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Siguiendo mi costumbre, observé el mineral vomita
do por las explosiones. Levanté un erizo de mar que tenfa -
un corazdn petrificado, )

" ¢Qué@ ocurre en nuestro interior cuando sostenemos

..oen nuestras manocs un pequeﬁo animalillo que ¥ib la vida por

primera vez hace millones de afios, en mares desc0n0c1dos? -
Léjania . e identidad al mismo t1empo Un espe;o diminuto bri
1la desde “las mis lejanas profund1dades del espacio y el -~-
, tlempo. el universo vive. A ello se afiade la sensacién de la

mds alta unldad con este ser la sospecha de que 'somos una-

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

"conf1rmac1ones, una de las rimas de la poesia infinita. La
unidad permanece, aﬂn sin confzrmac1on, cuando este ser dor
mita profundamente en su cuna de pledra‘ En alguna oca516n,
ambos llegaremos a conocer lo que cada uno supo del otro,

o ERNST JUNGER
Diarics de Guerra vy . Ocupacién
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1. INTRODUCCION

El sistema nervioso es el conjunto de estructuras
funcionalmente especializadas mediante las cuales el organis
mo respon&e adecuadamente a los estimulos qué recibe, tahpo—
del medio externo como del medio interno, Los estiﬁulos'SOn-
cambios de diferente tipo: fisicos (térmicos, mécénicos, El".
electromagnéticos) y quimicos; su conjunto constituye la in-
formacidn que el organismo recibe y é 1a cual debe responder.
Para esto los organismos cuentan:coh estructuras especialiig
das en el registro de dichos cambios, estas estructuras son-
receptores y su funcién es transducir los diferentes tipos -
de‘estimulos. Ningin organismo posee la capacidad de captar-
todos los cambios que ocurren en el medio sino Qni;amente -
cierta proporcibn de ellos, estos permiten recibir 15 infor-.
macifn necesarié para integrar respuestas que, de acuerdo =~

con su medio ambiente, hacen posible 'su supervivencia,

1 Los receptores de estimulos pueden ser clasifica-
dos segfin él tipo de energia que son capaces de registrar, -
por su estfuctura anatdmica etc.; pero independientemente de
sus caractéristicas particulares, todos tienen la funcidn de
dar entrada a la informacidén al efectuar la transduccidn del

estimulo que captan,



La informacién, codificada, debe ser llevada a --
los centros ﬁervidsos donde va a procesarse e interpretarse,
es decir, integrarse. Cuando la informacidén ha llegado a los
ceﬁtros,rseréomete a un proceso de anflisis y sintesis, tan-
to'en‘espacio como en tiempo, mediante el cual se interpreta
y se utiliza para elabérar reacciones que varian desde una -
respuesta simple hasta mecanismos complejos como la memeoria,
elraprendizaje la expreéiﬁn'emocional v las funciones inte--
lectuales, Los hecénismos-ya integrados son conducidos por -
netronas relaciona&as entre si, hacia las estructuras donde-

tienen lugar las respuestas,

En el sistema nervioso de muchos invertebrados --
y vertebrados, la transmisidn parece llevarse a cabo median-
te sustancias quimicas de cuya accidn depende el efectoque -
el impﬁlso nérvioso,.llegado a la unidn sindptica, tiene so-
bre la membrana postsindptica, Desde este punto de vista la-
sinapsis son! a) excitadoras y b} inhibidoras. Inicialmente-
se pen56 que el nﬁméro de moléculas no deberfa ser muy gran-
de ya que se consideraba que para los dos tipos de estimulos
reportados para la realizacién de las funciones: excitacién-
e -inhibicifn no se requeririan‘gran cantidad de moléculas. -
Los primeros agéntes transmisores considerados fueron la ace

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



En base ai conocimiento acumulado se establecie-
Ton una serie de criterios para la identificacifn y caracte
rizacifn de mol8culas con actividad neurotransmisora. Werman
en el afio de 1966 (6) definif estos parimetros en base a la-
caracterizacién de la acetilcolina (Tabla 2,1).

Ya que no todas. 1asrmolécu1a§ en estudio cumplian-
105'critérios establecidos por Werman, estos fueron tomados-
como -una base pero no como criterio flnico para definir la ac
tividad neﬁrotransmisora de las moléculas. Existen diferen--

fcias entre los neurotransmisores como por ejemplo: su locali
zacién,en‘diferentes regiones del sistema nervioso, el tipo-
de estimulo que generan como inhibicifn o excitaci6n, la du-
racién de-este; las células blanco donde actflan y su mecanis
ng de inactivaciﬁn (Eapturé y degradacibn) (7,8,9,10) pero -
en‘general‘se sabe qﬁe son ﬁoléculas pequefias sintetizadas y
almacenadas en terminal nerviosa, liberadas en respuestas -a
estimulos al espacio sindptico (11,12), interaccionan subse-
cuentemente con‘recéptores eépeéificos generando respuestas-
excitaforias como en el caso de acetilcolina (2,3,13) o in--
hibitoria como Gaba (13;14) y presentan mecanismos de inacti
~ yacién {(12,15), |

Actualmente se reconoce que se tenia una aprecia-
cidn incompleta del tipo de mensajeros gquimicos en el siste-

ma nervioso, ya que en la Gltima década se han encontrado en
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diferenteé regiones de &ste mds de 30 péptidos pequefios con
posible actividad neurotransmisora (16). Algunos de los neu
ropéptidos identificados habian sido descritos anteriormen-
te como hormonas secretadas al torrente circulatorio (17, -
18). | |

Como en el caéo de los neurotransmisores ante-a-
. Tiormente meﬁcioﬂado# estas moléculas p?ptidiqas fueron ana
lizadas para determinar su posible actividad neurotransmiso
ra. Cada molécula tiene caracteristicas'diferéntes e inter-
vienén en funciones muy variadas por lo que es necesario el
estudio especifico de cada uno.de ellos para entender su --

participacibn en la actividad nerviosa.

El estudio de los neurop€ptidos ha permitido co:.
nocer caracteristicas comunes entre ellos; por t&cnicas de-
inmunocitoguimica, por fraccionamiento subcelular y por ra-

‘dioinmunoensayo se encontr8 lo siguiente:
’ . .

-a  La mayor cantidad del pé@ptido se localiza en
la terminal nérviosa,

b Son liberados en respuesta a estimulos por -
un mecanismo dependiente de cal*,

¢ Son de tamafio variable y estén constituidos-
entre 3 a 30 aminofcidos (12,19,20).

d Se ha demostrado para algunos de ellos que -
su sintesis'es a través de un precursor (21,



22,23,24,25,26,27) que posteriofmente 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 cé&lulas blanco (12) y al termi

nar su accibn son inactivadas.

Con estudlos de inmunocitoquimica T. Hokfelt vy
col. descubrieron la coexistencia en una misma neurona de --
neurcpéptidos y moncaminas (28,29,30,31). Se postuld que tan
to los péptidos como las monoaminas se almacenan en sitios -
diferentes dentro de la terminal nerviosa y que la libera---
cibn de ambas moléculas depende de la intensidad del estimu-
Io (12). Ya liberados los neurotransmisores cada molécula --
puede actuar en forma independiente o céordinada y se propo-

hen diferentes formas de accifn:

a .Que el neuropéptido y la monoamina tengan re
ceptores especificos en células blanco dife-

rentes e independientes (31),

b El neuropéptido puede difundirse y actuar en

neuronas donde no hay contacto siniptico co-



mo en el caso de una sustancia parecida a -.

LHRH encontrada en rana (32,33),

Que el neuropéptido module la éctividad del-
neurotransmisor (12,16), Se ha encontrado e
que ciertos neuropéptidos (12,16) son capa--
ces de modificar ia actividad de un neuro--a.-
transmisof ya sea disminuyendo o aumentando-
la actividad excitatoria o iﬁhibitoria de &s
te. Por esta razfn se les han llamado neuro-
~. moduladores. Al coliberarse las dos molécu-- - -
las transmisoras una quizi actde éomn modula

dor.de-la otra,

Que el neurotransmisor liberado tenga activi
dad en la terminal nerviosa que lo 1liberd --
(autoregulacién) (34,35,36,37;38). Ciertas -
mdléculas neurotransmisoras como Gaba, séro-
tonina, dopamina, etc, al ser 1iberédas por?
la terminal nerviosa en respuqsfa a estimu--
los actfian en la membrana posfsinéptica gene
rando una respuesta, pero también actfian en-
la' sinapsis que lo liber&. El neurotransmi- -
sor se une a receptores especificos presen--
tes en la membrana sinfptica generando un es
timulo que posteriormente es traducide. Se -

postula que este mecanismo act@ia como censor



de la concentracifn de neurotransmisor libera

do,

La respuesta generada por los neuropéptidos y -
los neurotransmisores clidsicos es diferente, En general los -
neuropéptidés generan una respuesta muy lenta en comparaci6n-
é.los neurotransmisores (10 a 10 000 veces més lenta), la vi-
da media_dellneurbpéptido és'mayor‘y_la duracién del estimulo
es mashlarga (minutos en compafaciﬁn a mseg de los neurotrans

‘misores cldsicos) (12,32,33),

o

La comuni;aciﬁn selectiva puede darse si dife--
Tentes neuronas de una regién sintetizan receptores diferen--
tes de tal manefa.quejséio,se'éstimulan aquellas céiulas que-
contienen el réceptor‘blanco.de la-O'dé las moléculas libera-
das.: | _ ‘ '

La carécteriiaciﬁn de los neuropéptidos ademds-
de los neurotransmisores clisicos, se coexistencia, su posi--
ble colibgtacidn.o_iiberaciﬁn independiente, la diversidad --
de receptores en las célulés Blanco Yy la variedad de respues--
tas que se géneraﬂ aumentan un poco nuestro entendimiento so-

bre la plasticidad y potencialidad del sistema nervioso,



1.1 CARACTERISTICAS DEL TRH

En 1a blsqueda de las sustancias hipdtai&micas-
del coptrol adenohipofisiario, 1a'primera sustancia caracte
rizada fué el factor liberador de la tirotropina (TRH) (39).
Esta hormona es. un tr1pépt1do (piro- Glu-Hls ProNH,} con 105

dos extremos bloqueados (40)

Aunque el TRH fué identificado como el responsa
ble de la liberaciﬁn de TSH de hip8fisis (41,42,43),_p§ste-
riormente se vid que en ciertas condiciones también'e#timu-
la la liberaci§n de prolactina (PRL} (44,45) y de hofmona -
de crecimiento (GH} (46).

Inicialﬁente se pensﬁ que 1la finica actividad -~
del péptido era como factor liberador de hormonas hipofiéig
rias, pero al demostrarse su amplia distribucidn en diferen
tes zonas del cérebro, tracto gastrointestinal, médula espi
nal, liquido cerebroespinal y én piel de anfibios (47,48) -
ademds de la detectada en hipotdlamo donde se encuentra en-
mayor concentracidn (49,50) se poétulé su posible participg

cibn en actividades independientes a las hipofisiotrdpicas.

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

una molécula tan pequefia-podria ser sintetizada en forma en



zimdtica (51,52) como el glutation; ahora se ha demostrado
que su sintesis es ribosomal y que al igual que otros pép-
tides proviene de un precursor que pesteriormente es proce

sado,

El précursor es bastante mis grande que el TRH,
contiené un péﬁtido sefial caracteristico de péptidos que -
son transportados y posteriormente exportados, la secuen--
cia del TRH se encuentra repetida cuatro veces y cada se--

-cuencia del péptido esta flanqueéda por lisina y arginina-
"qﬁézson los posibles sitios de ruptura, originando TRH; --
Vademas este precursor parece codificar para otros péptidos

cuya funcifn afin no ha sido identificada (27),

E1l TRH ya procésado o en vias de procesamiento
es transportado a la terminai nerviosa donde ha sido loca-
lizado por fraccionaﬁiento subcelular y radioinmunoensayo.
El ﬁéptido se encontrd dentro de. pequefias vesiculas resis-
tentes a condiciones hipoosmd%icas {53). E1 TRH almacenado
en la terminal nerviosa es liberado por un mecanismo secre

2+ como respuesta a estimulos despola

© tor dependiente.de Ca
rizantes (54) asi como a ciertos neurotransmisores (55). -
El péptido 1ibefado genera en las células blanco diferen--
tes tiposrde respuestas que pueden ser depresoras o exci--

tatorias.



Las respuestas generadas por el péptido son a --
través de receptores que han sido identificados en diferen--
tes sitios del SNC, hipot4lamo, médula espinal e hipéfisis -
(56,57,58). Se ha reportado que los receptores especificos -
asi como la molécula inmunorsactiva se localizan en sitios -
similares, esto es importante dada la funcifn neurotransmiso

ra del péptido,

Al hacer fraccionamiento subcelular se encontrd-
que los receptores para TRH se encuentran enriquecides en --:
terminal nerviosa (56,57) ¥y que las caracteristicas bioquimi
cas de 8stos en las diferentes regiones son similares, lo --

que ha hecho pensar que son mol&culas idénticas ({59).

Cuande el TRH ya se ha acoplado a su receptor se
llevan a cabo diferentes eventos: respuesta despolarizante -
dependiente de calcio que es de larga duracisdn y pequefia mag
nitud (12}, en neuronas centrales tiene accién depresora dé-
la excitabilidad y en hip6fisis tiene actividad excitatoria-
(60,61,62,63), estimula el récambio de fosfatidil inositol -
en hip6fisis (64) y con esto activa una éascada de fosforila
cibn de proteinas. Se postula que este mecanismo estd involu
crado en la liberacifn de tirotropina (TSH}, prolactina - -

(PRL) ¥y hormona de crecimiento (GH).

Dada la ubicuidad del péptidoe y su posible fun--



cidn neuromoduladora se han hecho estudios para entender su

participaciftn en las diferentes actividades cerebrales.

Como se menciond la primera funcién descrita <-
fué su actividad como factor liberador de hormonas hipofisia
vias (65). A nivel central se postula como modulador de me-
canismos colinérgicos (66), dopamindrgicos {(67) y monoami--

nérgicos (68).

En los mecanismos colinBrgicos se ha visto que-
participa en la despolarizacidn de motoneuronas espinales-y
se‘postula su efecto facilitador en la excitabilidad de las
neuronas (66), antagoniza la narcosis por pentobarbital; ge
nera cambios en el metabolismo de acetilcolina en el hipo--
campo, a nivel parasimpitico se postula una regulacidn de -
la tiroides a través del vago por TRH enddgeno, aumenta la-

motilidad del tracto gastrointestinal (67)}.

En el sistema dopamindrgico se observ8 estimula
cidn locomotora que es inhibida por bloqueadores del recep-
tor de dopamina (DA) (67}: estimula la liberacién y sinte--
sis de DA (68}, se postula que el TRH deshinibe al sistema-

dopaminérgico que normalmente estd inhibido por Gaba (69).

También se ha postulade la actividad antidepre-



sora del TRH por su participacidn en el sistema monocaminér-
gico (68). A la disminucién de S5-hidroxitriptamina (5-HT) -
se le ha reiacionado con ciertos sintomas depresores, cuan- .
do el metabolismo de este neurotransmisor es alterado ya --
sea inhibiendo a la monoamino~oxidasa o aumentando la sinte
sis de éste como lo hacen los antidepresivos triciclicos --

(6§j; los sintomas depresores disminuyen (70).

- 8i bien se encuentra que el TRH ex6geno genera-
cambios a nivellcentral estorpodri# estar dado principalmen
te por las altas doéis administradas (72), aunque esto pare
‘_ ciera'un requisito ya que el TRH es ripidamente degradadb -

‘al ser administrado por diferentes vias (71). _ :

Como en el caso de los neutotransmisores clisi-
cos los crlterlos establec1dos por Werman (Tabla Z. 1) han si-
do una base para el estudio de los neuropéptldcs y su posi-
' ble ac¢tividad neurotransmisora y/o neuromoduladora.

Para el TRH son dos los puntos que claramente -
se cﬁmpien: sé almacena en terminales nerviosas (73,74) vy -
" es liberado por un mecanismo secretor dependiente de Ca2+ -
(75). Ya sea que el TRH actde 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
vias de inactivacibn: la recaptura dgl péptido y la degrada

cién.



1,2 OBJETIVC

El objetivo general de este trabajo fud el estu

dio de la inactivacién del TRH.

Se estudiarion los dos mecanismos postulados pa

ra la inactivacién del péptido:

a Captura.- Puesto que se observd que rebanadas
de tejido presentan la capacidad de acumular TRH (89,90} se
intentd demostrar si esto ocurria a nivel de terminal ner--
viosa como en el caso de los neurotransmisores clidsicos.

b Compartamentalizacién 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 -
localizacién subcelular de estas enzimas con principal in--
terés en la piroglutamil-amino peptidasa metaloproteasa. Eg
ta enzima se encontrd enriquecida en membranas totales de -

cerebro y resultd ser muy especifica para TRH (125).



El presente trabajo se dividid en dos capitulos

separados para una mayor facilidad de anflisis.

a’ Estudio sobre la Captura de TRH en terminal-

nerviosa,

b Compartémentalizacién de las enzimas que de-

gradan al TRH.



2. ESTUDIO DE LA CAPTURA DE TRH EN TERMINAL NERVIOSA '



2.1 - ANTECEDENTES

El descubrimiento de un mecanismo de transpor -
te de alta afinidad y especffico para ciertos aminodcidos-
(4,5,6,76,77) y para neurotransmisores demoétrﬁ que las ba
jas concentraciones de las moléculas 1ibefada$ de la termi
nal nerviosa son removidos pof un pf&cééo de recaptura - -

(78,79,80), .-

‘Sin embargo, también se vi8 que ciertos amino-
59%905 sin efecto excitatorio en neurconas son captados por
lmecénismos de alta afinidad (81) por lo que se tomaron en-
cuenta otras caracteristicas de‘esteyproceso para diferen-
.ciar'moléculas neurotransmisoras de las.que no lo son. Los
par&metros'estudiadds; para lograr la caracterizacion de -
neurotransﬁisores,fuéroni dependencia de sodio, dependen--
 ¢ia de la bomba sodio/potasio y de energia (76,77,78,79,80,
- 81,82,83). Se ha demostrado que los neurotransmisores son-
recaptados por diferentes regiones del cerebro (84) y gl -
-_sitid‘de,captura es pfincipalmente la terminal nerviosa --
aunque también se ha descrito que laé 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 reportd que-

l1a molécula no es captada por sinaptosomas ni glia, en cam



bio un producto de degradaciﬁn (heptapéptido 5-11) si es --
captado por rebanadas de cerebro de rata y mé@ula de conejo
{86). Estos datos sugieren la captura como un mecanismo se-
cundario a la degradacidn, Para Met-encefalina se reportd -
un mecanismo de captura en sinaptosomas de striatum de rata
(87), dependiente de temperatura, desplazable por sustrato-

frio e inhibido por dinitrofenol (DNP).

Para TRH, Porter y col, (88) utilizando sinapto
somas de cerebro y de hipotdlamo de rata, reportaron que el
TRH no es captado, Observaron, como en el caso de la sustan
cia P, que el péptido es degradado y el producto internali-

zado es prolina, metabolito del TRH.

Para descartar la posibilidad de errores metodo
18gicos utilizaron como control a dopamina cuyo mecanismo -
de captura estf muy caracterizado. Dopémina si fud captéda<
en las condiciones de incubacidn utilizadas para TRH pof lo
que concluyeron que este péptido no presentaba dicho meca--

nismo.

Sin embargo, posteriormente Charli y col, (89)-
demostraron la presencia de un mecanismo de recaptura de --
TRH utilizando rebanada de hipotdlamo de rata, &ste resultd

ser dependiente de temperatura, de sodio, inhibido por DNP-
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y por cubaina; ademfs tiene una Km de alta afinidad (IO’GM).
~Pacheco y col, (119) también demostraron este fenfmeno en -

rebanadas de cerebelo de rata,

Ya que en las condiciones experimentales de‘Char
1i y col, (89)451 ‘se observd internalizacifn.-del 3H- TRH, en-
este trabajo se trat8 de definir si este mecanismo de trans-
porte se llevaba a cabo en terminal nerviosa como en el caso
de los neﬁfotransmisores como GABA, DA, etc.

ks   ‘ Si bien Porter y col. (88) reportaron que el TRH
ne es. captado por la terminal nerv1osa de h1p0t51amd’y “cere-
bro, sus cond1ciones experimentales no fueron las mﬁs adecust
das para llegar a esta conclusiﬁn, debldo a que ut1llzaron -
tlempos de incubaciﬁn muy largos perm:tlendo con esto la de-
gradaclﬁn del TRH Dadas las condiciones exper1menta1es le -
.fué dificil d1ferenc1ar entre el peptldo captado y degradado
-1ntras1naptosoma1mente_ y el Péptldo degradado afuera de la-

“vesicula con la consiguiente captura de los metabolitos.

Debido a esto y a que en el laboratorio se repor
t6 un mecanismo de captura (89), se planteB una estrategia -
experimental que limitard la degradaci6n 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 ia terminal nervio
sa. Para evitar la degradacifn del TRH se utilizé un inhibi-
dor (bacitracina) que limita el rompimiento del péptide; tam
bi&n se disminuyé la concentracifn de proteina sinéptosomal-
{de 200 a 1 000 ug en 2 ml a diferencia de Porter que utili-
z6 3 mg/ml) para disminuir las condiciones Sptimas de las en
zimas dégfadativas, tambin los tiempos de incubacitn fueron
modificados, Porter utilizé 60 min de incubacifn, en este --

trabajo se incub8 el péptido con el tejido por 5 min,



2.2  OBJETIVO

Demostrar si el sitio de captura de TRH observa
do en rebanadas de hipotdlamo ocurre en la terminal nervio-
sa, en condiciones experimentales donde se utiliza un inhi-

bidor de la degradacifn, y tiempos de incubacifn cortos.

oy
i



2.3 ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

a Fraccionamiento subcelular de hipotédlamo.
Se obtuvieron los sinaptosomas como se indica

en Métodos.

b Comprobacifn de 1a viabilidad de los sinapto-
somas. '
Se utilizé al neurotransmisor Gaba como con--
trol y se determinaron sus constantes cinéfi:

cas.

¢ 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 metabolitos - -

(his—proNHz).

d Determinacidn de las constantes cinéticas pa-

ra TRH.

e Dependencia del mecanismo de transporte al so
dio, a la bomba sodid/potasioc y a la tempera-

tura.



2.4 MATERIALES

Se usaron ratas macho Wistar de 200 a 300 g man
tenidas en condiciones de luz controladas (10 horas al dia)

y alimentadas gg 1ibitum.

El (L-Prolina -2,3,4,5-3H) TRH (100 Ci/nmol) se
compr8:-en New England Nuclear Co, Boston Ma.; el TRH frio y
sus metabolitos, en los laboratorios Peninsula, San Carlos,

Ca.

Los demds reactivos usados a lo largo del estu-
dio fueron adquiridos a Sigma Chemical Co, St. Louis Mo. o-

a J.T, Baker, México.
Se usaron dos tipos de placas de cromatografia:

a De alta resolucifin (Whatman HPKF) para la pu

rificacifn del (3H~Pro) TRH, ’

b De silica pgel G (Merck 5724) para el andlisis

de los productos de degradacién,

Todos los tubos plidstico y material de vidrio --

ﬁ ‘fueron siliconizados con 5% de Surfacil (Pierce en acetona.



2.5  METODOS
2.5.1 Obtencidn de Sinapiosomas.

Se obtuvieron siguiendo el m&todo de Bradford -
(123). El hipotélamo disecado de ratas macho Wistar de 300-
gr fué homogenizado en sacarosa-O.SZM—Tris—HCI 10mM pH 7.4-
{(10% w/v)} en un homogenizador Potter Elvehjem con 12 golpes
a 800 rpm. El homogeneizado se centrifugd a 1 000 X g per -
10 min, la fraccidn soluble fué a su vez fraccionada a -~ -
15 DODKX g ﬁor 30 min formando ML (particulada) f S2 {solu-
ble); la fraccidn ML se subfracciond en un gradiente discon
tfnuo de sacarosa (1.2, 0.8 y 0,32 M), Lbs gradientes se --
centrifugaron en el rotor SW40 a 100G 000 X g por 90 min, é-
Las bandas que se formaron correspondieron a: =mieliné ---
(entre 0,32 y 0.8 M), B=sinaptosomas (entre 6.8 y 1.0 M) y-
C=mitocondrias {sedimento}, La banda de los sinaptosomas --
fué extraida del gradiente y las vesiculas(lievadas a 0.45-
M adicionando lentamente agua fria; posteriormente esta sus
pensién se centrifugd a 20 000 g por 30 miﬁ para precipitar
a 1os.sinaptosomas. La pastilla se resuspendif en solucidn-
Krebs previamente gaseada con CO2 (NaCl 125mM, KC1 4.} mM, -
KH,PO, 1.2ZmM, MgSO, 1.3mM, NaCO; 26mM, Glucosa 10mM, CaCl,-
0.75mM, Bacitracina ( 2 mM ), Cuando se hicieron experimen-

tos sin NaCl la osmolaridad se mantuvo con sacarosa 256mM,.-



__pender "las vesiculas,
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Las soluciones se prepararon inmediatamente antes de resus--

2,5.2 TIncubacifn de los Sinaptosomas,

LOéisinaptosomas resuspendidos en Krebs (1.9 ml-
de sdspensian por vial) se preincubaron 5 min al32°C, se afia
di§ el péptido marcado (15 pmolas por punto) y se continué -
la incubacifn por 5 min mds. Al terminar el perfodo de incu-
bacifn la mezcla se £iltrd en membranas Millipore de 0.65 wm
(1g§‘filtros fueron saturados previamente con alblmina bovi-
na a1 mg/ml por 30 min para disminuir la posible asociacién
del péptido al filtro){ILos‘filtfos se lavaron tres veces --
con solucifn Krebs y posteriormente fueion congelados haﬁta~

Qu'proceéamiento.
2.58.3 Procesamiento de los Filtros,

_ A cada filtro se’ le agregd 1 ml de acidb acdti-
co al 20%, acarreadores (TRH,TRH dcido, DKP, His-Pro, Proli-
namida y Prolina) a una concentracign de 5 g y TCA a una -~-
concentracifn final de 2%, 1a mezcla se centrifugﬁ a 15 000-

rpm por 15 min,

El sobrenadante s¢ deslipidizd con &ter satura-

do en agua, se agregBmetanol a una concentracidn final de --



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 evapord en un concentrador centrifuga,-
al vacio (Savant). Cada punto se resuspendid en 20 ul de me-
tanol 90% y fueron aplicados a la placa fina, La cromatogra«‘
£fa se corrif en el sistema cloroformo~ﬁetanolnhidr6xido de

amonio {125175325 v/v/v),

Para identificar y cuantificar §1 IRH Yy sus me~
tabolitos se raspé de cada carril la sglica eﬁ‘rectangulbs_-
de 2 cm de ancho X 1 cm de largo, de léAsilicé‘se elﬁyﬁ la .
marca con 1 ml de metanol al 90% y se cuﬁﬁtifica 1a marca en
liquido de centelleo Bray {5 ml por frasco) (120) en un con-~

tador automitico derad1oact1v1dad.(Packard).
2.5.4 Marcadores

Como control .del fraccionamiento se cuantifican

ron los siguientes parédmetros:
a Se determind la actividad de deshidrogenasa-
lactica (LDH), enzima presente en el citoplasma y en el sin-

aptoplasma (114},

b Se determind la distribucién de proteina en-



las diferéntes fracciones, La protelna se cuantificd por el

mBtodo de Lowry (115),

_ a). Cuantificacién de Deshidrogenasa Lictica -
(LDH) .

La actividad se determind cuantificando la de-

saparicib6n de NADH + H* en 1la reaccidn siguiente;

RS

| | - | |
C = 0 + NADH + H == H - C-° - OH '+ NAD
i ' o N
CHq c =0
i
o
] Pifﬁ#atb o A ' | Lactato

Se pfepéraron meiclas por punto experimental -

Yy ei folumén final fué de 3 mi. A una‘cubeta.de vidrio se a

- gregaron 300 ul de piruvato (6 X 1074 M) preparado en amor-

tiguador fosfato 0,05 M pH 7,5; 5 w1 de NADH'+ H' (8 X 1073

M) preparade en agua; 2 700 ul de‘ambrtiguadof fosfatos - -
0.05 M pH 7.5, |



) A esta mezcla se agregaron diferenteS'alicuotas
¢ inmediatamente se leyd la disminucifn de NADH + H a 340 -
nm en un espectrofotdmetro G11ffo&d las lecturss se tomaron-

cada 5 seg por 2 min,
b) Determinacifn de Proteina

La determinacifn de protefna se hizo por el mé-
tode de Lowry (116). Las soluciones utilizadas fueron: NaOH-
1N, Na,CO; al 2% (A), Tartrato Na* K" al 2% (B), CusO, al -

1% (C) y Folimn . Diluido 1:;1 (D),

_ A 100 ul de la muestra (fraccidn) se le agrega;
TON 100 ul de NaOH y se incubﬁ.é temperatura ambiente toda -
la neche, A esta mezéladse le afiadieron 900ul de la siguien-
te solucién: 98 ml de A, 1ml By 1 ml C. Se agitd 'y se dejé |
reposar por 10 min a temperatura ambiente. Se aéregaron 100~

vl de la solucidn D, se agit8 y se dejd reposar por 30 min,

Pasado este tiempo se leyS la abserbancia de ca

da muestra en un espectrofotSmetro Gilfford a 660 nm.

Al mismo tiempo se prepar8 una curva patrén uti

lizando albdmina bovina (fraccién vl.



2.6 RESULTADOS

2.6.1 Distribucién de la Actividad de LDH y Proteina,

La preéencia de LDH en la diferentes fracciones
y la proporcidn de proteina fueron utilizadas como controles
del fraccionamiente, En la figura 2.1 se muestra dué en la - -
fraccién sinaptosomal (B) se recuperd la mayor cantidad de -
la actividad de LDH (24%)} presente en la fraccién particula-
da (Mﬂ), como se esperaba dada su distribucidn bimodal (en -
el citoplasma y sinaptoplasma de la neurona) (115) la protel

na tambié&n se concentrd en esta fraccidn B (25% del total).
2.602 Actividad Metabblica de los Sinaptosomas.

Antes de estudiar la captura del TRH por los --
sinaptosomas fué importante demostrar que las vesiculas obte
nidas en el gradiente estaban metab&licamente activas. Para-
esto, se utilizé.al neurotransmisor !*C-Gaba cuyo mecanismo-
de captura ha sido caracterizado ampliamente (8,11,13,14,15).
En la tabla 2.2se muestran los valores de Km y Vmax obtenidos,
estos valores estdn dentro de los descritos por otros auto--
res (13,14) 1os‘cuales reportan pafa la Km un valor de 2 a -

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

40 X 107
bla se muestran los valores obtenidos cuando la captura se -

1levd a cabo en ausencia de sodio; la afinidad &éi fendmeno-
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FiGURA 2.1

DISTRIBUCTON DE PROTEINA ¥ DE ACTIVIDAD DE LDH EN LAS DIFERENTES SUBFRAC-
CIONES PE ML.

Lag Eracclwn!:l fueron snalitadas como se iadica en Hétodos para la cuant]
ficacitn de¢ protefna y de LDH. Los rosultados se expresan como o) § del -
eotal (FE » N - 1001), La Fraceidn NL = mitocondris) crudn, A = mieling,-
B = sipsptosomes, C = mitocondrias,

+
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se incrementf ligeramente mientras que la velocidad del ~ -
transporte disminuyd, ratificando io previamente reportado,
es decir que la internalizacién de este neurotransmisor es-

dependiente de la concentracitn de sodio.

Con estos resultados se comprobd la viabilidad

de lbé-éihéptosomés asi como su actividad metabﬁlica.
2.6.3 Control de Degradacidn del TRH

Los experimentos de captura de TRH se hicieron
en‘presencia de bacitracina (.002M) en las condiciones de -
incubacidn utilizadas en este trabajo. Con este se asegurd-
la integridad del TRH extrasinaptosomal, evitando la inter-
nalizacién de metabolitos, Posteriormente se observd que en
ausencia de este inhibidor y en las condiciones experimenta
les (baja concentracién de proteina) el TRH tampoco es degra

dado,
2.6.4 Determinaci6n de las Constantes Cinéticas para TRH

Antes de estudiar las constantes cinéticas {Km~
y Vmax) para el fendmenc de transporte de TRH se intentd de-
finir la concentracidn de proteina mis adecuada y el tiempo-
de incubac¢idn Gptimo para estar bajo condiciones de veloci--

dad iniciail.



Como se indic§ €n Métodos, después de varias --
pruebas se decidi§ incubar los filtros Millipore con BSA - -
1 mg/ﬁl por 30 min antes de 1a filtracifn de los sinaptoso--
mas para disminuir la posdible asociacifn inespecifico al fil
tro del °H~TRH, también se lavaron los filtros con solucidn-
Krebé {con 15 ml tres vecesj désPuésstwfiltraf las vesfcu--
1as para eliminar interacciones débiles del péptido con el -

. tejido,

- EI primer punto que se . Lntentﬁ definir fué la -
.concentrac1on de proteina Gptima para la Tealizacibn de los-
ansayos. En 1a.£u§na.2 2 se observa que conforme aumenta la -
‘concentrac16n de proteina sinaptosomal aumenta la asociacién
de 3H TRH, 31n embargo la asociacién no es prcporczonal al -
aumento en la concentracidn de proteina. Tambign se ut1llza;
- Ton dlferentes concentrac1ones del péptido, la mezcla del --

-8

péptido se formﬁ con 3H~-TRH (1.5 X 10°° M por punto) mis TRH

frio para obtener las concentraciones finales de 106 My --

1074

M. Como se observa en esta misma gridfica no varié la --
asociacidén de 3H-TRH a las diferentes concentraciones del --

péptido a una concentracidn de sinaptosomas,

Se pensd que si el mecanismo de transporte para
TRH en la terminal nerviosa era similar ak de los neurotrans

misores cldsicos o 81 reportado por Charli (89}, la concen--
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| FIGURA 2.2:

CPM UNIDAS A LOS SINAPTOSOMAS

30 B -I .
f- }’/I _{ 1000 g
500 »g
200 |-
250 ug
100 L
’ ; |
1078 T 107% M CTRR)

ASOCIACION DE DIFERENTES CONCENTRACIONES DE 34-TRH A LA PROTEINA SINAPTOSOMAL.

los sinaptosomas obtenidos por el método de Bradford y diluido a'diferentes --
cohcentraciones {250,500 y 1800 ug) fueron incubados en preseatia de difersn--
tes cengentra;iones de TRH por $ min. a 32°C. La mezcla de TRH se hizo con - -
1 X 107% M de H-TRH mds TRH frio para obtemer 10+ M y 10°* M. Los valores-
son las CMP asociadas al tejido del total de CPM agregadas (500 030 CPM por --
punte), Cada punto es el promedio de 4 experimentos.



_tracifn de TRH donde se apreciarfi el fenfmeno serfa aproxi

6 M y que al agregar exceso de TRH frio (10™%M)

madamente 10
este competirfa por los sitios especificos de'tranSporfe y-
se observaria disminucifn de la asociacifn de marca al teji
do. Pero como se indicé en al pdrrafo anteridr.la asociacibn

del 3H-TRH no varB al modificar su concentracién.

Debido a qﬁe a2 la misma concentraci@n de pro--
teina sinaptosomal nosse observ8 incremento en la asocia---
cibn de la marca e,-n'l_()'8 M no en 10'6‘M y ﬁampoco hubo cam-
big cuando se incub8 con exceso de TRH ffﬁo, se pensd que -
'quiiéﬁ las terminales nerviosas que captan ?RH son mbdificg
das como ocirre en el caso de 1a liberacin de TRH por sinap
tosomas (124), o bien durante el fraccionamiento son deple-
tadas dg cbfactores importantes para el transporte, Se deci
dié utilizar por lo tanto a la fracci6n ML para no someter-

a las vesiculas al fraccionamiento.

_En la £1gura 2.3 ge observa que la asociacién ~-
del TRH a 1a fraccidn 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 cbncentraciﬁn‘de'proyeiﬁa, sin em--
bargo como se vi6 en la figura anterior el aumento de la --
marca no es proporcional al aumento de la concentracién de-

la proteina (ML) y tampoco se observd que a las diferentes-
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FIGURA 2.3: ASOCIACION DE DIFERENTES CONCENTRACIONES DE 3H-TRH A LA FRACCION ML.

La fraccibn sinaptosomal cruda (ML) a diferentes concentraciones (270,
520 y 920 ug) se incub6 con 3 concentraciones de SH-TRH a 32°C por 5 -
min. Los valores estfin dados en cpm. La mezcla de TRH se hizo con - -
1 X 10-% M de 2H-TRH mds TRH frfo para obtener 10-® M y 10~% M. Cada -
punto es el promedio de 3 experimentos.



concentraciones de TRH aumentara ¢ disminuira la asociacidén
del pBptido. La unién del TRH al tejido sigue siendo muy ba-
ja y si bien esto pudiera reflejar que hay un nfimero bajo de
terminales TRH&rgicas el hecho de que variando la concentra-
cién de TRH no haya cambiado la cantidad del peftido unido -
suglere que no es posible discriminar entre la asociacidn po

co especifica de la especifica del péptido al tejido.

El fendmeno de internalizacifén, a diferencia --
del de asociacidn a receptores es dependiente de temperatura.

Por lo tante se compar$ la unidén de TRH al tejido a dos tem-

8 4

peraturas: 4°C y 32°C y a dos concentraciones: 107" My 100

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

a4

tidad de radioactividad asociada a 107% M y 107" M de TRH a-

diferencia de experimentos anteriores, también se observa --

que la radiocactividad asociada a 4°C y 32°C a la mis alta --

a4

concentracién del peptido (10° " M) varia dependiendo de la -

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

que a 1078

M la asociacifn permanecid invariable a ambas tem
peraturas. La diferencia en asociacidn a 4°C y 32°C pudiera-

reflejar un mecanismo de transperte de baja afinidad.

Con el objeto de definir si la diferencia en el

nimero de cpm asociadas a 4°C y 32°C era realmente por la .

3

internalizacidn del “H-TRH por un mecanismc de baja afinidad
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FIGURA 2.8t ASOCIACION DE DIFERENTES CONCENTRACIONES BE SH-TRH EN LA FRACCION KL.
. L» fraccién’ KL fu# bavads unm vez con Sscarosa ¢,32 Tris HCL 10 aM, posterior-
© mente ia mezcls fuf centrifugada y 1a pestilla resuspendids en Krebs. Loy pun-
‘tos fueron tncobados en diferentes condiciones,
a) Se ucillzaron dos cunceateacioncs fe TaH 107% y 1074
bj Los gif 3 puiites se ad*y
c} e hicl diferentes tiempos do 1
Se weilizeron aproxipadazents $50ug do protelnd por puATo




se estudibd el contenido de'lasrvesiqﬁias. Se incub6é la frac-
cién ML con TRH a dos cbncentraéiones (10"8 My 1074 M) a -~
32°C, posteriormente las vesicplas fﬁeron rotas por congela-
cibn y descongelacidén y por centrifugacidén fueron separadas-
las fracciones membrahally soluble, En estas fracciones se -
cuantific8d el nfimero de cpm asociadas. Los resultados mostra
ron la asociacién dei TRH,ﬁnicaﬁente en la fracéi&n membra- -
nal y no'en el sinaptoplasma., Con esto se concluyd que en --
nuestras éondidiones experimentales la captura de TRH pare--
-cig?a no ser llevada a cabo por la terminal nerviosa y por -
Vtéﬁio se duda de ésta como el mecanismo fisioldgico de inac-

tivacibn del TRH,



2.7 DISCUSION

Los‘resultados obtenidos con el neurotransmisor
14C.Gaba nos permitieron concluir que los §inaptosomas obte-
nidos por el método de Bradford (123) estén activos metabSli
camente y la falta de transporte -de TRH no es debi&b a un --

‘mal estado de las vesiculas.

Las constantes cingticas obtenidas para Gaba en
presencia y ausencia de sodlo coinciden con los resuitadés -
reportadds%por varlos autores, lo que asegurd que las cbndi-
ciones y el fratamiento de las vesiculas era el adeéuado.- -

(13,14),

Un punto muy importante fué la dificultad para-
diferenciar entre la asociacifn egpecifica y la no especifi~ N
_ca del TRH al tejido (Figuras 2.2 y-2.3) por 1a falta de acumula
cibn del péptido en la terminal o de desplazamiento por pép-
tido frfo, Estos resultados. sugieren que lé terminal nervio-
sa de la neurona hipotdlémica no posee un mecanismo de inter
nalizacién como el descrito por los neurotransmisores clisi-
cos. Esto también se demostra cuando se analizﬁ el contenido.
de cpm en ¢l sinaptoﬁlasma vy la membrana §inaptosoma1 donde;

la asociacidn de marca @inicamente se observd en la meibrana,



Por otra parte otros autores describen recepto
Tes especificos para TRH en hipotdlamo (56), razén por la -
cual se escogif esta regifn para el estudio de captura, va-
que ademis de su funcién en el control del eje hipotdlamo--
hipofisiariohse ha sugerido la ékistencia de sinapsis TRH -
Ergicés dentro del hipotélamo involucradas en funciones ta-
les como termoregulacifn, Pudiera pensarse que las termina-
les nerviosas involucradas en la neurotraﬁsmisién son muy -
pocas y que por esto haya sido difficil la observacién de la
captura del TRH sin embargo, Charli y col. (89) siT;bserva—
ron'inte£halizac15n del péptido en rebanadas de hipotédlamo;
ééta.posiblemente sea fealizada por otras entidades celula-
res como glia o los tanicitos que se han propuesto intervie

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

de diferentes sustancias,

La importancia del mecanismo de transporte‘obé
servado pof Charli (89) en lahinactivaciﬁn del TRH no es -- 
muy clara ya que si bien es un fenémeno con Caracter;sticaé
similares a la captura de Gaba (dependiente de energia, in-
.hibido?por DNP y ouabaina) la velocidad de &8sto es muy len-
ta.

Quizd la internalizacidn observada tenga que -

. ver con la actividad del TRH como mensajero intracelular, -



- a4z -

Como se ha observado en hip8fisis donde el péptido llega has

ta el nficleo.

El haber encontrado que en nuestras condiciones
experimentales el TRH no es transportado por las terminales-

nerviosas de hipotilame sugiere lo siguiente:

1 Quizd el hipotfilamo contiene pocas termina--
les TRHErgicas.

2 Que la captura del TRH no sea un féndmeno --
idéntico al de los aminodcidos y tenga carac

teristicas muy particulares,

3 Que el TRH no sea captado por el hipotflamo-
pero si por otras regiones del sistema ner--

vioso.

4 Que 1la inactivacién del TRH sea por otra via

diferente a la captura.



3.

K

COMPARTAMENTALIZACION DE LAS ENZIMAS QUE DEGRADAN
' ' © AL TRH



3.1 ‘ANTECEDENTES

Para varios neuropéptidos activos como TRH, - -
LHRH, neurotensina y encefalinas se han descrito actividades
proteoliticas capaces de inactivarlos (90,91,92,93,94), Mias-
que el rompimiento en si de la molécula por cualquier enzima
es importante determinar cual de esas actividades degradati-
vas estd involucrada en la inactivaciﬁn fisioldgica del pép-

tido,

=

~ Bauer y Lipman (82) demostraron que el TRH es -
inestable cuando se iﬁcuba con homogenados' de cérebro o‘conr
éuerd. Dada su éstructura pGlu-Hfs-ProNH2 se pueden inferir-
l1a existencia de tres sitios de ruptura: entre el dcido piro
glutamicé'é histidina, entre la histidina y la prolinaﬁida-d
desamidando a la prolina del TRH (Figura 3.1). De estas posibi
lidades se ha demostrado que existen s8lo dos actividades: -
‘1a-pir§g1utamil-amino peptidasa (PGA) que rompe entre el dci
do piroglutdmico y la histidina y la actividad de desamidasa,
A su vez estas enzimas generan metabolitds gque son cortados;
por otras enzimas, esto sera mis ampliamente explicado.

3.2 Enzimas que degradan al TRH
"3.2.1 Piroglutamil-amino peptidasa (PGA):

Esta actividad se ha encontradec en tejido cere-
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bral (95), en hipdfisis (96) y en suero (99). El metabolito
que genera es la His-ProNH2 que es un producto que tiende a
ciclizarse en. forma no enzimitica (97) formando dicetopipe--
racina (DKP). Se han purificado dos -enzimas con esta activi

dad:

a Enzima Purificada de Fraccifn 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 DIT y EDTA para -
expresar su mdxima actividad y es inhibida por compuestos -
que bloguean los grupos tiol (99), por lo que en este trabai
jo se le denomiﬁﬁ PGA-SH, Esta enzima tiene esfecificidéd -
por péptidos con la férmula pGlu-X (98), como LHRH, neuroten
sina, gastrina asl como péptidos sinéticos que contengén es

te enlace,

b Enzima Sérica.- A esta se le ha llamado ti
roliberinasa, tiene un peso molecular de 260000 (99) y de
grada rdpidamente al TRH (119). Sus caracteristicas bioquf-
micas difieren de la actividad de PGA de la fraccién soluble;
a diferencia de esta Gltima es inhibida por DTIT y EDTA, y -
muestra'gran especificidad por TRH (99). Se ha observado que
la actividad de esta enzima en rata esta.regulada por hormo
nas tiroideas (102) y presenta cambios durante el desarro--

1lc (103,104). Por estas caracteristicas se postula como 2l



mecanismo regulador de la actividad del péptido en las célu

las hipofisiarias (99).

Con respecto a esta actividad de PGA existia -

‘una controversia en cuanto a la localizacién de la enzima.-

Como se'de5cribi6 en el pirrafo anterior, Bauer utilizando-
DTT y EDTA en sus ensayos finicamente expresaba la enzima so

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

actividad en la fraccifn membranal.

5
Lo
L .

 Griffiths trabajando en ausencia de DYY y EDTA

encontr$ 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 pe}o -
ninguno de los gru?os postﬁid que se podria tratar de dos -

enzimas con ubicaciones ¥y caracteristicas diferentes.

Recientemente Garat y col, (125) reportaron -

. que efectivamente existen dos enzimas con actividad de PGA,

una soluble que requiere DIT y EDTA y una.membranal que es.
inhibida ﬁor estos compuestos, La actividad membranal fué -

caracterizada como una metaloproteasa especifica para TRH,-

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

sus condiciones de incubacidn (sin DTT y EDTAY también en--



contré actividad degradativa en membranas de hipéfisis aun-

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

3.2.2 Desamidasa (PPCE)

La desamidacién del TRH es catalizada POT una-

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

‘caracterizada como post-prolina (E.C, 3.4.21.26.) (108,109,

110) y corta especificamente a la derecha del carboxilo de-
la prolina. Aunque cdtaliza la desamidacidn del TRH su espe
cificidad de sustrato es el de una endopeptidasa que hidro-
liza uniones interpas del p@ptido (¥-Pro-X). Varios pépti--

dos son hidrolizados por esta enzima como LHRH, angiotensi-

“na, oxcitocinay péptidos sint@ticos (96). También se purifi

¢ una enzima de rifién de borrego (111) con la misma especi

ficidad de sustrato y caracteristicas bioquimicas similares.
3.3  Degradacidn de los Metabolitos del TRH

Ya que el TRH fu€ desamidado o hidrolizado por
la PGA, los metabolitos generados {TRH 4dcido e His-ProNHz)-

son subsecuentemente hidrolizados por diferentes enzimas.

a El1 producto His-ProNH2 generado pdr la PGA-

puede sufrir diferentes modificaciones:

3.3.1 <Como se habia mencionade anteriormente pue-

:



de ciclizarse en forma no enzimdtica generando dicetopipera
cina (DKP) (97,98). Este metabolito se ha encontrado involu
crado en actividades fisioldgicas del cerebro (113,114}, en
ocasiones como antagonista de la actividad de TRH y en otras

potenciando su actividad.

3.5.2 Puede ser desamidado por la enzima que corta
despuds de prolina cuando son dipéptidos (PPDA) (96). Se ha

reportade que estd presente en adenohip8fisis y en rifidn.

"

3.3.3 A su vez la histidil-prolina es hidrolizada
por la imidopeptidasa (112Z) dejando a los aminodcides li---

bres.

3.3.4 Por una actividad de histidil-prolil amino-

peptidasa se puede formar prolinamida e histidina (112).

b Cuando el TRH es desamidado formando TRH --

dcido, este metabolito tambié&n es degradado:

3.3.5 Es hidrolizado por la PGA generando histi--

dil-prolina,

3.%.6 La histidil-prolina genera los aminoldcidos-

libres por la accidn de la imidodipeptidasa.



Schwartz (1981) definid seis criterios para la

identificaci6n de neuropeptidasas inactivantes {Tabla 3.6).

Uno de los puntos que postula es la adecuada -
ubicacién 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 inactivacifn fisiol8gica de los diferentes neu-

ropéptidos.

Para TRH han sido identificados diferentes ac-
tividades degradativas pero lo importante para determinar -
su posible actividad fisiol6gica serd definir su ubicacidn-

subcelular.



3.4 OBJETIVO

Definir la distribucifn subcelular en homoge-
nado de cerebro de rata de la PGA metalopro--
teasa asi como de las otras enzimas que degra
dan al TRH, y estudiar su posible participa--
cidn en el mecanismo de inactivacibn del tri-

péptido.



3.5 ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

. Ya que como se demostr8 en el capitulo anterior,
el TRH parece no ser captado por la terminal ﬁérviosé, la de
gréﬁacian del péptido pareciera entonces ser ei-meqahismd “-
principal de inactivacién, Por ello la localizacidn:subceluﬁ .
lar de la PGA membranal resultﬂ entonces un punto importante
para definir 1la participaciﬁn de Esta en el meéanismo fisio-
'1Ggi§o de inactivaci8n del TRH,
Para lograr este objetivo se estudia‘lallocali-
" zaci6n subcelular de las enzimas que degradan al TRH. Para -
" la distribucifn subcelular se utilizaren los critérios de --

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

a Se utilizaron marcadores enziméticos y se dg
termind su distribucién en las. diferentes fraéciones. Las en
zimas anélizadas fueron deshidfogenasa»l&cti#a (LDH) que tie
ne ubicacién soluble (115) la hexosaminidasa contenida en 1i
sosoma; y 1a_5'nuc1eotidasé presente en membranés plasméti--

cas y sinaptosomales.

b Se determind 1la distribucibn de las enzimas-
que degradan al TRH y se compararon con los patrones de las-

enzimas marcadores.
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‘2)

3}

4)

TABLA 3.7:

Fraccionamiento subcelular para separar las diferen-
tes entidades celulares,

Demostrar el enriquecimiento de los elementos celula
res obtenidos por el fraccionamiento mediante la uti
lizacidn de enzimas presentes en las diferentes enti
dades celulares,

Cuantificar la actividad de las enzimas marcadoras,-
definir su distribucidn en las diferentes fracciones
y comparar ésta con la distribucidn de la enzima en.
estudio. ‘

Los valores se expresan en actividad relativa especi
fica (RSA) que se obtiene del siguiente cociente:

% de Actividad Enzimitica
% de Proteina

El valor de RSA mayor que 1 indica enriquecimiento -
de la enzima en determinada fraccién, el valor menor
a 1 indica que no hay enriquecimiento.

CRITERIOS PARA DEFINIR LA UBICACION SUBCELULAR DE EN
ZIMAS (D. DUVE 122}.



¢ Los sinaptosomas fueron sometidos a choque -

‘ osmdtico con Tris-HCL 50mM y'pgsteriormente fueron sonicados

durante 5 seg 3 veces a 4°C, égfa suspensifn fué centrifuga?
da para analizar la actividad degrédativa en estas fraccio--

nes {sinaptoplasma y membrana sinaptosomal).



3.6 MATERIALES

Se usaron ratas macho Wistar de 200 a 300 g man
tenidas en condiciones de luz (10 horas al dia)} y alimenta--

das ad libitum,

El (L'prolina-2,3,4,5,~3H) TRH (100 Ci/mmol) se
comprd en New England Nuclear Co, Boston Ma;Ael TRH frio y -
sus metabolitos, en los laboratorios Penfnsula, San Carlos -

Ca.
. ?.,I

Los demds reactivos usados a lo largo del estu-
dio fueron adquiridos a Sigma Chemical Co, St, Louis Mo. o a

J.T. Baker, México,

Se usaron dos tipos de placas de ¢romatografia:

"a  De alta resolucifn (Whatman HPKF) para la pu
- rificacidn del {3H-Pro) TRH.

b De silica gel G (Merck 5724) para el anidli--

sis de los productos de degradacibn.

Todo el material de vidrio y plﬁsfico usado para
trabajar con (3H-TRH) fud previamente siliconizado con 5% de

Surfacil (Pierce) en acetona,



3.7 METODOS

3.7.1 Purificacidn de (3H-Pro) TRH

En todos los experimentos realizados en este

trabajo se utiliz8 el 3H~TRH previamente purificado para'eﬁi

tar enmascarar los metabolitos ya existentes en el reactivo-s

y los generados durante la incubacidn,

El péptido se'aplicﬁssobre una placa fina de al
ta resoluci&n,'esta se corrid en el sistema acetona-agua -~ -
(80:20 v/v). En otro carril de la placa se aplic6 una mues--
tra patrdn de TRH frio y se reveld con reattivo de Pauly, La
zona qﬁe comigrd con el marcador fué recoftada.y extraida --
con metanol 90%, La pureza del 3H~TRH se verificé cromatogra
fiando en placas de silica gel G en el sistema cloroformo-~me
tanol-hidréxido de amonio (125:75:25 v/v/v), La pureza se ve
rificé por conteo de radioactividad utilizando una soluciﬁn- 

de centelleo deéBray (122) obteniendo un 96-98% de pureza,
3.7.2 " Fraccionamiento Subcelular

Se decapitaron ratas macho Wistar de aproximada
mente 300 gr, el cerebro fué inmediatamente disecado y colo-

cado en una solucidn de sacarosa 0,32 M, Tris HCl 10mM pH --

-



7.4 {ST} a 4°C., Todo el fraccionamiento se llev8 a cabo a 4°C.
La homogenizacidn del cerebro se hizo en un homogenizador -
. Potter-Elvehjem, Las centrifugaciones se llevaron a cabo en
. uwna centrifuga Sorvall en el rotor SS34 y en una ultracen--

trifuga Beckman L-50,

El homogenado fué centrifugado a 900 g por 10~
min, la pastilla asi obtenida se resuspendi6 en la mitad --
del volumen.inicia1_¢e 5.7. mediante una homogenizacifn mis
suaye y esto se recentrifugd. Esto se hizo tres veces conse

cﬁt;vas._Las fracclones solubles se mezclaron formando con-
esto él extraqto'crudo (CE),‘ei sedimento se resuspendid en
'sacaroﬁa y esta corresﬁondiﬁ a la fraccidn nuclear (N) que-
“contiene nficleos. c€lulas no rotas y membranas. La fraccifn
CE se'centrifugﬁ a‘12 000 g por 15 min, el sedimento que se
formd es la fracci6n ML, El sobrenadante se centrifugd a --
100 000 g por 120 min, en el sedimento se precipitaron los-
microsomas (P) y la porciﬁn soluble S correspondid al cito-
plasma.(Figura 3,2).

~ La fraccifn ML se subfracciond siguiendo el mg
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 fraccif6n ML. El gradiente se cen--
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HOMOGENADO

Centrifugacifn a 200 X ¢ 10 min

CE ‘ se resuspendid en ST ¥y Se centrifugd
a 600 X g (3 veces) :

N
CE! C N
12000 X g
15 min
s, ML

1001:000 X ¢ 120 min

FIGURA 3.2: OBTENCION DE LAS FRACCIONES CRUDAS DEL HOMOGENADO.

Las diferentes fracciones fueron obtenidas como se
"indica en el esquema, Las actividades enzimiticas-
utilizadas como marcadores fueron cuantificadas en
estas fracciones y posteriormente se compararon con
la distribucién de las enzimas que degradan al TRH.
CE=extracto crudo, N=fraccidén nuclear, Sz=sobrena-~
dante de 12 000 X g, ML=fraccidn mitocondrial cruda,
S=sobrenadante de 100 000 X g v P=microsomas,



trifugd 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 vy -

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 formd -

la banda de mitocondrias.
E El sedimento estuvo formado por los lisosomas.

Las bandas se extrajeron de los gradientes y --
fueron precipitadas por centrifugacidén a 15 000 rpm por 30 -

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

Las muestras se mantuvieron a -70°C hasta la --
realizacidn de los ensayos enzimiticos de los marcadores ha-
biendo hecho antes los controles que muestran que la congela
cidn no afecté la actividad de &stas. Los ensayos de degrada

cidn se hicieron inmediatamente de obtenidas las fracciones.



ML resuspendida en ST

TESIS CON
PALLA TE ORGEN

- > 0,32
B > 0.8 100 000 X g
c > 1.0 120 min
D 1.2
>
E - 1.4
o

Gradiente de Sacarosa

FIGURA 3.3:  SUBFRACCIONAMIENTO DE ML,
La fraccién mitocondrial cruda (ML) fué separada
en sus diferentes componentes en un grédiente --
discontinuo de sacarosa (117),

Las diferentes fracciones fueron extraidas y cen
~trifugadas, posteriormente se resuspendieron en-
el medio ST para la realizacifn de los diferen--
tes ensayos enzimdticos, A=mielina, B=sinaptoso-
mas, C=sinaptosoﬁas vy mitocondiras, D=mitocon-«-
drias, E=lisosomas.

La fraccibn ML fué obtenida como se indica en la
Figura 3.2.



3.7.3 Ensayos Enzimdticos

Las fracciones fueron preincubadas en presencia

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

las enzimas degradativas del TRH a uwna concentracibdn final -

de 0.1%, En el caso de la 5'Nucleotidasa se utilizd tauroco-

lato a 2% final. La temperatura de incubacién fué de 37°C en

todos 1los casos.

1)

a)

b}

La LDH (114), estd descrita en 1la seccién -

2.5.4 de éstg trabajo,

La SWNucleo;idasa (E.C.3;1.355) se determi-
n§ cuantificando.él Pi liberado del sustra-
to AMP (117), | |

El voiumeh de reacciﬁn final fué de I ml; -
la mezcia de incubacién se formé con: KC1 -

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

Tris HC1 SD.mM‘pﬁ 7:4, Taurocolato 2% y AMP

s mM, La rteaccién se detuvo con TCA (25% fi

nall.

Las diferentes fracciones se incubaron por-
60 min a 37°C, ya detenida 1a reaccién los-
tubos fueron centrifﬁgados a 3 000 rpm por-
15 min, el sobrenadante se utilizd para la-

medicidn del Pi.



Para cuantificar el Pi liberado se utiliza-
ron lés siguientes soluciones:

A) Acido Ascérbico al 10%, B) Molibdato -
de Amonio 0,42% en HZSO4 concentrado{ c) -
Mezcla,de una parte de A mis 6 partes de B,

esto se mantiene en hielo,

~ Para el ensayo se meziclaron 300 ul del sobre

nadante de la reaccién y 700 ul de C, se in
cub6+60 min a 37°C y se leyd a 820 mM en un

espectrofotfémetro Gildford, =

Se hizo en forma paralela una curva patrén-

~con KH,PO,, ~

La hexosaminidasa (E,C,3.2.1,30) se cuanti-

£ico segﬁnlel mé&todo de Susuki (119) las so .

" luciones utilizadas fueron:

A) NaZHP04 20 mM mi&s Ac, citrico 12 mM a pH

4.4, (Se llev6 a este pH con Ac. citrico --

- 0.1 M),

B} 4 metil-umbeliferil B-D-N-~acetilglucosa-
minida, se hizo una solucién 5 mM en amorti
guador fosfato/citrato {(A).

D) 4 metil-umbeliferona a 200 mM, la concen



d)

tracifn final fué 10 mﬁl

Las muestras a medir fueron diluidas 1:1 --
con la solucidn A, se tomaron 25 ul de esfa
mezcla se preincubaron a 37°C y se afiadie--
ron 100 ul del sustrato {solucibén B) se in-
cubd por 30 min y la reaccidn se detuvo con
1,9 ml del'amortiguador C.

La produccibn de 4 metil-umbeliferona se --

midié en un fluorbmetro a una —exitacién de

360 y emisifn des448,

La PGA (SH) se cuantificé midiendo la ?rodug

cién de g naftilamina (96},

Las soluciones utilizadas fueronz'

A) Amortiguador Fosfato 100 mM pH 7.4 con 2

mM de DIT y 2mM de EDTA,

B) Pirrolidonil B naftilamida 10 M.~

A 2 ml de solucién A se le agregaron 10 ul
de solucidn B y diferentes alicuotas de la
muestra.”La p;oduccién de B naftilamina se
hizo en un fluorfmetro a 37°C, exitaciﬁn -

340, emisibn 410,

1.

1

3

1



3.7.4 Condiciones para el Estudio de ia Degracién del TRH.

La concentraciﬁn de proteina para los ensayos -
fué 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 proteina de las diferentes fraéf-.
ciones para asegurar que se éstaba.eh la linear}dad del fend
meno y hacer una adecuada cuantificacidn de la actividad de-

gradativa,

El volumen inicial de incubacibn fué de 5 ul, -

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

_X-100, se agregd el sustrato marcado. (3 pmolas en 5 wl). La-

mezcla de reaccifn fué incubada por 60 min en el caso de las
frécciones membranales y por 30 min las soiublés. La reac---
cién se detuvo agregando 100 ul de ﬂcido aceﬁico al 20%. lLas
soluciones utilizadas en los diferentes ensayos fieron: saca
Tosa O.SZAM - TrisHC1l 10 mM (ST) y sacarosa 0,32 M . Tris. -
HCL 10 =M con DTT 2 mM y EDTA 2 mM. | "

3.7.5 Anflisis de los Productos de Degradacidm,
Las diferentes mezclas de reaccidn con dcido .-

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

tes fueron deslipidizados en &ter saturado en agua, por Glti
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mo ‘se llevaron a 90% vol/vel en ﬁetanol. En esta solucién el
TRH y sus metabolitos son solubles, Los sobrenadantes se eva
poraron a sequedad y se resuspendieron en 20ul de metarol --
90%. Se aplicaron en placas para cromatografia de silica gel
G y se co;rieron en el sistema cloroformo-metanol-hidréxido-
.de‘amonio_(lzs;TS:ZS v/v/v) junto con los patrones de TRH y
Sus metabolitos, Secédasllas placas 103 patrones fuerdn'revg

lados con reactivo de Pauly,

Los carriles de las muestras se recortaron (2 -

cm de ancho X 1 em de largo) y cada rectingulo se extrajo --
“ f_.ﬂ ‘ . ] . -

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

R cada frasco (120],

HSé observ§ que'aunque ciertos metabolitos tie--
._pen diferenté Rf, su Sep5ra¢idn en los carriles del ensayo -
.;nb es suficieﬁté en algunos casos (Figura -3.4) como prolina-
.Gﬁ24);'histidil-pfolina {0.3) y TRH 4cido (0.54) que forma--
rbn en ocasiones un gran pico' de prolinamidé (0.8) y diceto-
piperacina (0.37) que formaron un segundo pico al final de -
ia placa. Estos dos picos fueron eluidos de la silica después
. de haber sido corridos en el primer sistema de solventes y -
evaporados a sequedad, Las muestras fueron evaporadas a se--
gquedad ¥ resuspendidas en metanol 90% y aplicadas en la sili

ca para ser corridas en un segundo sistema de solventes - -
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Eo 1a parte superlor de la figurs s¢ mucstve 13 nigracibs de los diferentes oeca
bolitos an ¢]1 sistemn cloroferda-wotancl-kldréxide de amonio (125:75:25).

EA Lo parte infarior sc #ucstrs ¢l cromatoprazs obtenido con el segundo sistepa-
da“xalven ws, isopropahol.agus-hidrdxido de smenio {89:2911).



{isopropancl-agua-hidréxido de amonic)} (80:29:1 v/v/iv). Los -
ralores de Rf obteniaos fueron: prolina 0,12, prolinamida 0.3,
histidil-prolina 0.43, TRH ;cido 0,65 y dicetopiperacina 0.75
(Figura 3.4),

3.7.6 La determinacién de proteina se hizo seglin el método -
de Lowry (115) utilizando albGmina bovina fraccién V -

(de Sigma) como patrdn,

9



3.8 RESULTADOS

3.8.1 Distribucidn Subcelular de los Marcadores Enzimdticos

.

Como se menciond el objetivo de este trabajo fué
el definir la compartamentalizacidn de las enzimas que degra-
‘dan- al TRH con particular interés en la piroglutamil-amino- -
peptidasa (PGA-M). Para esto se siguif el mé&todo de D. Duve -
(121,122),.se tomaron marcadores bien definidos como son LDH,
5'Nucleotidasa y la hexosaminidasa y su distribucidn se compa

6 con la de las enzimas que degradan al TRH.

Como primer paso se determiné la distribucién de
las actividades en las fracciones ,gruesas de homogenado de ce
rebro (N,ML,P-yaSJ. En la Tabla 3.1 se observa que la LDH se-
encuentra gﬁriqueqidg_en la fraccidn citosdlica S; en ML la -
acfiﬁidad-fué de\apr@ximadamente 30% (Tabla 3.2) en ésta no -
se enééntf@*gnfiquecimiento de la enzima (RSA=.7, Tabla 3.2)-
¥ lé actiﬁi&éd presente corrobora lo anteriormente descrito -
por Johnson (115) sobre la presencia de LDH en terminales ner
viosas._ya poca actividad encontrada en la fraccién N es debi
da a lalﬁéesencia de c&lulas no rotas mientras que en mierose
mas (P) pudiera deberse al atrapamiento de la enzima en vesi-
culas generadas durante la homogenozacifn o por su ascciacidn

inespecifica a las membranas,
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La S'Nucleotidasa, a diferencia de la LDH, se en
contrd enriquecida en la fraccifn microsomal P como habia si-
do descrito anteriormente (118), en ML también se detectf ac-
tividad (30%, Tabla 3,2), Fu# de gran utilidad monitorear es-
ta enzima ya que permitid cuantificar el grade de contaming--
cifn de las diferentes fraceioﬁes, por e¢jemplo er S (Tabla --
3.1 y 3.2) se observ8 cierta actividad debida a una centrifu-

gacidén insuficiente,

Para la hexosaminidasa (Tabla 3.1 y 3.2) el mixi
mo enriquecimiento se detectd en ML correspondiendo a las ve-
siculas lisosomales que contienen a esta enzima y se acumula-
ron en esta fraccidn (120), En § tambien se encontrﬁ activi--
dad de hexoéaminidasa debido posiblemente a 1la ruptura de los

lisosomas que dejan libre a la enzima (Tabla 3.1).

Ya que se cbtuvieron los patrones de distribucidn
adecuados para cada enzima (al compararlos con otros autores),
se hizo el subffaccionamiento de ML como se indica en Métodos.
En la Tabla 3.3 se muestran los resultados! la LDH se encon--
trf principalmente en las fracciones sinaptosomales B y Cy -
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 las fracciones A,D,E, es -
tan baja que parece estar dada por contaminaéién de la LDH a-

estas fracciones. La 5'Nucleotidasa también presentd su méxi-



ma actividad en B y C, En la fraccifn lisosomal E se enrique-
Ccid la hexosaminidasa como se esperaba; en B y C tambi&n se -~ '~
encontrd actividad por la presencia de lisosomas en la termi-

nal nerviosa (Tabla 3.3).

Come se intentaba definir claramente la ubica---
¢ibn de las enzimas degradativas también era importénte deter
minar la ubicacidn de los marcadores en los componentes sinap
tosomales: la membr;ﬁa.y el sinaptoplasma, Para elle las frac
ciones B y C fueron extraidas del gradiente y llevadas a 0.45M
afiadiendo agua fria lentamente y posteriormente las vesiculas
Tueron centrifugadas, El sedimento se resuspendi§ en 0.32 M -
de ST. Los primeros intentos para determinar 1la distribuciﬁn
de las enzimas fueron mezclando las dos fracciones sihaptoso--
males B y C (BC) las cuales fueron sonicadas en poco volumen-
[ZIml) como se indiqa en Métodds y fraccienadas por centrifu-
gacién. En laTabla 3.4 se observa que la LDH estd enriquecida-
en el sinaptoplasma y que la asociacibn de la enzima o su -~ -
atrapamiento en la fraccién membranal es bajo (1i0%); 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 fraccién soluble (Tabla 3.1). La --
5'Nucleotidasa si bien se enriquecid en la fraccién membranal,
la fraccién soluble tambign presentd actividad debido quizﬁ ~
a una mala centrifugacidn que dejd pequefios fragmentos de mem

branas o microvesiculas en el sobrenadante. Dada la baja acti
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vidad esperada en el sinaptoplasma de las enzimas degradati
vas, el subfraccionamiento del sinaptosoma se hizo en un mi
'nimo dé véiumen {2:m1), para esto se centrifugd en la micro
" ultracentrifuga, Los resultados obtenidos con la 5'Nucleoti
- dasa donde la fraccifn soluble estuvo muy contaminada con -
--esta enzima nos hizo cambiar el método para romper las vesi
cula§; Los'éinaptqsomas B y € (en forma separada, no mezcla
dos) fueron sometidos a choque osttico con 15 ﬁl de Tris -
50mM y poste}iormente ultracentrifugados (100 000 g por 60-
min)} con este mé&todo Se 10gr6 separar en:.forma m%s adecuada
1os dos componentes. sinaptosomales. En laThbla 3.5 se obser-
va que 1a LDH est4 enriquecida en el s1naptop1asma (B y -
Cs), 1a contam;nac16n en las fracciones membranales es baja

_(apfox. 10%), para la 5'Nucleotidasa se encontr8 enriqueci-

"~ . 'miento en las fracciones membranales (Bm y Cm) como se espe

"raba'ylla'cohtaminaciﬂn sinaptoplasma fué béja lo que nos -

permitif comparar las diferentes actividades.

Ya determinada la ubicacién de los marcadores-
en las diferentes fracciones y subfracciones se compararon-

con las distribuciones de las enzimas que degradan al TRH.

Dada 1la importancia de analizar la localizacién
de las enzimas primarias y secundarias responsables de la -

"degradacién del TRH, las actividades proteoliticas se pre--
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sentarin cada una por separado, tomando en cuenta que se si-

guid el mismo precedimiento descrito en esta seccifn,




3.8.2 Distribucibn Subcelular de las Enzimas que Degradan-

al TRH

& Enzima con actividad de Piroglutamil-Amino-

Peptidasa (metaloproteasa) {PGA-M)

Debide a que en las condiciones de nuestros'eg
5ayos no se detectd his~proNH2, la actividad de esta enzima

se cuantificé por la-produccifn de DKP.

- E1 primer paso en la localizacién de la PGA-M-
fué el detectar y cuantificar la actividad de lag.fracEiOP-
nes cyudas (N,ML,P y S). Como se observa en la-jaﬁié“s.l y
3.2 el mixime enriquecimiento de la PGA-M se encdﬁtra en -~
las fracciones particuladas N y ML; en S ia actividad degra
dativa fué€ muy baja a pesar de la presenc1a de membranas en
esta fraccifn (esto se observa comparando la act1V1dad de -
5'Nucleotidasa), A diferencia de 1la S‘Nucleot;dasa_la,PGA-M
ne se encontré en microsomas ni en citosol édgiriendbucon -
estc una localizacidn en compartimeﬁ%és c?}glares diferen-~

tes de las dos enzimas.

El sedimento mitocondrial "crudo" (ML} fué sub
fraccionado en un gradiente dlSCOHtanO de sacarosa como se
indica en Métodos para obtener fraCC1ones “sem1pur1f1cadas”

de mielina, sinaptosomas, mitocondrias y lisosomas,



:

En la Tabla 3.3 (formacidn de DKP) se muestra --
que si bien la PGA-M se encontrdé distribuida en las diferen--
tes fracciones del gradiente el enriquecimiento se observd en
las fracciones sinaptosomales B y‘C. La‘poca‘actividad de ---
PGA-M en mielina y mitocondrias pareciera ser por 1la presen--
cia de.vesiculas o.de membranas sinaptqsomales'atraﬁédas en s
estas fracclones como se observa ﬁor la actividad de 5'Nucleo’

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

Como se menciond el siguiente paso fué estudiar-
la localizacitn de la PGA-M en los componentes membranal y 50
luble del sinaptosoma para cuantificar en &stas la produccién -

de DKP,

Con el primer método de ruptura de ios sinaptoso
mas (sonicacidn en 2 ml de Tris 50 mM" y separacién de_los-e-‘
componentes se encontr§ que la enziﬁa no- se enriqﬁééiﬁ al sub
fraccionar dé CE hasta BC y ademas como se habia ﬁepcibnaden—
‘para la STNucieotidasa, sé detettﬁlﬁna‘proporCién'importante-
en el sinaptoplasma de la PGA-M. En esta misma Tabla 3.3 se -
observa que cuando la incubacién se hizo en presencia de DTT-
-y EDTA (ST-DTT-EDTA) la produccién de DXP es inhibida. En las
fracciones membranaleé ML, BC y BC 71la actividad de PGA se -~
vi6 inhibida debido a que la PGA-M es una metaloproteasa. Enn

el sinpatoplasma se esperaba que la producciSn de DKP en pre-



~.

sencid de estos compuestos aumentara por la posible preseficia
de la PGA-S; pero como se observa (Tabla 3.4) la actividad -
presente en-ei sinaptoplasma también disminuyé por lo que con B
estos resu&tados se concluyb que la actividad presente o par-
_te de esta era debido a la presencia de membranas que no fue-
ron prec1pltadas. Haciendo el ensayo con«s-naftllamlna se en- .
contrﬁ que aunque la concentrac16n de 1a e£21ma en terminal -
hervibsa es baja (Tabla 3,4) en comparéciﬁn a la actividad en
.5, 1a PGA;SH estﬁ presente. en éinaptoplasma. Debido a la con-
tamlnaclﬁn de la fracc16n soluble con membranas y a la posi--
flblé 1nact1vac16n de las enzimas por la sonicacidn, se utilizé’
';el,segundo método de romp1m1ento con exceso de Tris 50 mM - -
:(15 ﬁl};_la susﬁensiﬁﬁ‘fu§ postériormente ultracentrifugada.-
-:;Esto perﬁitia una preparacién'mis Iimpia como se observd para
=flds;ﬁarcadores (Tabla 3.5). Adémas se'utilizﬁ un inhibidor de
" 1a PPCE y PPDA-qug es la-bacitra;inar(Z.G nM) y para la IP se.
]{utili26 1a'N-eiilma}eimﬁdé'(U.G.mM). Con ééto Gnicamente se -
. ,permitié la expresiﬁh‘de la PGA-M o de la PGA-SH cuando se --
‘agregb DTT'y EDTA. En la Tabla 3.5 se observa que la PGA-ﬁ se
enriqueci6 en B, Y Cm,.la,¢ontaminaci§n‘qé mgmbranas'eh'la'--
fracciﬁn soluble fu muy baja o guizd con el volumen tan gran

‘de las actividades se diluyeron.

.
H




b Enzima con Actividad de Piroglutamil-Amino--

Peptidasa Tiol proteasa (PGA-8H)

Anteriormente fué reportado que esta enzima al--
igual que la LDH es citosBlica (96,97,99), En este trébajo se
le encontré distribuida en forma.similar_a la LbH,‘COn la - -
mﬁ&ima é&tiﬁidad'eh S'(Tabiars.lj. Sin eﬁbargo a'diferencia .
de 14 LDH que en la fraccidn ML expresd 30% de actividad debi
do a la presencia de la enzima en el sinaptoplasma_(llS). la
PGA-SH express finicamente 2% de la actividad én esta fracciﬁn'r
(Tabla 3,2). En las Tablas 3.1 y‘3.2 tambiéﬁ se observa que-
el enriquecimienteo en S della PGA.SH es mayor .que el de la -
. LDH en esta misma ffaccién, ademds la LDH se expresﬁ mis en -
'Mﬁ que 1la LDH lo que sugiere una distribucién diferente de .
las dos enzimas. En la Tabla 3.3 se observa'que-la actividad~
de 1a PGA~SH es muy baja en las subfracciones, pero cuando se
ihcubétbn'cdh g-naftilamida la actividad aumentd ligéramgnte-
debido a que lé.enzima no tuvo que competir con otras enzimas
por- el susfrato. Cuando los sinaptosomas fueron sonicados, la
fracciﬁp soluble presentS inhibicibén de la actividad por lo -
que en principio se cbncluyﬁ gue la actividad presente en el
sinaptoplasma era débidb a la contaminacién con las membrana§

(comparando con S'Nucleotidasa), pero al prébar con g-naftila
mina se detectd una pequefia actividad. Esto sugiere que la en
' zima estd presente en terminales nerviosas pero en una proper.

cidn pequefia,



¢ Enzima con Actividad de Desamidasa (PPCE)

La actividad de esta enzima se determiné cuanti
ficando 1a producciﬁn en TRH 4cido que es el producto desami-

dado del TRH (96,97,107),

Como habia sido descrito anteriormente (96), en-
-contramos que la PPCE es una enzima soldble, enriquecida al --
igual QUe la LDH y la PGA-SH en el citoplasma (S) (Tabla 3.1).
Re5u1t§ sorprendente 1a poca actividad detectada en ML (0.6%)-
(Tabla 3,2} en comparaciﬁn al 30% de LDH en esta misma frac«--
. Cibﬁ% En.lﬁ Téblaus.lltambién se muestra que la actividad es-
N pecifica_de_esta.ehzimé en ML es menor que-eh CE y en S, Al -
‘. iguél qué_para.Lia'PGA?SH _ho'sé déscartabé hasta,éste punto . -
' que lé.activi&ad_détectada fuera solo contaminacifn de la en-
zima'citosﬁlica”o que la enzima esté presente en muy_baja pro-~
i”pbrciﬁn..:ﬁn 1a§‘fracciones:3_y C la actividad de PPEE aunentd,
enriqueciéndose en las fracciones sinaptosomales tTabla 3.3).-"
En el sinaptoplasma (Tabla 3.4) se encontrf la méxima activi-
‘dad de PPCE de las diferentes subfracciones. Cuando se cuanti
‘£ic6 la actividad en presencia de DTT y EDTA estd aument6 - -

-aproximadamente 1.4%,



3.8.3 Distribucién Subcelular de las Enzimas que Degradan a-
Los Metabolitos de TRH. )
y s .
a : Enzima con Act1V1dad de Dipeptidil- Post proli-

na-Desamidasa (PPDA}

En el fraccionamiento de las fracciones.crudas es
ta enzima se enriquecié en N (Tabla 3.1 y 3.2) posiblementé -
por la presencia de membranas plasmiticas en esta fraccién. En
las subfracciones la banda éinaptosomal B mostrd la midxima ac-
tividad especifica (Tabla 3.5). En las fracciones solubles'qu-
y S n?.sg-detects este metabolito, a pesar_de_qué en CE y'en §
se expresan la PGA encargadas de generar el sustrato his-proNHzr
de 1a PPDA. La ausencia de act1v1dad pud1era deberse a la pre-
_sencia de 1nh1b1dores que en cond1C1ones normales no estén en '
contacto con la enzima o por que la cinética de formac16n es-;
pontanea de la DKP es mayor que la actividad de PPDA en estas-

condiciones,

En las subfraccidngs, B. presentb la maydf activi-
dad (Tabla 3.3]‘auﬁque en las otras subfracciones tambi&n hubo

formacidn de este metabolito.



~en las diferentes subfracciones puede deberse a que las con

". diciones 6ptimas para la IP no fueron realizadas en estos -

b Enzima con Actividad de Histidil-Prolin-Imi

nopeptidasa (IP)

En forma similar a la PPDA, la IP Gnicamente -

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

'sin enriquecimiento en ninguna de ellas y al-subfraccionar-

a ML la’'actividad finicamente se encontré en la banda sinap-

tosomal C (Tabla 3.3).

Esta enzima fué caracterizada por Matsui (112)

.:Jcoﬁ% del gwupo tilico por lo que para proteger sus grupos-
3iSH utilizaron DTT en las incubaciones, también observaron -
 que la.maxima'ekpresidn de 1a enzima se lleva a cabo en - -

. amortiguador fosfatos mientras Que en presencia de Tris hay

disminﬁcian de la actividad. La no.formacidn de prolinamida

2

_ensayos ya que el amortiguador de incubacién fué Tris 10 mM.

Aunqﬁe también se puede pensar que hubo competencia de sus-

tréto (his-proNHz) entre la IP y la PPDA aunédo a la cicli-

zacifn no enzimitica de este metabolito,



3.9 DISCUSION

En la bGsqueda de los mecanismos involucrados en.
la inactivacifn de neuropéptidos activos, se ha acumulado evi
dencia qué favorece a la degradacidn enzimdtica como. la résnf
_-ponsable, Si bien han sido caracterizadas varias enzimﬁs'capgr
ces de degradar diversos neuropéptidos .(90,125), lo importan{J'
te serd establecer cual de todas las actividades estd involus
crada en el mecanismo fisiolﬁgico de inactiyaciﬁn vy si esta -
degradacidn puede actuar como un elemento.regulador de las_éj

funciones del péptido;

Como se describid en la Introduccién, en el caso
del TRH se han descr1to dos act1v1dades que actﬁan d1rectamen

te en la molécula (Flgura 3.1).

La PPCE que produce TRH &cido (108,109,110) y la
PGA dé la cual se han descrito. 3 actividades,‘una sérica o --
"tiroliberinasa" {99,119}, una soluble {SH) y una.membrahal -
(metaldproteasa). Para que las enzimas solubles PPCE y PGA-SH
intervengan en la inactivacidn de el péptido 1iberado se re--
quiere como primer evento la fecaptura del TRH o bien la libe
racidn de peptidasas en ei ﬁomento de la liberacidn del neuro

modulador, En el laboratorio no se ha demostrado la existen--
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cia de 1la liberacién de dichas peptidasas (J. Miranda ' traba
jo no publicédo), ¥ como se demost¥8 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 Py otros‘neuropéptidos sobre su ubica--
'c16n en terminal nerviosa hacen que la en21ma membranal ad--
qulera 1mp0rtanc1a como el pr1nx1pa1 mecanismo de inactiva--

c16n de TRH

_ Los dates obten1dos en este trabajo sugleren .-
.fuettemente que. la actividad de la PGA-M tiene una comparta-
"mentallzacién_muy especifica en la membrana de la terminal -
nerviosa, teniend6 asi acceso al TRH liberado. Sus caracte--
risficas bioqﬁimica§ Y su'ubicaciﬁn la hacen un candidato im

v

portante en la terminacidn de la actividad del TRH.

Sdhﬁartzr(lgsi) prdpuso‘ciertés cr;térius para-
la caracterizacién de neuropeptidasas.(Tabla 3.6). Uno de --
los‘puntos sugieré la adecﬁadé ubicacidn de la enzima degra-
dativa, La'lbcélizaciﬁn de la metéloProteasa en membranas si

‘naptosomales es consistente con este punto y con resultados-
‘previos del laboratorio que muestran a la cnzima detectada -
en rebanadas de cerebro que fueron lavadas exhaustivamente -
"sugiriendo esto su localizacifn membranal en la cara externa.

Datos preliminares en este laboratorio sugieren que la dis--



1, LOS PRODUCTOS DE HIDROLISIS SON BIOLOGICAMENTE
INACTIVOS,

2. LA ENZIMA ESTA ESTRATEGICAMENTE UBICADA PARA -
PRODUCIR LA HIDROLISIS DE LOS NEUROPEPTIDOS LI
BERADOS A LA SINAPSIS,

3. LA ESPECIFICIDAD POR EL SUSTRATO DA CUENTA DEL
" AUMENTO EN ACTIVIDAD BIOLOGICA DE LOS ANALOGOS
' SINTETICOS, |

4, LA -ACTIVIDAD ENZIMATICA DEBE EXHIBIR CAMBIOS - '
ADAPTIVOS PARA MODIFICAR LA NEUROTRANSMISION.

S, LA INHIBICION ENZIMATICA DEBE PROTEGER AL NEU~
ROPEPTIDO LIBERADO A LA SINAPSIS.

6, LA INHIBICION ENZIMATICA DEBE PRODUCIR LA AC--~
CION BIOLOGICA DEL NEURCREPTIDO,

" TABLA 3,6¢ CRITERIOS PARA LA IDENTIFICACION DE NEUROPEPTIDASAS
INACTIVANTES (SCHWARTZ ET AL, 1981)



tribucién de TRH, de sus receptores asi como de la PGA-M son

similares (Tesis en proceso),

Otro de los postulados para la caracterizacidn-
de neuropeptidasas es la especificidad de la enzimé por el -
sustrato y el aumento de la actividad.biolégica'prqducida .
por andlogos siﬁtéticosZiGarat, B.'(1985) reportd la alta es
pecificidad de la PGA-M por TRH en forma similar'a ié "tiro-
liberinasa'', En estudios de degradacién con anélogos sintéti
cos para el TRH, Griffiths (106) encontf§ que (SMeﬂHis) TRH~
es ligéramente resistente a la degradacidn dando con esto ma
yor actifidad bioldgica y sugiere que esto puede estar dado-

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

SNC e hip6fisis combinadé: con la estabilidad del anilogo.

El aumento de la actividad bioi@gica cuando se-
protege al neuropéptido inhibiendo a la neuropeptidasa es -~
otro de los puntos en la cataéterizadi&n de esta proteaéa, -
Para la PGA-M se han hecho estudios ia‘zigzgl'que'corrdboran
lo propuesto en este punto, in vivo es necesario estudiar --
los caéos donde la relacifn de metabélitos inactivoes y TRH =
estd modificada ya sea por patologia o por cambios fisiold--

gicos,

La PGA-M genera his-proNH, que en ciertas condi
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Ciones se cicliza espontdneamente formando DKP. este metaboli
to es un producto biocldgicameate -actiVe y se ha demostrado --
que en ciertos casos antagéniza 1a actividad de TRH (126) - -
miéntras que en otras Ja potencfa, Estec concuerda con el pos-
tulado de Schwartz donde la PGA-M genera un metabolito inacti
vo (his-proNHé)g aungue en el caso de TRH.también es capaz de

transférmarse en un producto active con funciones diferentes.

El fenfmeno.de inactivacidn, por lo tanto puede-
invelucrar alguno de los siguientes mecanismos:
L h .

a Que el histidil-prolinamida sea captado inme-

diatamente al ser generado por la PGA-M.

b Desamidacidn de histidil.prolinamida per la -

PPDA;
€ Ciclizacifn de his-proNH, a DKP,
. N . »

Es importante también determinar la presencia de
receptores para la DKP ya que si los sitios de reconocimiento
" no estfn cercanos a la zona de generac¢idn de esta, el metabo-

_ lito podrfa ser eliminado como producto inactivo.

La localizacién de la PPDA en membranas corrobo-

ra lo anteriormente reportado por otros autores (108) y por -



este laboratorio (generaciﬁn de histidil-prolina por rebana--
das de cerebro).'El enriquecimiento de esta enzima se encon--
tr6 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 formacifn de histidil-prolinamida, .

En contféste,la presencia de prolinqmida ﬁnica--
mente en la fraccién C pudiera deberse a que la IP se encuen-
tra en vesiculas que en el momento del fraccionamiento migran
a la misma densidad que esta fracciﬁn sinaptosomal, Por otro-
lade si bien se ha reportado qﬁe,tanto B como C con fraccio--
nes enriquecidas en sinaptosomas, &stas pueden representar po
blaciones celulares diferentes bioquimicamente. A este respec
to Porter (74) reporté que aunque. no existen diferencias mor
folbgicas entre las poblaciones de sinaptosomas si las'hay en
el contenido de neurotransmisores. Con los resultados obteni-
dos en este trabajo es dificil concluir sobre la ubicaciﬁn de
la IP, sin embargo, no parece coincidir en la fraccién donde-
existen las actividades mdximas de la PGA-M y PPDA, Ademés no
se detectd prolinamida en rebanadas de cerebro por lo que el
destino metab&lico del TRH liberado.es a DKP y/o histidil-pro

lina.

En relacibn a la ubicacién y actividad de la - -
PPCE y de la PGA (SH) los datos de este trabajo son consisten

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

como enzimas solubles. Estas actividades en forma similar a -



la LDH se encontraron enriquecidas en el citoplasma. La poca
actividad de las enzimas degradativas solubles (PPCE y PGA «
lSH) en terminal nerviosa fué ‘un resultado importante, ya --
que parecieran no estar involucrados en la inactiva¢ibn del-

TRH liberado.

Para que estas enzimas tuvieran un papel impor-
tante en la inactivacifén del TRH 1iberado, el primer paso se
ria la captura del pédptido para posteriormente ser degradado.

Hasta este momento es diffcil concluir si la ac
tividad de estas enzimas estd involucrada en la regulacidn -

de la poza interna (preliberables).

Por las caracteristicas descritaé, la PGA-M re-
presenta la etapa inicial del catabolismo del TRH liberado - -
(Figura 3.1), sin embargo, es necesario conocer més sobre 15'
enzima para concluir que realmente es uno de 165 mecanismos-
reguladores de la actividad del TRH o bien solo la responsa-

ble de su inactivacidn.

Para ello es necesario purificar la enzima y ~-
compararla con la PGA sé&rica, observar si existen regiones -
de las proteinas similares en cuanto a secuencia ya que se =

podria tratar de enzimas con un origen comfin pero de procesa
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mientos diferentes, ya que ambas cortan especificamente al -
TRH y son inactivadas por DIT 'y EDTA. En un futuro se podrfia
determinar si provienen del mismo gen que a2l ser transcrito-
tiene un_procesamienio diferente dependiendo del 6rgano don-
- de se expresa, o quizd po&ria tratarse de una familia de ge-
nes que'se-expresan en fejidos diferentes. Serd importante -
definir 51 1afén21ma se encueritra regulada y como, si varfa-
su concentiracifn en condicipneS'patOIQgicas‘donde el TRH o -
algﬂn:metabolito se ve incrementadp. La caracterizacién_fina
de 1a'enzima permitira ademaé,_el-diseﬁo de innibidores espe
cificos o de anflogos al TRH que no sean susceptibles a la -
dééréda;i@n y-perﬁanezcaﬁ_activ051 Esto repercutirg en el u-
S0 férmacoldgiép del TRH en estados de deficiencia en la fun
ci&n-nipotélamo{hipofisiaria o bien en su aplicacién como an

tidepresivo,

.Si bien.ée'concluye que existe una enzima en mem
~branas de la terminal nerviosa que es capaz de inactivar al -
TRH,:aﬁn'és.necésario dgmbstrar que este es el Unico mecanis-
mo de inactivacifn o que dependiendo-dé la regitn del cerebro
o el estado fisiol6gico se expresan otros mecanismos, Aunque-
con los‘experimentosw dg este trabajo se concluye que el TRH-
no es captado en terminal nerviosa de neuronas hipotaldmicas,-
por un mecanismo similar al de los neurotransmisores clisicos,

es necesario probar otras regiones TRHérgicas donde la concen
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tracidn de terminales que contengan al neuropéptido 'séa mayor
que en hipotdlamo y donde se haya demostrado actividad neuro-

transmisora ¢ neuromoduladora,

Otra posibilidad es que los mecanismos de inacti
vaciﬁn no seén generales para todas las regiones del'terebro—
o para todos los nehropéptidos; Podria pensarse‘eﬁ zonas don-
de quizé la captura sea el fenOmeno presente mientras que en-
otras tal vez sea la degradacifn. También es posible que los-
mecanismos sean inducidos por otros factoTes como podria ser-
la misma liberacién del péptido que actfie como mensajero -;-«
(TRH liber ado) en la misma néurona permi;iendo con esto la‘;
exposiciﬁn de receptores para lﬁ captura o dé la enziﬁa degra

dativa.

. Para esclarecer estos puntos.sgra necesario es--
tablecer nuevas estrategias en las cuales se pueda estudiar-
el mecanismo fisiolfgico de inactivacifn del péptido libera-
do como por ejemplo someter a incﬁbaciﬁn rebanadas de dife--
rentes regiones del cerebreo, en las que se cause 1la libera~n
cién del péptido por agentes despolarizéntes v se estudie si
la liberécién estimula la captura en alguna de estas regiones,
Tambiéh ée puede utilizar el cultivo de células que permita -

identificar las células responsables de esto$ fenfmenos.
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FIGURA 3.3 METABOLISMO DEL TRH



4. RESUMEN

Han sido reconocidos diferentes mecanismos de
". inactivacibn mediante los cuwales la actividad de los neuro-

transmisores se ve limitada, estos mecanismos son:

-1 La internalizacifn del neurotransmisor 1i-
berado por la misma terminal que lo'liberd o por estructu--.

‘Ta$ cercanas como son las células gliales.

2 La degradacién extracelular del neurotrans
misor 11berado formandose metabol1tos sin actividad bioldgi
- ca. Tomando como base el conocimiento acumulado sobre la --
1nact1vac16n de diferentes neurotransmisores como son cier-
tosfaminoécidos y monoaminas, en esté trabajo se estudiaron
los dos posibleé mecanismosiinvolucrados en la limitacidén -

de la actividad de 1a hormona liberadora de la tirotropina-'

(TRH).

- Antes de la realizacifn de este trabajo exis-
tian ciertas evidencias que apoyaban .tanto a la:internaliza
. €ifn como a la degradacifn del TRH como mecanismos de inac-

tivacifn.



Por un lado Charli y col. (89} demostraron.que‘
en rebanadas de hipotﬁlamé el TRH es internalizado por un ﬁg
canismo de alta afinidad, dependiente de energfa (por su in- -
hibicién con DNP y ouabafina) y de:temperatura.‘ﬁstaé caracrn
terisficas bioquimicaé del mecanismo de transﬁorte del TRH .

' son similares z las énconpra&as para neurotransmisores como-.
Gaba, dopamina, etc., por lo Que se pensé‘queiquizé la enti-
dad celular capaz de internalizar el péptido era la terminal

nerviosa.

Las condiciones expefimenfales utilizadas para
la cuaetificati&n de 1a internalizacifn del péptidﬂ‘(ver Mé-
todos) nos permitieron comcluir que el TRH no eslcaptado por
las fracciones enriquecidas en'sinaptosomas (fracciﬁn‘ML y B)
de hipotilamo, Nos fué imposible diferenciar entre el TRH ~=

asociado inespecificamgnte del asociado especificamente.

Por otro lado Garat y col. (1I25) dembstraron -
la existencia de una actividad enzimitica capaz dé degradar-
al TRH cuya localizacifn en membranas totales de cerebro la- -

hacian un candidato importante en la inactivacifn del TRH.

Ya que es importante la ubicacifn del mecanis-
mo de inactivacifn de los neurotransmisores (como se ha des-

crito para la captura que se lleva a cabo en la terminal nez"



'viosa) era importante definir la localizacifn subcelular de
la enzima caracterizada por Garat (PGA-M). Se cuanfificaron
las actividades degradativas presentes en las diferentes --

fracciones subcelulares del cerebro y se compar8 la distri-
-bucibn de e$fas con la de enzimas utilizadas como marcado--

TesS.

_La actividad .de PGA-M se encontrd enriquecida
enla fraccifn ML y . al subfraccionar‘ésta, los sinaptosomas
fueron los que_preséntaron la mayor‘actividad. La ubicacién
deﬁgsth_enzima en la terminai_nerviosa ha sido un parémetro
 importante que junto cbn las cafacteristicas de la enzima -
mencionadas en Discusidn_la‘hacen un candidato importante_-

en la inactivacidn fiSioldgica del TRH.

Si bien en este trabajo,no se observﬁ la cap-
tura del TRH en-hipotﬁlamolesto aln no é§ definitivo con --
.réépecto'a otfdé fegiones dei‘sistema nervioso. La interna-
1izacién como mecahismo‘de inactivacifn podria ser especifi
ca'de ciertas'iegiohes o podrfia inducirse con ciertos esta-

dos fisioiﬁgicos.

" Serd importante diferenciar entre el TRH cap-
. tado por un mecanismo de inactivacifn y el TRH que es inter

nalizado pero actfla como mensajero dentro de la célula.



Por otra parte la degradacidn del péptido es -
otra forma de limitar la accidn del TRH, la PGA-M tiene cier
tag caracterfsticas bioqufmicas ya mencionadas en la Discu--
sifn que la hacen ser el primer paso en la inactivacién del-

péptido,

Serid importante estudiar los dos mecanismos en
diferentes regiones para asf tener evidencias que apoyen a -
un mecanismo ¢ al otro o quizd a los dos como la forma de --

inactivacidn del TRH.



CONCLUSIONES

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

cidas con sinaptosomas.

2 La actividad de PGA-M se encontrf enriquecida en menm-

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 encontrd enriquecida al igual

que la PGA-M en las fracciones sinaptosomales.

5 La localizacién de las enzimas degradativas del TRH -

se observé en fracciones muy especificas.

6 El primer paso en la inactivacidn del TRH es la PGA-M.
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