléculas neurotransmisoras de las que no lo son. Los

parámetros estudiados para lograr la caracterización de -

neurotransmisores fueron: dependencia de sodio, dependen-

cia de la bomba sodio/potasio y de energía (76,77,78,79,80,

81,82,83), Se ha demostrado que los neurotransmisores son-

recaptados por diferentes regiones del cerebro (84) y £l -

sitio de captura es principalmente la terminal nerviosa --

aunque también se ha descrito que las células gliales tie-

nen capacidad concentradora (76,77,82,85).

En el caso de neuropéptidos también se ha estu

diado este mecanismo,. Para la sustancia P, se reportó que-

la molécula no es captada por sinaptosomas ni glia, en cam
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bio un producto de degradación (heptapéptido 5-11) sí es --

captado por rebanada5 de cerebro de rata y médula de conejo

(86), Estos datos sugieren la captura como un mecanismo se-

cundario a la degradación. Para Met-encefaliña se reportó -

un mecanismo de captura en sinaptosomas de striatum de rata

(87), dependiente de temperatura, desplazable por sustrato-

frío e inhibido por dinitrofenol (DNP).

Para TRH, Porter y col. (88) utilizando slnaptb^

somas de cerebro y de hipotálamo de rata, reportaron que el

TRH no es captado. Observaron, como en el caso de la sustan

cia P, que el péptidó es degradado y el producto internali-

zado es prolina, metabolito del TRH.

Para descartar la posibilidad de errores método

lógicos utilizaron como control a dopamina cuyo mecanismo -

de captura está muy caracterizado. Dopamina sí fue captada-

en las condiciones de incubación utilizadas para TRH por lo

que concluyeron que este pép'tido no presentaba dicho meca--

n i sino.

Sin embargo, posteriormente Charli y col. (89)-

demostraron la presencia de un mecanismo de recaptura de --

TRH utilizando rebanada de hipotálamo de rata, éste resultó

ser dependiente de temperatura, de sodio, inhibido por DNP-
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y por oubaína; además tiene una Km de alta afinidad (1G~ M).

Pacheco y col, (119) también demostraron este fenómeno en -

rebanadas de cerebelo de rata.

Ya que en las condiciones experimentales de Char_

li y col, (89>-*£i- se observó internaliracifin-del 3H-TRH, en-

este trabajo se trató de definir si este mecanismo de trans-

porte se llevaba a cabo en terminal nerviosa como en el caso

de los neurotransmisores como GABA, DA, etc.

•••'£ Si bien Porter y col. (88) reportaron que el TRH

no es captado por la terminal nerviosa de hipotálamd y cere-

bro, sus condiciones experimentales no fueron las más adecujl

das para llegar a esta conclusión, debido a que utilizaron -

tiempos de incubación muy largos permitiendo con esto la de-

gradación del TRH, Dadas las condiciones experimentales le -

fue difícil diferenciar entre el péptido captado y degradado

intrasinaptosomalmente y el péptido degradado afuera de la-

vesícula con la consiguiente captura de los metabolitos.

Debido a esto y a que en el laboratorio se repo;r

tó un mecanismo de captura (89) , se planteó una estrategia -

experimental que limitará la degradación del péptido y con -

esto intentar demostrar si el mecanismo de transporte obser-
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vado por Charli (89) se llevaba a cabo en la terminal nervio

sa. Para evitar la degradación del TRH se utilizó un inhibi-

dor (bacitracina) que limita el rompimiento del péptido; tam

bien se disminuyó la concentración de .proteína sinaptosomal-

(de 200 a 1 000 yg en 2 mi a diferencia de Porter que utili-

zó 3 mg/ml) para disminuir las condiciones Óptimas de las en

zimas degradativas, también los tiempos de incubación fueron

modificados, Porter utilizó 60 min de incubación, en este --

trabajo se incubó el péptido con el tejido por 5 min.
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2.2 OBJETIVO

Demostrar si el sitio de captura de TRH observa^

do en rebanadas de hipotálamo ocurre en la terminal nervio-

sa, en condiciones experimentales donde se utiliza un inhi-

bidor de la degradación, y tiempos de incubación cortos.
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2.3 ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

a Fraccionamiento subcelular de hipo'tálamo.

Se obtuvieron los sinaptosomas como se indica

en Métodos.

b Comprobación de la viabilidad de los sinapto-

somas .

Se utilizó al neurotransmisor Gaba como con--

trol y se determinaron sus constantes cinéti-

cas.

c Se incubaron las fracciones en presencia de -

bacitracina que es un inhibidor de la desami-

dasa (PPCE) y de la enzima que rompe después-

de prolina cuando es un dipéptido (PPDA);estas

degradan a TRH y a uno de sus metabolitbs - -

(his-proNH2).

d Determinación de las constantes cinéticas pa-

ra TRH.

e Dependencia del mecanismo de transporte al sp_

dio, a la bomba sodio/potasio y a la tempera-

tura.
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2,4 MATERIALES

Se usaron ratas macho Wistar de 200 a 300 g man

tenidas en condiciones de luz controladas (10 horas al día)

y alimentadas .ad iibitum.

El (L-Prolina -2,3,4,5-3H) TRH (100 Ci/nmol) se

comprSten New England Nuclear Co, Boston Ma.; el TRH frío y

sus metabolitos, en los laboratorios Península, San Carlos,

Ca.

Los demás reactivos usados a lo largo del-estu-

dio fueron adquiridos a Sigma Chemical Co, St v Louis Mo. o-

a J.T, Baker, México,

Se usaron dos tipos de placas de cromatografía:

a De alta resolución (Whatman HPKF) para la pu

rificaci8n del (3H-Pro) TRH,

b De sílica gel G (Merck 5724) para el análisis

de los productos de degradación.

Todos los tubos plástico y material de vidrio --

fueron siliconizados con S% de Surfacil (Pierce) en acetona.
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2.S MÉTODOS

2.5.1 Obtención de Sínaptosomas,

Se obtuvieron siguiendo el método de Bradford -

(123). El hipotálarao disecado de ratas macho Wistar de 300-

gr fue homogenizado en sacarosa 0,32M-Tris-HCl lOmM pH 7.4-

(10? w/v) en un homogenizador Potter Elvehjem con 12 golpes

a 800 rpm. El homogeneizado se centrifugó a 1 000 X g por -

10 min, la fracción soluble fue.a su vez fraccionada a -

15 000 X g por 30 min formando ML (particulada) y S2 (solu-

ble); la fracción ML se subfraccionó en un gradiente discon

tínuo de sacarosa (1.2, 0.8 y 0,32 M). Los gradientes se --

centrifugaron en el rotor SW40 a 100 000 X g por 90 min, ,-.-

Las bandas que se formaron correspondieron a: A=mielina

(entre 0,32 y 0,8 M ) , B=sinaptosomas (entre 0,8 y 1.0 M) y-

Omitocondrias (sedimento). La banda de los sinaptosomas --

fue extraída del gradiente y las vesículas llevadas a 0.45-

M adicionando lentamente agua fría; posteriormente esta sus_

pensión se centrifugó a 20 000 g por 30 min para precipitar

a los sinaptosomas. La pastilla se resuspendió en solución-

Krebs previamente gaseada con C02 (NaCl 125mM, KC1 4.4 mM,-

KH2PO4 1.2mM, MgSO4 1.3mM, NaCO3 26mM, Glucosa lOmM, CaCl2-

0,75mM, Bacitracina ( 2 mM ), Cuando se hicieron experimen-

tos sin NaCl la osmolaridad se mantuvo con sacarosa 256mM.-
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Las soluciones se prepararon inmediatamente antes de ^ s u s -

pender las vesículas,

2.5.2 Incubaci6n de los Sinaptosomas,

Los sinaptosomas resuspendidos en Krebs (1.9 mi-

de suspensión por vial) se preincubaron 5 min a 32°C, se aña

dio el péptido marcado (15 pmolas por punto) y se continuó -

la incubación por 5 min más, Al terminar el período de incu-

bación la mezcla se filtró1 en membranas Millipore de 0.65 pm

(lo^ filtros fueron saturados previamente con albúmina bovi-

na a 1 mg/ml por 30 min para disminuir la posible asociación

del péptido al filtro). Los filtros se lavaron tres veces --

con solución Krebs y posteriormente fueron congelados hasta-

su procesamiento.

2.5.3 Procesamiento de los Filtros,

A cada filtro se' le agregó 1 mi de ácido acéti-

co al 20*, acarreadores (TRH,TRH ácido, DKP, His-Pro, Proli-

namida y Prolina) a una concentración de 5 i¿g y TCA a una ̂ -

concentraciÓn final de 2%, la mezcla se centrifugó a 15 000-

rpm por 15 min.

El sobrenadante sé deslipidizó con éter satura-

do en agua, se agregó metanol a una concentración final de --
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90%, la mezcla se mantuvo a -20*C toda la noche. Posterior--

mente las muestras se centrifugaron a 15 000 rpm por 30 min-

y el sobrenadante se evaporó en un concentrador centrífuga,-

al vacío (Savant), Cada punto se resuspendi6 en 20 ul de me-

tanol 90$ y fueron aplicados a la placa fina. La cromatogra-

fía se corrió en el sistema cloroformo-metanol*hidróxido de

amonio (125j75>25 v/v/v),

Para identificar y cuantificar al TRH y sus me-

tabolitos se raspó de cada carril la sílica en rectángulos -

de 2 cm de ancho X 1 cm de largo, de la sílica se eluyó la -

marca con 1 mi de metanol al 9.0 V y se cuantifico la marca en

líquido de centelleo Bray (5 mi por frasco) (120) en un con-

tador automático de radioactividad (Packard),

2,5,4 Marcadores

Como control .del fraccionamiento se cuantifica-

ron los siguientes parámetros}

a Se determinó la actividad de deshidrogenasa-

ISctica (U)H)( enzima presente en el citoplasma y en el sin-

aptoplasma (114)t

b Se determinó la distribución de proteína en-
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las diferentes fracciones. La proteína se cuantificó por el

método de Lowry CUS),

aj Cuantificación de Deshidrogenasa Láctica -

CLDH)

La actividad se determin8 cuantificando la de-

sapariciSn de NADH + H en la reacción siguiente:

V
• ' ''• r*fe

 CH3

i I
C • * 0 + NADH + H+ w-* H - C - OH + NAD

Piruvato Lactato

Se prepararon mezclas por punto experimental -

y el volumen final fue de 3 mi, A una cubeta de vidrio se a

gregaron 300 yil de piruvato (6 X 10™ M) preparado en amor-

tiguador fosfato 0.05 M pH 7;S; 5 Vl dé NADH + H* (8 X 10"
3

M) preparado en agua; 2 700 pl de amortiguador fosfatos - -

0.05 M pH 7.5.
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A esta mezcla se agregaron diferentes alícuotas

e inmediatamente se Iey6 la disminución de NADH + H a 340 -

nm en un espectrofotómetro Gil££oíd,las lecturas se tomaron-

cada S seg por 2 rain.

b) Determinacifln de Proteína

La determinación de proteína se hizo por el mé-

todo de Lowry (116). Las soluciones utilizadas fueron: NaOH-

ÍN, Na2CO3 al Z% (A), Tartrato Na
+ K+ al 2% (B), CuSO4 al -

1% (C) y Foliri Diluido 1;1 {D),

A 100 vil de la muestra (fracción) se le agrega-

ron 100 yl de NaOH y se incubó a temperatura ambiente toda -

la noche, A esta mezcla ,se le añadieron 900^1 de la siguien-

te solución: 98 mi de A, 1 mi B y 1 mi C, Se agitó y se dejó

reposar por 10 min a temperatura ambiente. Se agregaron 100-

yl de la solución D, se agitó y se dejó reposar por 30 min.

Pasado este tiempo se leyó la absortrancia de ca

da muestra en un espectrofot8metro Gilfford a 660 nm.

Al mismo tiempo se preparó una curva patrón utî

lizando albümina bovina (fracción V),
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2,6 RESULTADOS

2.6.1 Distribucion.de la Actividad de LDH y Proteína,

La presencia de LDH en la diferentes fracciones

y la proporción de proteína fueron utilizadas como controles

del fraccionamiento, En la figura 2.1 se muestra que en la - -

fracción sinaptosomal (B) se recuperó la mayor cantidad de -

la actividad de LDH (24°s) presente en la fracción particula-

da (ML), como se esperaba dada su distribución bimodal (en -

el citoplasma y sinaptoplasma de la neurona) (115) la proteí_

na también se concentró en esta fracción B (25$ del total).

2.6.Í2 Actividad Metabólica de los Sinaptosomas.

Antes de estudiar la captura del TRH por los --

sinaptosomas fue importante demostrar que las vesículas obte^

nidas en el gradiente estaban metabólicamente activas. Para-

esto, se utilizó.al neurotransmisor 1(*C-Gaba cuyo mecanismo-

de captura ha sido caracterizado ampliamente (8,11,13,14,15).

En la tabla 2.2 se muestran los valores de Km y Vmax obtenidos,

estos valores están dentro de los descritos por otros auto-

res (13,14) los cuales reportan para la Km un valor de 2 a -

40 X 10 M y Vmax de 3 a 10 nmolas/min/mg. En esta misma ta-

bla se muestran los valores obtenidos cuando la captura se -

llevó a cabo en ausencia de sodio; la afinidad del fenómeno-
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FlUICü

FIGURA 2 , 1 : DISTRIBUCIÓN DE PJtOTEIHA y DE ACTIVIDAD DE LSII EN LAS DIFERENTES SUBFRAC-

CIONES DE HL.
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se incrementó ligeramente mientras que la velocidad del - -

transporte disminuyó, ratificando lo previamente reportado,

es decir que la internalización de este neurotransmisor es^

dependiente de la concentración de sodio.

Con estos resultados se comprobó la viabilidad

de los sinaptosomas así como su actividad metabólica,

2.6.3 Control de Degradación del TRH

Los experimentos de captura de TRH se hicieron

en presencia de bacitracina (.002M) en las condiciones de -

incubación utilizadas en este trabajo. Con este se aseguró-

la integridad del TRH extrasinaptosomal, evitando la inter-

nalización de metabolitos. Posteriormente se observó que en

ausencia de este inhibidor y en las condiciones experimenta^

les (baja concentración de proteína) el TRH tampoco es degra-

dado .

2.6.4 Determinación de las Constantes Cinéticas para TRH

Antes de estudiar las constantes cinéticas (Km-

y Vmax) para el fenómeno de transporte de TRH se intentó de-

finir la concentración de proteína más adecuada y el tiempo-

de incubación óptimo para estar bajo condiciones de veloci-

dad inicial.



Como se indicó en Métodos, después de varias --

pruebas se decidió incubar los filtros Millipore con BSA - -

1 mg/níl por 30 min antes de la filtración de los sinaptoso--

mas para disminuir la posible asociación inespecífico al fî l

tro del 3H~TRH, también se lavaron los filtros con solución-

Krebs £con 15 mi tres veces) después ¿e.filtrar las vesícu-

las para eliminar interacciones débiles del péptido con el -

tejido,

El primer punto que se .intentó definir fue la -

.coricentración de proteína óptima para la realización de los-

ensayos» En la figura 2,2 se observa que conforme aumenta la -

concentración de proteína sinaptosomal aumenta la asociación

de 3H-TRH, sin embargo la asociación no es proporcional al -

aumento en la concentración de proteína. También se utiliza-

ron diferentes concentraciones del péptido, la mezcla del --

péptido se formS con 3H-TRH (1.5 X 10"*8 M por punto) más TRH

frío para obtener las concentraciones finales de 10 M y --

10" M, Como se observa en esta misma gráfica no varió la --

asociación de 3H-TRH a las diferentes concentraciones del --

pSptido a una concentración de sinaptosomas.

Se pensó que si el mecanismo de transporte para

TRH en la terminal nerviosa era similar al de los neurotranj,

misores clásicos o al reportado por Charli (89), la concen--
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FIGURA 2,2:
10"" 10'"

ASOCIACIÓN DE DIFERENTES CONCENTRACIONES DE

lo"* K
JH-TRH A LA PROTEINA SINAPTÜSOMAL.

Los sinaptosomas obtenidos por el método de Bradford y diluido a diferentes --
concentraciones (250,580 y 1000 ug) fueron incubados en presencia de diferen-
tes concentraciones de TRH por S min. a 52°C. La mezcla de TRH se hÍ2o con - -
1 X 10'8 M de 3H-TRH más TRH frío para obtener 10-6 H y 10'" M. Los valores-
son las CMP asociadas al tejido del total de C?M agregadas (500 900 CPH por -•
punto). Cada punto es el promedio de 4 experimentos.
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tración de TRH donde se apreciarla el fenómeno sería aproxil

madamente 10" M y que al agregar exceso de TRH frío (10 M)

este competiría por los sitios específicos de transporte y-

se observaría disminución de la asociación de marca al tej¿

do, Pero como se indicó en al párrafo anterior la asociación

del 3H-TRH no varT5 al modificar su concentración.

Debido a que a la misma concentración de pro--

teína sinaptosomal no;̂ se observó incremento en la asocia —

ción de la marca en 10 M no en 10 M y tampoco hubo cam-

bio cuando se incubó con exceso de TRH frío, se pensó que -

quizás las terminales nerviosas que captan TRH son modifica

das como ocurre en el caso de la liberación de TRH por sinap_

tosomas (124), o bien durante el fraccionamiento son deple-

tadas de cofactores importantes para el transporte. Se decî

di& utilizar por lo tanto a la fracción ML para no someter-

a las vesículas al fraccionamiento.

En la figura 2.3 Se observa que la asociación --

del TRH a la fracción membranal ML es ligeramente mayor (de

200 a 600 cpm) que en B (de 150 a 250 cpm) y que aumenta --

con el incremento en la concentración de protelna, sin em-

bargo como se vio en la figura anterior el aumento de la --

marca no es proporcional al aumento de la concentración de-

la proteína (ML) y tampoco se observó que a las diferentes-
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FIGURA 2-3= ASOCIACIÓN DE DIFERENTES CONCENTRACIONES DE 5H-TRH A LA FRACCIÓN HL.
La fracción sinaptosomal cruda (ML.) a diferentes concentraciones (270,
520 y 920 ug) se incubó con 3 concentraciones de 3H-TRH a 32°C por 5 -
min. Los valores están dados en cpm. La mezcla de TRH se hizo con -
1 X 10-8 M de 3H-TRH más TRH fr£o para obtener 10"6 M y lO'1* M. Cada -
punto es el promedio de 3 experimentos.
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concentraciones de TRH aumentara o disminuirá la asociación

del pSptido. La unión del TRH al tejido sigue siendo muy ba-

ja y si bien esto pudiera reflejar que hay un numero bajo de

terminales TRHérgicas el hecho de que variando la concentra-

ción de TRH no haya cambiado la cantidad del pep"tido unido -

sugiere que no es posible discriminar entre la asociación po_

co específica de la específica del péptido al tejido.

El fenómeno de internali2ación, a diferencia --

del de asociación a receptores es dependiente de temperatura.

Por lo tanto se comparó la unión de TRH al tejido a dos tem-

peraturas: 4°C y 32°C y a dos concentraciones: 10 M y 10

M. Como se observa en la figura 2.4 hay diferencia en la can

tidad de radioactividad asociada a 10~8 M y 10 M de TRH a-

diferencia de experimentos anteriorest también se observa --

que la radioactividad asociada a 4°C y 32°C a la más alta --

concentración del peptido (10~ M) varía dependiendo de la -

temperatura, a 4°C es ligeramente menor que a 32°C mientras-

que a 10 M la asociación permaneció invariable a ambas tem

peraturas. La diferencia en asociación a 4°C y 32°C pudiera-

reflejar un mecanismo de transporte de baja afinidad.

Con el objeto de definir si la diferencia en el

numero de cpm asociadas a 4°C y 32°C era realmente por la -

internalización del H-TRH por un mecanismo de baja afinidad
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TESIS CON

FIGURA 2 . » ' ASOCIACIÓN DE DIFERENTES CÜNC e n RACIONES BE ÍH-TBH EN LA FRACCIÓN KL.

•) Se utilliiion doi cvaceatraclgftcl ¿t TRH 10"' y 10*4

b) 101 UltnBUt puntal » Incubiían • »• y 31 *C
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se estudió el contenido de las vesículas. Se incubó la frac-

8 -4

ción ML con TRH a dos concentraciones (10 M y 10 M) a --

326C, posteriormente las vesículas fueron rotas por congela-

ción y descongelación y por centrifugación fueron separadas-

las fracciones membranal y soluble. En estas fracciones se -

cuantificó el número de cpm asociadas. Los resultados mostra

ron la asociación del TRH-únicamente en la fracción membra-

nal y no en el sinaptoplasma. Con esto se concluyó que en --

nuestras condiciones experimentales la captura de TRH pare-

ciera no ser llevada a cabo por la terminal nerviosa y por -

tanto se duda de §sta como el mecanismo fisiológico de inac-

tivación del TRH,
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2.7 DISCUSIÓN

Los resultados obtenidos con el neurotransmisor

1(*C-Gaba nos permitieron concluir que los sinaptosomas obte-

nidos por el método de Bradford (123) están activos metabóK

camente y la falta de transporte de TRH no es debido a un --

mal estado de las vesículas.

Las constantes cinéticas obtenidas para Gaba en

presencia y ausencia de sodio coinciden con los resultados -

reportados por varios autores, lo que aseguró1 que las condi-

ciones y el tratamiento de las vesículas era el adecuado - -

(13,14),

Un punto muy importante fue la dificultad para-

diferenciar entre la asociaci6n específica y la no específi-

ca del TRH al tejido (figuras 2.2 y'2,3) por la falta de acumula_

ción del péptido en la terminal o de desplazamiento por pép-

tido frío. Estos resultados sugieren que la terminal nervio-

sa de \a. neurona hipotálámica no posee un mecanismo de ínter

nalización como el descrito por los neurotransmisores clási-

cos. Esto también se demostró cuando se analizó1 el contenido

de cpm en el sinaptoplasma y la membrana, sinaptosomal donde-

la asociación de marca únicamente se observó en la membrana.
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Por otra parte otros autores describen recepto

res específicos para TRH en hipotálamo (56) , razón por la -

cual se escogió esta región para el estudio de captura, ya-

que además de su función en el control del eje hipotálamo--

hípofisiario se ha sugerido la existencia de sinapsis TRH -

érgicas dentro del hipotálamo involucradas en funciones ta-

les como termoregulación, Pudiera pensarse que las termina-

les nerviosas involucradas en la neurotransmisión son muy -

pocas y que por esto haya sido difícil la observación de la

captura del TRH sin embargo, Charli y col. (89) si observa-

ron internalización del péptido en rebanadas de hipotálamo;

ésta posiblemente sea realizada por otras entidades celula-

res como glia o los tanicitos que se han propuesto intervie

nen en el transporte del 3er. ventrículo al sistema porta -

de diferentes sustancias.

La importancia del mecanismo de transporte ob-

servado por Charli (89) en la inactivación del TRH no es --

muy clara ya que si bien es un fenómeno con características

similares a la captura de Gaba (dependiente de energía, in-

hibido .''por DNP y ouabaina) la velocidad de ésto es muy len-

ta.

Quizá la internalización observada tenga que -

ver con la actividad del TRH como mensajero intracelular, -
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como se ha observado en hipófisis donde el péptido llega has_

ta el núcleo.

El haber encontrado que en nuestras condiciones

experimentales el TRH no es transportado por las terminales-

nerviosas de hipotálamo sugiere lo siguiente:

1 Quizá el hipotálamo contiene pocas termina-

les TRHérgicas.
í

2 Que la captura del TRH no sea un fenómeno --

idéntico al de los aminoácidos y tenga carac_

terísticas muy particulares,

3 Que el TRH no sea captado por el hipotálamo-

pero si por otras regiones del sistema ner-

vioso.

4 Que la inactivación del TRH sea por otra vía

diferente a la captura.



3, COMPARTAMENTALIZACION DE LAS ENZIMAS QUE DEGRADAN
• AL TRH
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3.1 ANTECEDENTES

Para varios neuropéptidos activos como TRH, - -

LHRH, neurotensina y encefalinas se han descrito actividades

proteollticas capaces de inactivarlos (90,91,92,93,94), Mas-

que el rompimiento en sí de la molécula por cualquier enzima

es importante determinar cual de esas actividades degradatir

vas esta involucrada en la inactivaci6n fisiolflgica del pép-

tido,

Bauer y Lipman (92) demostraron que el TRH es -

inestable cuando se incuba con horaogenados de cerebro o con-

suero. Dada su estructura pGlu-His-ProNH, se pueden inferir-

la existencia de tres sitios de ruptura: entre el ácido pirp_

glutámico e histidina, entre la histidina y la prolinamida o

desamidando a la prolina del TRH (Figura- 3.1} . De estas posibi^

lidades se ha demostrado que existen sólo dos actividades: -

la piroglutamil-aralno peptidasa (PGA) que rompe entre el acî

do piroglutSmico y la histidina y la actividad de desamidasa.

A su vez estas enzimas generan metabolitos que son cortados-

por otras enzimas, esto será más ampliamente explicado.

3.2 Enzimas que degradan al TRH

3.2.1 Piroglutamil-amino peptidasa (PGA):

Esta actividad se ha encontrado en tejido cere-
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bral (95), en hipófisis (96) y en suero (99). El metabolito

que genera es la His-ProNH2 que es un producto que tiende a

ciclizarse en. forma no enzimática (97) formando dicetopipe-

racina (DKP). Se han purificado dos enzimas con esta activi^

dad;

a Enzima Purificada de Fracción. Soluble de Ce_

rebro.- Es una enzima ampliamente distribuida ya que se ha-

localizado en varios tejidos (100,101), tiene un peso mole- •

cular de 28 000. Requiere la presencia de DTT y EDTA para -

expresar su máxima actividad y es inhibida por compuestos -

que bloquean los grupos tiol (99), por lo que en éste trabaj

jo se le denomina PGA-SH, Esta enzima £iene especificidad -

por péptidos con la fórmula pGlu-X (98), como LHRH, neuroten

sina, gastrina asi como péptidos sinéticos que contengan es_

te enlace.

b Enzima Sérica." A esta se le ha llamado ti_

roliberinasa, tiene un peso molecular de 260 000 (99) y de_

grada rápidamente al TRH (119). Sus características bioquí-

micas difieren de la actividad de PGA de la fracción soluble;

a diferencia de esta última es inhibida por DTT y EDTA, y -

muestra gran especificidad por TRH (99), Se ha observado que

la actividad de esta enzima en rata está regulada por hormo_

ñas tiroideas (102) y presenta cambios durante el desarro-

llo (103,104). Por estas características se postula como si
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mecanismo regulador de la actividad del péptido en las célu

las hipofisiarias (99).

Con respecto a esta actividad de PGA existía -

una controversia en cuanto a la localización de la enzima.-

Como se describió en el párrafo anterior, Bauer utilizando-

DTT y EDTA en sus ensayos Únicamente expresaba la enzima so_

luble (SH) que contiene grupos tiálicos, pero no reportaba-

actividad en la fraccifin membranal.

Griffiths trabajando en ausencia de DYY y EDTA

encontré actividad de PGA en membranas pero en estas condi-

ciones no expresaba a la enzima soluble. Cada grupo reporta

ba la actividad de PGA como soluble o como membranal pero -

ninguno de los grupos postuló que se podría tratar de dos -

enzimas con ubicaciones y características diferentes.

Recientemente Garat y col, (125) reportaron -

que efectivamente existen dos enzimas con actividad de PGA,

una soluble que requiere DTT y EDTA y una..memhxanal que es.

inhibida por estos compuestos. La actividad membranal fue -

caracterizada como una metaloproteasa específica para TRH,-

presente en membranas de cerebro. Bauer (1984) cambiando --

sus condiciones de incubación (sin DTT y EDTA) también en--
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contró actividad degradativa en membranas de hipófisis aun-

que no report6 de que actividad se trata (93).

3.2.2 Desamidasa (PPCE)

La desamidación del TRH es catalizada por una-

enzima de 76 000 de peso molecular (8), esta actividad £ué

caracterizada como post-prolina (E.C, 3,4.21.26.) (108,109,

110} y corta específicamente a la derecha del carboxilo de-

la prolina. Aunque cataliza la desamidaciSn del TRH su espe_

cificidad de sustrato es el de una endopeptidasa que hidro-

liza uniones internas del péptido (Y-Pro-X). Varios pilpti--

dos son hidrolizados por esta enzima como LHRH, angiotensir

na, oxcitocinay péptidos sintéticos (96). También se purifi.

có una enzima de riñon de borrego (111) con la misma especí^

fieldad de sustrato y características bioquímicas similares.

3.3 Degradación de los Metabolitos del TRH

Ya que el TRH fue desanudado o hidrolizado por

la PGA, los metabolitos generados (TRH ácido e His-ProNH^)-

son subsecuentemente hidrolizados por diferentes enzimas.

a El producto His-ProNH2 generado por la PGA-

puede sufrir diferentes modificaciones:

3.3.1 Como se había mencionado anteriormente pue-
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de ciclizarse en forma no enzimática generando dicetopiper¿

ciña (DKP) (97,98). Este metabolito se ha encontrado involu

erado en actividades fisiológicas del cerebro (113,114), en

ocasiones como antagonista de la actividad de TRH y en otras

potenciando su actividad.

3.3.2 Puede ser desanudado por la enzima que corta

después de prolina cuando son dipéptidos (PPDA) (.96). Se ha

reportado que está presente en adenohipófisis y en riñon.

3.3.3 A su vez la histidil-prolina es hidrolizada

por la imidopeptidasa (112) dejando a los aminoácidos l i —

bres.

3.3.4 Por una actividad de histidil-prolil amino-

peptidasa se puede formar prolinamida e histidina (112).

b Cuando el TRH es desanudado formando TRH --

ácido, este metabolito también es degradado:

3.3.S Es hidrolizado por la PGA generando histi--

dil-prolina.

3.3.ó La histidil-prolina genera los aminoácidos-

libres por la acción de la imidodipeptidasa.
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Schwartz (1981) definió seis criterios para la

identificación de neuropeptidasas inactivantes (Tabla 3.6).

Uno de los puntos que postula es la adecuada -

ubicación de la enzima para que esto pueda degradar al pép-

tido liberado.

Este criterio ha sido tomado en cuenta para el

estudio de las enzimas que degradan aencefalinas, sustancia

P y otros neuropéptidos y se ha postulado que la presencia-

de estas en terminal nerviosa las hacen un candidato impor-

tante en la inactivación fisiológica de los diferentes neu-

ropéptidos.

Para TRH han sido identificados diferentes ac-

tividades degradativas pero lo importante para determinar -

su posible actividad fisiológica será definir su ubicación-

subcelular.
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3.4 OBJETIVO

Definir la distribución subcelular en homoge-

nado de cerebro de rata de la PGA metalopro--

teasa así como de las otras enzimas que degra_

dan al TRH, y estudiar su posible participa-

ción en el mecanismo de inactivación del tri-

péptido.
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3.5 ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Ya que como se demostró en el capítulo anterior,

el TRH parece no ser captado por la terminal nerviosa, la de_

gradación del pSptido pareciera entonces ser el mecanismo --

principal de inactivación, Por ello la localización subcelu-,

lar de la PGA membranal resultó entonces un punto importante

para definir la participación de ésta en el mecanismo fisio-

lógico de inactivación del TRH.

Para lograr este objetivo se estudió la locali-

zación subcelular de las enzimas que degradan al TRH. Para «

la distribución subcelular se utilizaron los criterios de --

D. Duve (121, 122),(Tabla 3.7),

a Se utilizaron marcadores enzimSticos y se d<e

terminó su distribución en las diferentes fracciones. Las en

zimas analizadas fueron deshidrogenasa-láctica (LDH) que tie_

ne ubicación soluble (115) la hexosaminidasa contenida en li_

sosomas y la 5'nucleotidasa presente en membranas plasmáti-

cas y sinaptosomales.

i b Se determinó la distribución de las enzimas»

que degradan al TRH y se compararon con los patrones de las-

enzimas marcadores.
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1) Fraccionamiento subcelular para separar las diferen-

tes entidades celulares,

2) Demostrar el enriquecimiento de los elementos célula,

res obtenidos por el fraccionamiento mediante la ut^

lización de enzimas presentes en las diferentes enti_

dades celulares,

3) Cuantificar la actividad de las enzimas marcadoras,-

definir su distribuciSn en las diferentes fracciones

y comparar ésta con la distribución de la enzima en-

estudio.

4) Los valores se expresan en actividad relativa especi^

fica (RSA) que se obtiene del siguiente cociente:

% de Actividad Enzimática
% de Proteina

El valor de RSA mayor que 1 indica enriquecimiento -

de la enzima en determinada fracción, el valor menor

a 1 indica que no hay enriquecimiento.

TABLA 3.7= CRITERIOS PARA DEFINIR LA UBICACIÓN SUBCELULAR DE EN
ZIMAS (D. DUVE 122).
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c Los sinaptosomas fueron sometidos a choque -

osmótico con Tris-'HCl SOmM y posteriormente fueron sonicados

durante 5 seg 3 veces a 4°C, esta suspensión fue centrifuga-

da para analizar la actividad degradativa en estas fraccio-

nes (sinaptoplasma y membrana sinaptosomal),
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3.6 MATERIALES

Se usaron ratas macho Wistar de 200 a 300 g man

tenidas en condiciones de luz (10 horas al día) y alimenta--

das ad 1 ibit-üm.

El (L'prolina-2»3,4,5,-3H;) TRH (100 Ci/mmol) se

compró en New England Nuclear Co, Boston Ma; el TRH frío y -

sus metabolitos, en los laboratorios Península, San Carlos -

Ca.

• p

Los demás reactivos usados a lo largo del estu-

dio fueron adquiridos a Sigma Chemical Co, St, Louis Mo. o a

J.T, Baker, MSxico,

Se usaron dos tipos de placas de cromatografía:

a De alta resolución (Whatman HPKF) para la pu

rifícación del (3H-Pro) TRH.

b De sílica gel G (Merck 5724) para el análi-

sis de los productos de degradación-

Todo el material de vidrio y plástico usado para

trabajar con (3H-TRH) fue1 previamente siliconizado con 5% de

Surfacil CPierce) en acetona.



55

3.7 MÉTODOS

3.7.1 Purificación de (3H7Pro) TRH

En todos los experimentos realizados en este

trabajo se utilizó el 3H»TRH previamente purificado para ev:i

tar enmascarar los metabolitos ya existentes en el reactivo?

y los generados durante la incubación,

El péptido se aplicó1 sobre una placa fina de a¿

ta resolución, esta se corrió en el sistema acetona«agua - -

(80:20 v/v), En otro carril de la placa se aplicó una mues-

tra patrón de TRH frío y se reveló con reactivo de Pauly, La

zona que comigró con el marcador £u6 recortada y extraída »-

con metanol 90$. La pureza del 3H-TRH se verificó cromatogria

fiando en placas de sSlica gel G en el sistema cloroformo-me

tanol-hidróxido de amonio (125Í75V25 v/v/v), La pureza se ve_

rificó por conteo de radioactividad utilizando una solución-

de centelleo de Bray (122) obteniendo un 96-98$ de pureza,

3.7.2 ' Fraccionamiento Subcelular

Se decapitaron ratas macho Wistar de aproximada^

mente 300 gr, el cerebro fue inmediatamente disecado y colo-

cado en una solución de sacarosa 0.32 M, Tris HC1 lOmM pH --
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7,4 (ST) a 4°C. Todo el' fraccionamiento se llevó a cabo a 4°C.

La homogenización del cerebro se hizo en un homogenizador -

Potter-Elvehjem. Las centrifugaciones se llevaron a cabo en

una centrifuga Sorvall en el rotor SS34 y en una ultracen--

trlfuga Beckman L-50,

El horaogenado fue centrifugado a 900 g por 10-

min, la pastilla asj obtenida se resuspendió en la mitad --

del volumen inicial de S,T. mediante una homogenización más

suave y esto se recentrifugó. Esto se hizo tres veces conse_

cutivas. Las fracciones solubles se mezclaron formando con-

esto el extracto crudo (CE), el sedimento se resuspendió en

sacarosa y esta correspondía a la fracción nuclear (N) que-

contiene núcleos, células no rotas y membranas. La fracción

CE se centrifugó a 12 000 g por 1S min, el sedimento que se

formó es la fracción ML, El sobrenadante se centrifugó a --

100 000 g por 120 min( en el sedimento se precipitaron los-

microsomas (P) y la porción soluble S correspondió al cito-

plasma, (Figura 3.2).

Lá fracción ML se subfraccionó siguiendo el mé̂

todo de Koening, H, (117), En un gradiente discontinuo de -

sacarosa (1,4, 1,2, 1,0, 0,8, 0,32 M) se separaron los dife_

rentes componentes de la fracción ML. El gradiente se cen--



57

HOMOGENñDO

Centrifugaci6n a 900 x g 10 min

CE

12 000 X g
15

se resuspendió en ST y se centrifugó
a 600 X g (3 veces)

CE1

ML

X g 120 min

FIGURA 3.2: OBTENCIÓN DE LAS FRACCIONES CRUDAS DEL HOMOGENADO.

Las diferentes fracciones fueron obtenidas como se
indica en el esquema. Las actividades enzimáticas-
utilizadas como marcadores fueron cuantificadas en
estas fracciones y posteriormente se compararon con
la distribución de las enzimas que degradan al TRH,
CE=extracto crudo, N=fracci6n nuclear, S2=sobrena~
dante de 12 000 X g, ML=fraccíÓn mítocondrial cruda,
S=sobrenadante de 100 000 X g y P=microsomas,
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tri£ug6 a 100 000 g por 120 min en el rotor SW40. Las bandas

que se formaron fueron las siguientes Figura 3.3:

A Banda formada en la interfase entre 0.32 y -

0.8 M, contiene principalmente mielina.

B Banda entre 0.8 y 1.0 M, migran sinaptosomas.

C Banda entre 1.0 y 1,2 M, compuesta de sinap-

tosomas y mitocondrias.

D En la interfase entre 1.2 y 1.4 M se formó -

la banda de mitocondrias.

E El sedimento estuvo formado por los lisosomas

Las bandas se extrajeron de los gradientes y --

fueron precipitadas por centrifugación a 15 000 rpm por 30 -

min. Las pastillas fueron resuspendidas en la solución de ST.

Las muestras se mantuvieron a -70°C hasta la --

realización de los ensayos enzimáticos de los marcadores ha-

biendo hecho antes los controles que muestran que la congela^

ción no afectó la actividad de éstas. Los ensayos de degrada,

ción se hicieron inmediatamente de obtenidas las fracciones.
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MX> resuspendida en ST

0.32

0.8

1.0

1.2

1.4

TESIS CON

100 000 X g

120 rain

Gradiente de sacarosa

FIGURA 3,3: SUBFRACCIONAMIENTO DE ML,

La fracción mitocondrial cruda (ML) fue1 separada

en sus diferentes componentes en un gradiente --

discontinuo de sacarosa (117),

Las diferentes fracciones fueroji extraídas y cen

trifugadas, posteriormente se resuspendieron en-

el medio ST para la realización de los diferen-

tes ensayos enzimáticos, A=mielina, B=sinaptoso-

mas, C=sinaptosomas y mitocondiras, D=mitocon---

drias, E=lisosomas.

La fracción ML fue obtenida como se indica en la

Figura 3.2.
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3.7.3 Ensayos Enzimáticos

Las fracciones fueron preincubadas en presencia

de Tritón X-100 para los ensayos de LDH, hexosaminidasa y --

las enzimas degradativas del TRH a una concentración final -

de O,1V» En el caso de la 5lNucleotidasa^se utilizó tauroco-

lato a 2% final. La temperatura de incubación fue de 37°C en

todos los casos.

a) La LDH (.114) , está descrita en la sección -

•3 2.5.4 de este trabajo,

b) La 5iNucleotidasa (E.C.3.1.3,5) se determi-

nó cuantificando el Pi liberado del sustra-

to AMP (117),

El volumen de reacción final fue de 1 mi; -

la mezcla de incubación se formó con: KC1 -

100 mM, Mg Cl¿ 100 mM, Tartrato Na/K 10 mM,

Tris HC1 50 mM pH 7¿4, Taurocolato 2% y AMP

5 mM, La reacción se detuvo con TCA (25% fî

nal),

Las diferentes fracciones se incubaron por-

60 min a 37DC, ya detenida la reacción Ios-

tubos fueron centrifugados a 3 000 rpm por-

1S min, el sobrenadante se utilizó para la-

medición del Pi.
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Para cuantificar el Pi liberado se utiliza-

ron las siguientes soluciones:

A) Acido Ascfirbico al 10%, B) Molibdato -

de Amonio 0,42% en H-SO, concentrado, C) -

Mezcla de una parte de A mSs 6 partes de B,

esto se mantiene en hielo,

Para el ensayo se mezclaron 300 ul del sobre_

nadante de la reacción y 700 yl de C, se in

cub6v60 min a 37°C y se Iey6 a 820 mM en un

espectrofotómetro Gildford,

Se hizo en forma paralela una curva patrón-

con KH2PO4>

c) La hexosaminidasa (E,C,3.2,1,30) se cuanti-

ficó según el método de Susuki [119) las so

luciones utilizadas fueron!

A) Na2HPO4 20 mM mSs Ac, cítrico 12 mM a pH

4,4, (Se llevó a este pH con Ac. cítrico --

0.1 M).

B) 4 metilr-umbeliferil B-D-N-acetilglucosa-

minida, se hizo una solución 5 mM en amorti^

guador fosfato/citrato (A).

D) 4 metil-umbeliferona a 200 mM, la concen
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tración final fue 10 mM,

Las muestras a medir fueron diluidas 1:1 --

con la soluciOn A, se tomaron 25 yl de esta

mezcla se preincubaron a 37°C y se añadie-

ron 100 ul del sustrato (solución B) se in-

cubó1 por 30 min y la reacción se detuvo con

1,9 mi del amortiguador C.

La producción de 4 metil^umbeliferona se -*-

midió en un fluoróraetro a una vexitación de

360 y emisión des448,

d) La PGA (SH) se cuantificó midiendo la produc_

ción de 3 naftilamina (96).

Las soluciones utilizadas fueron:.

A) Amortiguador Fosfato 100 mM pH 7,4 con 2

mM de DTT y 2mM de EDTA,

B) Pirrolidonil 3 naftilamida 10 pM.

A 2 mi de solución A se le agregaron 10 vil -

de solución B y diferentes alícuotas de la -

muestra. La producción de $ naftilamina se -

hizo en un fluorómetro a 37°C, exitación - «

340, emisión 410,
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3.7.4 Condiciones para el Estudio de la Degradan del TRH.

La concentración de proteína para los ensayos -

fue entre 0,3 y 1 mg/ml para las fracciones solubles y de 2-

a 5 mg/ml para las fracciones membranales, siempre se utili-

zaron 3 concentraciones de proteína de las diferentes frac-

ciones para asegurar que se estaba en la linearidad del fehó,

meno y hacer una adecuada cuantificación de la actividad de-

gradatíva.

El volumen inicial de incubación fue de 5 \¡1, -

estos se preincubaron ,15 min a 37°C en presencia de Tritón -

X-100, se agregó el sustrato marcado...(3 pmolas en 5 ul) * Lá~

mezcla de reacción fue incubada por 60 min en el caso de las

fracciones membranales y por 30 min las solubles. La reac-?-

ción se detuvo agregando 100 ul de Scido acético al 201,'Las

soluciones utilizadas en los diferentes ensayos fueron; saca_

rosa 0,32 M - TrisHCl 10 mM (ST) y sacarosa 0¿32 M - Tris i

HC1 10 mM con DTT 2 mM y EDTA 2 mM,

3,7.5 Análisis de los Productos de Degradación,

Las diferentes mezclas de reacción con ácido v

acético se centrifugaron a 1000! g por 30 min. Los sobrenadan-

tes fueron deslipidizados en Éter saturado en agua, por tiltil



64

mo se llevaron a 901 vol/vol en metanol. En esta solución el

TUH y sus metabolitos son solubles. Los sobrenadantes se eva

poraron a sequedad y se resuspendieron en 20yl de metariol --

90$. Se aplicaron en placas para cromatografía de sílica gel

G y se corrieron en el sistema cloroformo-metanol-hidróxido-

de amonio (125:75:25 v/v/v) junto con los patrones dé TRH y

sus metabolitos. Secadas las placas los patrones fueron revé

lados con reactivo de Pauly,

Los carriles de las muestras se recortaron (2 -

cm de ancho X 1 em de largo) y cada rectángulo se extrajo --
-. •&

con metanol 90%, Para su conteo se agregaron 5 mi de Bray a-

cada frasco (120),

Se observó que aunque ciertos metabolitos tie-

nen diferente Rf, su separacián en los carriles del ensayo -

no es suficiente en algunos casos (Figura 3,4) como prolina-

(0.24), histidil-prolina (0.3) y TRH ácido (0.54) que forma-

ron en ocasiones un gran pico'de prolinamida (0,8) y diceto-

piperacina (0.87) que formaron un segundo pico al final de -

la placa. Estos dos picos fueron eluldos de la sílica después

de haber si'do corridos en el primer sistema de solventes y -

evaporados a sequedad; Las muestras fueron evaporadas a se-

quedad y resuspendidas en metanol 901 y aplicadas en la

ca para ser corridas en un segundo sistema de solventes -
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(isopropanol-agua-hidróxido de amonio) (80:29:1 v/v/v). Los -

Valores de Rf obtenidos fueron: prolina 0,12, prolin.amida 0.3,

histidil-prolina 0,43, TRH acido 0,65 y dicetopiperacina 0,75

(Figura 3.4),

3,7.6 La determinacifin de proteína se hizo segün el método -

de Lowry (115) utilizando albúmina bovina fracción V -

(de Sigma) como patrón.
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3.8 RESULTADOS

3.8.1 Distribución Subcelular de los Marcadores Enzimáticos

Como se mencionó el objetivo de este trabajo fue

el definir la compartamentalización de las enzimas que degra-

dan al TRH con particular interés en la piroglutamil-amino- -

peptidasa (PGA-M), Para esto se sigui6 el método de D. Duve -

(121,122), se tomaron marcadores bien definidos como son LDH,

5'Nucleotidasa y la hexosaminidasa y su distribución se compa

ró con la de las enzimas que degradan al TRH.

Como primer paso se determinó la distribución de

las actividades en las fracciones .gruesas de homogenado de ce_

rebro (N,ML,P-yvS). En la Tabla 3.1 se observa que la LDH se-

encuentra enriquecida en la fracción citosólica S; en ML la -

actividad fue de aproximadamente 30% (Tabla 3.2) en ésta no -

se encontré enriquecimiento de la enzima (RSA=.7, Tabla 3.2)-

y la actividad presente corrobora lo anteriormente descrito -

por Johnson (115) sobre la presencia de LDH en terminales ner

viosas. La poca actividad encontrada en la fracción N es debj;

da a la presencia de células no rotas mientras que en microso

mas (P) pudiera deberse al atrapamiento de la enzima en vesí-

culas generadas durante la homogenozación o por su asociación

inespecífica a las membranas.
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La 5'Nucleotidasa, a diferencia de la LDH, se eii

contró enriquecida en la fracción microsomal P como había si-

do descrito anteriormente (118), en ML también se detectó ac-

tividad (301, Tabla 3,2), Fue de gran utilidad monitorear es-

ta enzima ya que permitid cuantificar el grado de contamina-

ción de las diferentes fracciones, por ejemplo en S (Tabla --

3.1 y 3.2) se observó cierta actividad debida a una centrifu-

gación insuficiente.

Para la hexosaminidasa (Tabla 3.1 y 3.2) el

mo enriquecimiento Se detecta en ML correspondiendo a las ve-

sículas lisosomales que contienen a esta enzima y se acumula-

ron en esta fracción (120), En S también se encontró activi-

dad de hexosaminidasa debido posiblemente a la ruptura de los

lisosomas que dejan libre a la enzima (Tabla 3,1).

Ya que se obtuvieron los patrones de distribución

adecuados para cada enzima (al compararlos con otros autores),

se hizo el subfraccionamiento de ML como se indica en Métodos.

En la Tabla 3.3 se muestran los resultados: la LDH se encon-

tró principalmente en las fracciones sináptosomales B y C y -

aunque la actividad en estas es menor que en S (2 veces menor),

la actividad detectada corresponde a la enzima presente en si'

naptoplasma (115), la actividad en Jas fracciones A,D,E, es -

tan baja que parece estar dada por contaminación de la LDH ag-

estas fracciones. La 5'Nucleotidasa también presentó su máxi-
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ma actividad en B y C, En la fracción lisosomal E se enrique-

cifl la hexosaminidasa como se esperaba; en B y C también se -

encontró" actividad por la presencia de lisosomas en la termi-

nal nerviosa (Tabla 3.3).

Como se intentaba definir claramente la ubica

ción de las enzimas degradativas también era importante deter_

minar la ubicación de los marcadores en los componentes sinap_

tosomales: la membrana y el sinaptoplasma. Para ello las fra£

ciones B y C fueron extraídas del gradiente y llevadas a 0.45M

añadiendo agua fría lentamente y posteriormente las vesículas

fueron centrifugadas. El sedimento se resuspendió en 0.32 M -

de ST. Los primeros intentos para determinar la distribuci6n

de las enzimas fueron mezclando las dos fracciones sinaptoso-

roales B y C (BC) las cuales fueron sonicadas en poco volúnten-

te mi) como se indica en Métodos y fraccionadas por centrifu-

gación. En la Tabla 3,4 se observa que la LDH está enriquecida-

en el sinaptoplasma y que la asociación de la enzima o su - -

atrapamiento en la fracción membranal es bajo (101); es evi-

dente que al haber roto los sinaptosomas hubo también ruptura

parcial de los lisosomas por la actividad tan alta de hexosa-

minidasa encontrada en la fracción soluble (Tabla 3.1). La --

5'Nucleotidasa si bien se enriqueció en la fracción membranal,

la fracción soluble también presentó actividad debido quizá" -

a una mala centrifugación que dejó pequeños fragmentos de mem

branas o microvesículas en el sobrenadante. Dada la baja acti^
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vidad esperada en el sinaptoplasma de las enzimas degrádate

vas, el subfraccionamiento del sinaptosoma se hizo en un mí̂

nimo de volumen (22ml), para esto se centrifugó en la micro

ultracentrífuga. Los resultados obtenidos con la S'Nucleot:L

dasa donde la fracción soluble estuvo muy contaminada con -

esta enzima nos hizo cambiar el método para romper las vesí^

culas, Los sinaptosomas B y C (en forma separada, no mezcla

dos) fueron sometidos a choque osmótico con 15 mi de Tris -

50mM y posteriormente ultracentrifugados (100 000 g por 60-

min) con este método se logró separar enuforma más adecuada

los dos componentes sinaptosomales. En la Tabla 3.5 se obser-

va que la LDH está enriquecida en el sinaptoplasma (Bs y -

C ) , la contaminación en las fracciones membranales es baja

(aprox. 10$), para la 5'Nucleotidasa se encontró enriqueci-

miento en las fracciones membranales (Bm y C ) como se espe_

raba y la contaminación sinaptoplasma fue baja lo que nos *

permitió comparar las diferentes actividades.

Ya determinada 1-a ubicación de los marcadores-

en las diferentes fracciones y subfracciones se compararon-

con las distribuciones de las enzimas que degradan al TRH.

Dada la importancia de analizar la localización

de las enzimas primarias y secundarias responsables de la -

degradación del TRH, las actividades proteolíticas se pre--
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sentarán cada una por separado, tomando en cuenta que se si

gui6 el mismo procedimiento descrito en esta sección.
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3.8.2 Distribución Subcelular de las Enzimas que Degradan-

ai TRH

a Enzima con actividad de Piroglutamil-Amino-

Peptidasa (metaloproteasa) (PGA-M)

Debido a que en las condiciones de nuestros en

sayos no se detectó his-proNH,, la actividad de esta enzima

se cuantificó por la-producción de DKP.

El primer paso en la localización de la PGA-M-

fué el detectar y cuantificar la actividad de las fraccio--

nes crudas (N,ML,P y s), Como se observa en la Tabla 3.1 y

3.2 el máximo enriquecimiento de la PGA-M se encontró en --

las fracciones particuladas N y ML¡ en S la actividad degra.

dativa fue muy baja a pesar de la presencia de membranas en

esta fracción (esto se observa comparando la actividad de -

5'Nucleotidasa), A diferencia de la 5'Nucleotidasa la PGA-M

no se encontró en microsomas ni en citosol sugiriendo, con -

esto una localización en compartimentos celulares diferen-

tes de las dos enzimas. \[

El sedimento mitocondrial "crudo" (ML) fue sub

fraccionado en un gradiente discontinuo de sacarosa como se

indica en Métodos para obtener fracciones "semipurificadas"

de mielina, sinaptosomas, mitocondrias y lisosomas.
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En la Tabla 3.3 (formación de DKP) se muestra --

que si bien la PGA-M se encontró distribuida en las diferen-

tes fracciones del gradiente el enriquecimiento se observó en

las fracciones sinaptosomales B y C, La poca actividad de —

PGA-M en mielina y mitocondrias pareciera ser por la presen*-

cia de. vesículas o. de membranas sinaptosomales atrapadas en «.

estas fracciones como se observa por la actividad de 5'Núcleo/

tidasa detectada en A, D y E (Tabla 3.3),

Como se mencionó el siguiente paso fue1 estudiar-
•i '

la localización de la PGA^M en los componentes membranal y s£

luble del sinaptosoma para cuantificar en éstas la producción

de DKP,

Con el primer método de ruptura de los sinaptoso

mas (sonicación en 2 mi de Tris 50 mM- y separación de los --

componentes se encontró que la enzima no se enriqueció al sub_

fraccionar dé CE hasta BC y además como se había mencionados-

para la 5'Nucleotidasa, se detectó una proporción iraportante-

en el sinaptoplasma de la PGA-M. En esta misma Tabla 3.3 se -

observa que cuando la incubación se hizo en presencia de DTT-

y EDTA (ST-DTT-EDTA) la producción de DKP es inhibida. En las

fracciones membranales ML, BC y BC 'la actividad de PGA se --

vio inhibida debido a que la PGA-M es una metaloproteasa, En«

el sinpatoplasma se esperaba que la producción de DKP en pre-
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senciá de estos compuestos aumentara por la posible presencia

de la PGA-S, pero como se observa (Tabla 3.4) la actividad --

presente en el sinaptoplasma también disminuyó por lo que con

estos resultados se concluyó que la actividad presente o par-

te de esta era debido a la presencia de membranas que no fue-

ron precipitadas. Haciendo el ensayo con *.é'-naf ti lamina se en-

coritró que aunque la concentración de la enzima en terminal -

nerviosa es baja (Tabla 3,4) en comparación a la actividad en

S, la PGA"SH está presente en sinaptoplasma. Debido a la con-

taminación de la fracción soluble con membranas y á la posi--

.ble inactivación .de las enzimas por la sonicación, se utilizó

el/segundo método de rompimiento con exceso de Tris SO mM - -

(15 mi), la suspensión fue posteriormente ultracentrifugada.-

Esto permitió una preparación más limpia como se observó para

los marcadores (Tabla 3.5), Además se utilizó un inhibidor de

la PPCE y PPDA que es la bacitracina (2,6 mM) y para la IP se

utilizó la N-etilmaleimida (0.6 mM). Con esto únicamente se -

permitió la expresión de la PGA-M o de la PGA-SH cuando se --

agregó DTT y EDTA, En la Tabla 3.5 se observa que la PGA-M se

enriqueció en B m y C,.la contaminación de membranas en la --

fracción soluble fue muy baja o quizá con el volumen tari gran

de las actividades se diluyeron.
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b Enzima con Actividad de Piroglutamil-Amino--

Peptidasa Tiol proteasa (PGA-SH)

Anteriormente fufe" reportado que esta enzima al —

igual que la LDH es citos6lica (96,97,99), En este trabajo se

le encontró distribuida en forma similar a la LDH, con la - -

máxima actividad en S (Tabla 3.1), Sin embargo a diferencia -

de lá LDH que en la fracción ML expresó 301 de actividad debí

do a la presencia de la enzima en el sinaptoplasma (115), la

PGA-SH expresó únicamente 2% de la actividad en esta fracción

(Tabla 3,2), En las Tablas 3.1 y 3,2 también se observa que-

el enriquecimiento en S de la PGA-SH es mayor que el de la --

LDH en esta misma fracción, además la LDH se expresó más en -

ML que la LDH lo que sugiere una distribución diferente de --

las dos enzimas. En la Tabla 3.3 se observa que la actividad*

de la PGA"SH es muy baja en las subfracciones, pero cuando se

incubaron con 0-naftilamida la actividad aumentó ligeramente-

debido a que la enzima no tuvo que competir con otras enzimas

por el sustrato. Cuando los sinaptosomas fueron sonicados, la

fracción soluble presentó inhibición de la actividad por lo -

que en principio se concluyó que la actividad presente en el

sinaptoplasma era debido a la contaminación con las membranas

(comparando con 5'Nucleotidasa), pero al probar con 3-naftila

mina se detectó una pequeña actividad. Esto sugiere que la en

zima está presente en terminales nerviosas, pero en una propór.

ción pequeña.
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c Enzima con Actividad de Desamidasa (PPCE)

La actividad de esta enzima se determinó cuantié

ficando la producción en TRH ácido que es el producto desanu-

dado del TRH (96,97,107),

Como habla sido descrito anteriormente (96), en-

contramos que la PPCE es una enzima soluble, enriquecida al --

igual que la LDH y la PGA-SH en el citoplasma (S) (Tabla 3.1).

Resultó sorprendente la poca actividad detectada en ML (0.6%)-

(Tabla 3,2) en comparación al 30% de LDH en esta misma frac---
". -p- . .

ciÓn. En la Tabla 3.1 también se muestra que la actividad es-

pecífica de esta enzima en ML es menor que en CE y en S. Al ^

igual que para la PGÁ-SH no se descartaba hasta este punto -

que la actividad detectada fuera solo contaminación de la en-

zima citosÓlica o que la enzima esté presente en muy baja pro-

porción. En las fracciones B.y C la actividad de PPCE aumentó,

enriqueciéndose en las fracciones sinaptosomales (Tabla 3.3).-

En el sinaptoplasma (Tabla 3.4-) se encontró la máxima activi-

dad de PPCE de las diferentes subfracciones. Cuando se cuanti^

ficó la actividad en presencia de DTT y EDTÁ está aumentó - -

aproximadamente 1,4$,
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3.8.3 Distribución Subcelular de las Enzimas que Degradan a-

Los Metabolitos de TRH.

a • Enzima con Actividad de Dipeptidil-Post proli-

na-Desamidasa (PPDA),

En el fraccionamiento de las fracciones crudas e_s

ta enzima se enriqueció en N (Tabla 3.1 y 3.2) posiblemente --

por la presencia de membranas plasmáticas en esta fracción. En

las subfracciones la banda sinaptosomal B mostró la máxima ac-

tividad específica (Tabla 3,5). En las fracciones solubles CE-

y S no se detectó este metabolito, a pesar de que en CE y en S

se expresan la PGA encargadas de generar el sustrato his-proNH,

de la PPDA. La ausencia de actividad pudiera deberse a la pre-

sencia de inhibidores que en condiciones normales no están en

contacto con la enzima o por que la cinética de formación es-n

pontánea de la DKP es mayor que la actividad de PPDA en estas-

condiciones.

En las subfracciones, B presentó la mayor activi-

dad (Tabla 3.3) aunque en las otras subfracciones también hubo

formación de este metabolito.
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b Enzima con Actividad de Histidil-Prolin-Im¿

nopeptidasa (Ip)

En forma similar a la PPDA, la IP únicamente -

se expresó en las fracciones membranales (Tabla 3.1), pero-

sin enriquecimiento en ninguna de ellas y al subfraccionar-

a ML la actividad únicamente se encontró1 en la banda sinap-

tosomal C (Tabla 3,3),

Esta enzima fue caracterizada por Matsui (112)

comí» del gurupo tióüco por Xo que para proteger sus grupos-

SH utilizaron DTT en la$ incubaciones, también observaron -

que la máxima expresión de la enzima se lleva a cabo en •< -

amortiguador fosfatos mientras que en presencia de Tris hay

disminución de la actividad. La no formación de prolinamida

en las diferentes subfracciones puede deberse a que las con

diciones óptimas para la IP no fueron realizadas en estos -

ensayos ya que el amortiguador de incubación fue Tris 10 mM.

Aunque también se puede pensar que hubo competencia de sus-

trato (his-proNí^) entre la IP y la PPDA aunado a la cicli-

zación no enzimática de este metabolito.



•84

3,9 DISCUSIÓN

En la búsqueda de lús mecanismos involucrados en

la inactivación de neuropéptidos activos, se ha acumulado ev¿

dencia que favorece a la degradación enzimática como la res^-

ponsable. Si bien han sido caracterizadas varias enzimas capa_

ees de degradar diversos neuropSptidos (90,125), lo importan-

te será establecer cual de todas las actividades está involu-

crada en el mecanismo fisiológico de inactivación y si esta -

degradación puede actuar como un elemento regulador de las -i

funciones del péptido.

Como se describió en la Introducción, en el caso

del TRH se han descrito dos actividades que actúan directamen

te en la molécula (Bigura 3.1).

La PPCE que produce TRH ácido (108,109,110) y la

PGA de la cual se han descrito 3 actividades, una sérica o --

"tiroliberinasa" (99.119), una soluble (SH) y una membranal -

(metalóproteasa). Para que las enzimas solubles PPCE y PGA-SH

intervengan en la inactivación de el péptido liberado se r e -

quiere como primer evento la recaptura del.TRH o bien la libe_

ración de peptidasas en el momento de la liberación del neuro

modulador. En el laboratorio no se ha demostrado la existen--
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cia de la liberación de dichas peptidasas (J. Miranda', traba

jo no publicado), y como se deraóstrS'en este trabajo la cap-

tura de TRH no parece ocurrir en la terminal nerviosa. En ba

se a estos resultados negativos y a lo descrito para la ence

falinasa, sustancia P y otros neuropéptidos sobre su ubica-

ción en terminal nerviosa hacen que la enzima membranal ad-

quiera importancia como el principal mecanismo de inactiva-

ción de TRH,

Los datos obtenidos en este trabajo sugieren —

fuertemente que la actividad de la PGA-M tiene una comparta-

mentalización muy específica en la membrana de la terminal -

nerviosa, teniendo así acceso al TRH liberado. Sus caracte-

rísticas bioquímicas y su ubicación la hacen un candidato im

portante en la terminación de la actividad del TRH.

Schwartz (1981) propuso ciertos criterios para-

la caracterización de neuropeptidasas (Tabla 3,6). Uno de --

los puntos sugiere la adecuada ubicación de la enzima degra-

dativa. La localización de la metaloproteasa en membranas sî

naptosomales es consistente con este punto y con resultados-

previos del laboratorio que muestran a la enzima detectada -

en rebanadas de cerebro que fueron lavadas exhaustivamente -

sugiriendo esto su localización membranal en la cara externa.

Datos preliminares en este laboratorio sugieren que la dis—
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1, LOS PRODUCTOS DE HIDRÓLISIS SON BIOLÓGICAMENTE

INACTIVOS.

2, LA ENZIMA ESTA ESTRATÉGICAMENTE UBICADA PARA *•

PRODUCIR LA HIDRÓLISIS DE LOS NEUROPEPTIDOS LI_

BERADOS A LA SINAPSIS,

3, LA ESPECIFICIDAD POR EL SUSTRATO DA CUENTA DEL

AUMENTO EN ACTIVIDAD BIOLÓGICA DE LOS ANÁLOGOS

SINTÉTICOS,
. í<

4, LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DEBE EXHIBIR CAMBIOS «

ADAPTIVOS PARA MODIFICAR LA NEUROTRANSMISION,

5, LA INHIBICIÓN ENZIMATICA DEBE PROTEGER AL NEU-

ROPEPTIDO LIBERADO A LA SINAPSIS.

6, LA INHIBICIÓN ENZIMATICA DEBE PRODUCIR LA A C -

CIÓN BIOLÓGICA DEL NEUROPEPTIDO,

TABLA 3,6i CRITERIOS PARA LA IDENTIFICACIÓN DE NEUROPEPTIDASAS
INACTIVANTES (SCHWARTZ ET AL, 1981)
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tribución de TRH, de sus receptores así como de la PGA-M son

similares (Tesis en proceso).

Otro de los postulados para la caracterización-

de neuropeptidasas es la especificidad de la enzima por el -

sustrato y el aumento de la actividad biológica producida -->

por análogos sintéticos'. Garat, B, (1985) reportó* la alta es_

pecificidad de la PGA-M por TRH en forma similar a la "tiro-

liberinasa", En estudios de degradación con análogos sintéti^

eos para el TRH, Griffiths (106) encontró que (3Me-His) TRH-

es ligeramente resistente a la degradación dando con esto ma

yor actividad biológica y sugiere que esto puede estar dado-

por el aumento en afinidad del análogo a loa receptores en -

SNC e hipófisis combinador con la estabilidad del análogo.

El aumento de la actividad biológica cuando se-

protege al neuropéptido inhibiendo a la neuropeptidasa es -~

otro de los puntos en la caracterización de esta proteasa, -

Para la PGA-M se han hecho estudios in vitro que corroboran

lo propuesto en este punto, in vivo es necesario estudiar --

los casos donde la relación de metabólitos inactivos y TRH •?

está modificada ya sea por patología o por cambios fisioló-

gicos.

La PGA-M genera his-proN^ que en ciertas
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ciones se cicliza espontáneamente formando DKP. este metaboli

to es un producto biológicamente activo y se ha demostrado --

que en ciertos casos antagoniza la actividad de TRH (126) - -

mientras que en otras la potencia. Esto concuerda con el pos-

tulado de Schwartz donde la PGA-M genera un metabolito inacti^

vo (his-proNf^)? aunque en el caso de TRH también es capaz de

transformarse en un producto activo con funciones diferentes.

El fenómeno de inactivación, por lo tanto puede-

involucrar alguno de los siguientes mecanismos:

-. •£. • , • •

a Que el histidil-prolinamida sea captado inme-

diatamente al ser generado por la PGA-M.

b Desamidación de histidil-prolinamida por la -

PPDA;

c Ciclización de his-proNH? a DKP.

Es importante también determinar la presencia de

receptores para la DKP ya que si los sitios de reconocimiento

no están cercanos a la zona de generación de esta, el metabo-

lito podría ser eliminado como producto inactivo.

La localizacifin de la PPDA en membranas corrobo-

ra lo anteriormente reportado por otros autores (108) y por -
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este laboratorio (generación de histidil-prolina por rebana--

das de cerebro). El enriquecimiento de esta enzima se encon-

tró en la banda sinaptosomal B en forma similar a lo encontra

do para la PGA-M de la actividad de la PPDA inmediatamente --

después de la formación de histidil-prolinamida,

En contrástenla presencia de prolinamida única--

mente en la fracción C pudiera deberse a que la IP se encuen-

tra en vesículas que en el momento del fraccionamiento migran

a la misma densidad que esta fracción sinaptosomal. Por otro-

lado si bien se ha reportado que tanto B como C con fraccio-^

nes enriquecidas en sinaptosomas, éstas pueden representar p£

blaciones celulares diferentes bioquímicamente. A este respec_

to Porter (74) reportó que aunque, no existen diferencias mor

fológicas entre las poblaciones de sinaptosomas si las hay en

el contenido de neurotransmisores. Con los resultados obteni-

dos en este trabajo es difícil concluir sobre la ubicación de

la IP, sin embargo, no parece coincidir en la fracción donde-

existen las actividades máximas de la PGA-M y PPDA, Además no

se detectó prolinamida en rebanadas de cerebro por lo que el

destino metabólico del TRH liberado es a DKP y/o histidil-pro

lina.

En relación a la ubicación y actividad de la - -

PPCE y de la PGA (SH) los datos de este trabado son consisten

tes con lo reportado anteriormente (99,107^, describiéndolas-

corno enzimas solubles. Estas actividades en forma similar a -
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la LDH se encontraron enriquecidas en el citoplasma. La poca

actividad de las enzimas degradativas solubles (PPCE y PGA -

SH) en terminal nerviosa fue un resultado importante, ya --

que parecieran no estar involucrados en la inactivación del*

TRH liberado.

Para que estas enzimas tuvieran un papel impor-

tante en la inactivación del TRH liberado, el primer paso se_

ría la captura del péptido para posteriormente ser degradado.

Hasta este momento es difícil concluir si la a£

tividad de estas enzimas está involucrada en la regulación -

de la poza interna (preliberables). ;

Por las características descritas, la PGA-M re-

presenta la etapa inicial del catabolismo del, TRH liberado -

(Figura 3.1), sin embargo, es necesario conocer más sobre la

enzima para concluir que realmente es uno de los mecanismos-

reguladores de la actividad del TRH o bien solo la responsa-

ble de"su inactivación.

Para ello es necesario purificar la enzima y -«

compararla con la PGA sérica, observar si existen regiones -

de las proteínas similares en cuanto a secuencia ya que se *

podría tratar de enzimas con un origen comün pero de procesa_
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mientos diferentes, ya que ambas cortan específicamente al -

TRH y son inactivadas por DTT y EDTA. En un futuro se podría

determinar si provienen del mismo gen que al ser transcrito-

tiene un procesamiento diferente dependiendo del órgano don-

de se expresa, o quizá podría tratarse de una familia de ge-

nes que se expresan en tejidos diferentes. Será importante *

definir si la enzima se encuentra regulada y como, si varía-

su concentración en condiciones patológicas donde el TRH o -

algún metabolito se ve incrementado. La caracterización fina

de la enzima permitirá además,.el diseño de inhibidores espe_

cínicos o de análogos al TRH que no sean susceptibles a la -

degradación y permanezcan, activos. Esto repercutirá en el u-

so farmacológico del TRH en estados de deficiencia en la fun

ciSn hipotálamorhipofisiaria o bien en su aplicación como an

tidepresívo.

Si bien se concluye que existe una enzima en mem

branas de la terminal nerviosa, que es capaz de inactivar al -

TRH, aún es necesario demostrar que este es el único mecanis-

mo de inactivación o que dependiendo de la región del cerebro

o el estado, fisiológico se expresan otros mecanismos, Aunque-

con los experimentos de este trabajo se concluye que el TRH-

no es captado en terminal nerviosa de neuronas hipotalámicas, -

por un mecanismo similar al de los neurotransmisores clásicos,

es necesario probar otras regiones TRHérgicas donde la concen
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tración de terminales que contengan ai neuropéptido sea mayor

que en hipotálamo y donde se haya demostrado actividad neuro-

transmisora o neuromoduladora,

Otra posibilidad es que los mecanismos de ¿nacti_

vación no sean generales para todas las regiones del cerebro-

o para todos los neuropéptidos. Podría pensarse en zonas don-

de quizá la captura sea el fenómeno presente mientras que en-

otras tal vez sea la degradación. También es posible que los-

mecanismos sean inducidos por otros factores como podría serb-

ia misma liberación del péptido que actúe como mensajero - -

(TRH líber adoj en la misma neurona permitiendo con esto la -

exposición de receptores para la captura o de la enzima degra

dativa. . . ;

Para esclarecer estos puntos será necesario es--

tablecer nuevas estrategias en las cuales se pueda estudiar-

el mecanismo fisiológico de inactivación del péptido libera-

do como por ejemplo someter a incubación rebanadas de dife--

rentes regiones del cerebro, en las que se cause la libera-"

ción del péptido por agentes despolarizantes y se estudie si

la liberación estimula la captura en alguna de estas regiones.

También se puede utilizar el cultivo de células que permita «

identificar las células responsables de éstos fenómenos.
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FIGURA 3 . 3 METABOLISMO DEL TRH
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4. RESUMEN

Han sido reconocidos diferentes mecanismos de

inactivación mediante los cuales la actividad de los neuro-

transmisores se ve limitada, estos mecanismos son:

1 La internalización del neurotransmisor li-

berado por la misma terminal que lo liberó o por estructu^--

ra$ cercanas como son las células guales,

2 La degradación extracelular del neurotrans_

misor liberado formándose metabolitos sin actividad biolfigî

ca. Tomando como base el conocimiento acumulado sobre la --

inactivación de diferentes neurotransmisores como son cier-

tos aminoácidos y monoaminas, en este trabajo se estudiaron

los dos posibles mecanismos involucrados en la limitación -

de la actividad de la hormona liberadora de la tirotropina-

(TRH).

.Antes de la realización de este trabajo exis-

tían ciertas evidencias que apoyaban .tanto a la internaliza_

ción como a la degradación del TRH como mecanismos de inac-

tivación.
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Por un lado Charli y col. (89) demostraron que

en rebanadas de hipotálamo el TRH es internalizado por un me_

canismo de alta afinidad, dependiente de energía (por su in-

hibicifin con DNP y ouabaína) y de temperatura, Estas carac-

terísticas bioquímicas del mecanismo de transporte del TRH -

son similares a las encontradas para neurotransmisores como-

Gaba, dopamina, etc., por lo que se pensó que quizá la enti-

dad celular capaz de internalizar el péptido era la terminal

nerviosa.

Las condiciones experimentales utilizadas para

la cuantificación de la internalización del péptido (ver Mé"

todos) nos permitieron concluir que el TRH no es captado por

las fracciones enriquecidas en sinaptosomas (fracción ML y B)

de hipotálamo,_ Nos fue imposible diferenciar entre el TRH -*

asociado inesjpecificamente del asociado específicamente.

Por otro lado Garat y col. (125) demostraron -

la existencia de una actividad enzimStica capaz dé degradar-

ai TRH' cuya localizaciSn en membranas totales de cerebro la-

hacían un candidato importante en la inactivación del TRH.

Ya que es importante la ubicación del mecanis-

mo de inactivación de los neurotransmisores (como se ha des-

crito para la captura que se lleva a cabo en la terminal ner
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viosa) era importante definir la localización subcelular de

la enzima caracterizada por Garat (PGA-M). Se cuantificaron

las actividades degradativas presentes en las diferentes --

fracciones subcelulares del cerebro y se comparó la distri-

bución de estas con la de enzimas utilizadas como marcado-

res.

. La actividad de PGA-M se encontró enriquecida

en la fracción ML y al subfraccionar ésta, los sinaptosomas

fueron los que presentaron la mayor actividad. La ubicación

detesta enzima en la terminal nerviosa ha sido un parámetro

importante que junto con las características de la enzima «

mencionadas en Discusión la hacen un candidato importante -

en la inactivación fisiológica del TRH.

Si bien en este trabajo no se observó la cap-

tura del TRH en hipotálamo esto aún no es definitivo con --

respecto a otras regiones del sistema nervioso. La interna-

lización como mecanismo de inactivación podría ser específi

ca de ciertas regiones o podría inducirse con ciertos esta-

dos fisiológicos,

" Será importante diferenciar entre el TRH cap-

tado por un mecanismo de inactivación y el TRH que es inter

nalizado pero actúa como mensajero dentro de la célula.
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Por otra parte la degradación del péptido es -

otra forma de limitar la acción del TRH, la PGA-M tiene cieir

tas características bioquímicas ya mencionadas en la Discu-

sión que la hacen ser el primer paso en la inactivación del-

péptido.

Será importante estudiar los dos mecanismos en

diferentes regiones para así tener evidencias que apoyen a -

un mecanismo o al otro o quizá a los dos como la forma de - -

inactivación del TRH.
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5. CONCLUSIONES

3
1 El H-TRH no es internalizado por fracciones enrique^

cidas con sinaptosomas.

2 La actividad de PGA-M se encontró1 enriquecida en mem-

branas de la terminal nerviosa.

3 Las actividades degradativas de las enzimas PGA-SH --

y PPCE se encontraron enriquecidas en citoplasma sin-

embargo la actividad en sinaptoplasma es muy baja.

4 La actividad de PPDA se encontró enriquecida al igual

que la PGA-M en las fracciones sinaptosomales.

5 La localización de las enzimas degradativas del TRH -

se observó en fracciones muy específicas.

6 El primer paso en la inactivación del TRH es la PGA-M,
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