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| RESUMEN

La piroglutamil peptidasa ll (PPIl; EC 3.4.i9.6) es una ectoenzima que hidroliza €l
enlace piroglu-his delahormonaliberadoradelatirotropina{TRHjconuna especificidad
muy estrecha. Estad principaimente presente en neuronas del cerebro,
presumiblemente en membranas postsindpticas. Para encontrar de gue manera la
distribucion de la PPIl correlaciona con marcadores de las sinapsis de la TRH, hemos
analizado por hibridacién /i situ la distribucién macroscopica y microscépica del ARNm
delaPPllenelcerebrodelarata. Fue utilizado un par de oligonucledtidos especificos de
50 pares de bases marcados con 3 S y un ARNc marcado con 3°S. Serealizaron distintos
controles para determinar la especificidad de los oligonucleétidos. Las sefiales fueron
desplazadas con oligonucledtidos homdlogos frios; los dos cincuentdmeros dan el
mismo patrén de hibridacion; la sefial en adenohipdfisis se incrementd en animales
tratados con triyodotironina, de acuerdo a lo reportado para €l ARNm de la PPIl.
Tambiénserealizaroncontroles para determinar la especificidad delahibridacion insitu
con el ARNc como sonda. La sondahibridd con las especies de ARNm esperadas enun
"Norternblot”;lasefialse desplazd conexcesode ARNc frio y no se observé hibridacion
con ARNc sentido. Ambos tipos de sondas dieron elmismo patron de hibridacidn anivel
macroscopico, observandose sefial intensa en regiones corticales {corteza piriforme,
cingulata, rinal..) y en las capas del hipocampo. Niveles menores de ARNm fueron
detectados a nivel de microautoradiografia en el coliculo superior, nucleo septal,
nucleo mamilar, el nucleo hipotalamico anterior. El ARNm no se observé en el giro
dentado y en algunos nucleos taldmicos como el ndcleo reticular. Estos resultados
fueron consistentes con el analisis de la distribucién regional del ARNm de la PPI!
observadopor"Northernblot”, y por elensayode proteccidon a ARNasa.Hay unabuena
correlacion entre las distribuciones de los ARNm de la PPIl y del receptor de la TRH
aunque se observaron excepciones. Se sugiere que enrmuchas regiones elreceptor'de
laTRHy laPFllestan colocalizados enlas mismas c€lulas lo que apoyala hipdtesis de que
laPPllestainvolucradaeniainactivacidndelaTRHenelcerebro.



it INTRODUCCION
1-NEUROPEPTIDOS

A} Antecedentes

El Sistema Nervioso Central (SNCJ emplea distintas estrategias para almacenar,
integrar y transmitir informacion entre sus células; ias mas importantes son: |} el
potencial de accidon, Il la comunicacion eléctrica, a través de "gap junctions”, y lii} 1a
comunicacion quimica enlas sinapsis neuronales, siendo a traves de esta uitima que se

llevaacabolamayorpartedelacomunicacidnintercelular (1,2).

La transmisién de sefales quimicas en el SNC se lleva a cabo por medio de
sustancias liberadas por células (neuronas, glia) al espacio extracelular pudiendo afectar
la actividad de otra celula & célula blanco, p.e neurona, célula glial 6 célula muscular de
manera especifica. Estas sustancias se dividen en 3 categorlas: a) neurotransmisores
{NTs)clasicos o convencionales {acetilcolina, acido y-amino butlrico, glicina, glutamato,
aspartato, monoaminas); b} NTs probables o candidatos {por ejemplo algunos
péptidos); y ¢)neuromoduladores (neuropéptidos y catecolaminas} © neurohormonas
(3).

Los NTs y neuromoduladores cuentan con las siguientes caracter(sticas: a) son
sintetizados enunaneurona junto conlals) enzimals} y eljlos) sustratols) parala sintesis
del mismo; b) estan presentes en la terminal sindptica y son liberados de una manera
calcio dependiente al presentarse un estimulo neurcnal; ¢} e jercen una actividad
fisioldgica precisa en la célula postsinaptica 6 blanco; d} presentan algun{os) tipo(s) de

mecanismo(s) especifico(s)deinactivacionenelsitiodeaccionodeliberacion(3,4). .



El estudio de los neuropéptidos (NPs) en el SNC empieza en los afios 50's con el
descubrimiento y lacaracterizaciénde la vasopresina y la oxitocina(3).Posteriormente
se descubrirlan péptidos hipofisiotrépicos: la hormona liberadora de la tirotropina
(TRH), la hormona liberadora de la hormona luteinizante (LHRH) y la somatostatina (SS)
(3.5.6). A partir de entonces se han caracterizado numerosos NPs como son los

presentados enlatablal{modificacionde /).

_ TABLA
NEUROPEPTIDOS QUE SE ENCUENTRAN EN EL
SISTEMA NERVIOSO CENTRAL

Angiotensinall {AT-Hl) Homonaliberadoradela titotropina
Bombesina {TRH)

Bradikinina Insulina

Calcitonina Kiotorfina

Carnosina Lipotrofinas{-LPH y-LPH)
Colecistoquinina{CCK) Motilina

Dinorfina Neoendorfinasa yb
Encefalinas{LeuyMet) Neurokininas AyB

B endorfina Neuropéptidos P, Y y K (NPP, NPY y
Factorliberadordelacorticotropina  |[NPK])

(CRF) Neurotensina

Galanina (Gal) Oxitocina

Gastrina Péptidoatrialnatriurético
Glucagon PéptidoHl
Hormonaadrenocorticotropica Péptidointestinalvasoactivo (VIP)
(ACTH]) Péptidorelacionadoconelgende
Hormonaconcentradoradeta lacalcitonina{CGRP)

melanina {(MCH) Prolactina
Hormonadelcrecimiento{GH) Secretina
Hormonaestimuladoradelmelanocito [Somatostatina(Ss)

(oL -MSH) SustanciaK
Hormonaliberadoradelahormonadel [SustanciaP (SP)

crecimiento Urocortina
Hormona liberadora de la hormona |Vasopresina(VP)

luteinizante (LHRH)




B) Biosintesis y Transporte

Los neuropéptidos, con excepcién de la carnosina, se sintetizan como parte de
una protelna precursora y, por tanto, su sintesis, aligual que la de cualquier proteina,
partedelatranscripciéndelgen que codificaal precursor delNP por la ARNpolimerasall,
generando unamolécula de ARN heteronuclear, la cual, antes de salir delnucleo, sufre
modificaciones como: metilaciébn en el extremo 5°, poliadenilacién en el extremo 3'(5) y

eliminacidnde intrones(3,5].

El ARNm maduro es transportado al citoplasma en donde los ribosomas llevan a
cabo su traduccidn. Una vez traducida la secuencia sefal se le une una proteina
denominada protelna de reconocimiento de la secuencia sefal {(SRP), que a su vez se
uniréd a su receptor localizado en el reticulo endoplasmico rugoso (RER), de manera tal
gue la secuencia peptldica queda dentro del lumen de dicho compartimento. El
comple jo formado, unido al RER, continua el proceso de traduccion del ARNm

generando elprepropeptido(5).

En general los prepropéptidos reunen las siguientes caracter(sticas (6] a)
presentan una secuencia amino terminal hidrofébica de 20 6 30 aa denominada:
secuencia sefial; b)la secuencia deiNP se encuentra flanqueada por pares de aabasicos
(isina y/o arginina), aungue a veces pueden ser 16 4 aa basicos; ¢ pueden contener
secuencias con actividad bioldgica distinta o relacionada [POMC(6), encefalina (5,6,8))

y/obienpuedencontener varias copias deunmismo NP (TRH({6,9)).

El péptido sefal del prepropéptido es cortado en el RER, obteniéndose el
propéptido que, en este compartimiento, puede sufrir una serie de modificaciones
postraduccionales como N- glicosilaciones o formacion de enlaces disulfuro, que ie

permiten obtener su conformacion tridimensional final. Del RER los propeptidos son



transportados, en vesiculas de clatrina, hacia el aparato de Golgi en donde le pueden
ocurrir otras transformaciones como: amidacién, sulfatacién, O-glicosilacion o
fosforitacién{6)y elinicio delprocesamientoproteolitico.Elprocesamiento proteolitico
se lleva a cabo por unals) enzimals) denominadas convertasas que liberan al NP de la
secuencia peptidica al reconocer los pares de aa basicos que lo flanquean {6,10,11,12).
Hastaahorase conocenungrannumerode enzimas que llevan acabo elprocesamiento
proteolitico encontrandose expresadas de manera diferencial en el SNC. Se ha
observado que un mismo propéptido puede ser procesado de unamanera distinta en
distintos tipos de células (por e jemplo:POMC)(6,10).Eneltrans-Golgison empaquetados
en vesiculas de secrecién, los proNPs parcialmente modificados y las enzimas
procesadoras, de donde migraran, por la via regulada, hacia la terminal nerviosa. Es
durante este trayecto que se termina el procesamiento proteolitico de los prolPs
{10,13}.

Después de la actividad de las convertasas, en las vesiculas de secrecion, una
aminopeptidasa y la carboxipeptidasa E se encargaran de remover los aa basicos
remanentes en elNP, de los extremos amino y carboxilo, respectivamente (10). Existen
algunosNPs que en elextremocarboxilo terminal de suprecursor presentanunaglicina.
Esta es una sefial para que se dé el proceso de amidacién del aminoacido anterior a la
glicina por la enzima denominada PAM [peptidilglicina & amino monoxigenasa)
compuesta por dos dominios peptidil glicina monooxigenasa (PGM) y peptidil amino
glicolato liasa {PAL), los cuales se encargan de oxidar a la glicina y de llevar a cabo su
dealquitacién, respectivamente (10). En el caso de que el NP presente en su extremo
amino terminaluna glutamina, éstaseraciclizada por la glutaminilciclasa quien formaun

grupopirogiu; estoocurre, por e jemploenelcasodelaLlHRHy delaTRH(6).



C) Liberacion

Los péptidos ya procesados que se encuentran enlas vesiculas de secrecion se
mantienen enlaterminainerviosa(io,13), protegidos de enzimas degradadoras solubles,
hasta quelaneuronarecibe un estimulo que la depolariza. Esta depolarizacion induce la
liberacion de las vesiculas por medio de exocitosis de una manera calcio dependiente
{1.14).

D} Efectosbiolégicos

Losneuropéptidos actiansobre sus células blanco alinteractuar consureceptor
localizado en la membrana plasmatica. Sus receptores generalmente pertenecen a la
familia de receptores acoplados a protelnas G. La activacion del receptor puede
modificar las propiedades eléctricas de la membrana plasmatica o bien inducir la

producciondesegundosmensa jeros dambos(15).

Desde su descubrimiento, se les han encontrando numerosas funciones
bioldgicas alos NPs. Estudiando los péptidos hipotaldmicos se observd queregulabanla
liberacion de las hormonas hipofisiarias desempefiando funciones de neurohormonas.
Por e jemplo, se vio quela TRHinduce laliberacidndela TSHenia adenohipofisis y quela
somatostatina inhibe la liberacidn de la ACTH también en la adenohip&fisis (14},
Posteriormente se encontraron a estos mismos NPs, en distintas regiones del SNC,

atribuyéndoles funciones distintasalas e jercidas enlaadenohipdfisis{16,17).
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Si bien es claro que los NPs tienen accién sobre las células del SNC, no ha sido
posible catalogarlos como NT clasicos, principalmente, por que, en general, no se
conoce elcircuitoneuronal donde actlan y aque sumecanismo de accidn es amenudo
mas lento. Esto llevé a clasificar a los NPs como neuromoduladores (14}, debido a que
cumplen conladefinicion de ser sustancias que afectanla excitabilidad de las neuronas
Y aquereunen caracteristicas de los neuromoduladores como son: aj no mostrar, de
manera general, un efecto por sl solos pero si poder alterar los efectos de un NT,
b} presentar cursos de accion lentos y de larga duracion, c) poder ser liberados en
procesos de secrecion continuos ¢intermitentes y d) inducir acciones intracelularest3).
Lo anterior esconsistente conresultados que mostraronlacolocalizacion deNPs y NTs
clasicos (16,18} y conestudios endondelas actividades fisioldgicas detos NTs clasicos son
afectadas por los NPs. Por e jemplo, la actividad eléctrica neuronal provocada por el
glutamato en el septum se vio aumentada cuando se administrd con juntamente con
VP, efectocontrario se observd en el drea ventralseptal, esto es, la actividad eléctrica
inducida por el glutamato sufrid inhibicidbn cuando se administré junto con la VP (7).
Todos los anteriores estudios, junto con lacomparacion de la distribucion de los NP.s y
susreceptores, enlos casos dela TRH(9), las encefalinas {17), 1a SP {16,17), la bombesina, la
CCK {7)sonevidencias que indican que los NPs se comportan como neuromoduladores.
Alparecer, losNPs tambien controlanlaliberacion de los neurotransmisores clasicos ya
que se ha mostrado gue por e jemplo la activacion delreceptor de la CCK en el nicleo
hipotalamico ventral estimula la liberacion de GABA, glicina y aspartato ademas de
aumentar la liberacion de dopamina en el nucleo acumbens (7). A los NPs se les han

asociadonumerosas funciones, algunasde éstas estandescritasenlatabla 2.

11



TABLA 2

FUNCIONES DENEUROPEPTIDOS

Sintesis y/o liberacion de otros NPs o de
hormonas

TRH(3.9), LHRH(3,17), 55 (17), NPY, CGRP, CCK
(19), Gal{7)

Neurotransmision

TRH[9), 5P, encefalinal7)

Regulacidnde lareproduccion

LHRH{16), VP (19)

Regulacidéndelatemperaturacorporal

TRH{9). VP(i9)

Regulacidondel apetito

CCK(7.17),NPY,CGRP(7)

Regulacidéndelapresidnarterial

TRH (9. VP (19), NPY, VIP, CGRP,
neurotensina, AT{17)

Reqgulaciéndelritmocardiaco

TRH(8}, VIP19)

Regulacidndelritmorespiratorio

VIP(19], NPY {7)

Regulaciondelasecreciéngastrica

VIP, bombesina(l7}, neurotensina{7), TRHY)

Regulacidondelmecanismode dolor

Gal(7), encef alinas, SP, bradikinina(i7)

Modulanelaprendizaje y lamemoria

Vasopresina{l9), NPY (7), TRH{20)

Regulaciondeladivisioncetular

ACTH, SP,neurotensina{22), ViP (21}

Regulacionde lasobrevivencianeuronal

VIP(21)

Regulacidndelcrecimientode neuritas

VIP,SS, ACTH{2])

Regulacion de la motilidad del cono de
crecimiento

NPY,SS,CCK (22)

Regulacion de la definicion del fenotipo
neuronal

CGRP, SP, sustancia K, leu-encefalina, TRH
{22}

Reguiacionde funciones gliales

CCK, bombesina (23), VIP {21}, angiotensina
Il, endotelina(24)

Induccidn de factores tréficos de

astrocitos

VIP(21)

InducciondeiasintesisdeNPenlaglia

Encefalina, ATy35(22)

SintesisdelgG, proliferacionde celulas T.

o.endorfina (25,28)

Proliferacidbn de ceélutas 7T, cascada]Somatostatina(25,28)
inflamatoria.

Proliferacion de celulas T y migracién a JVIP {25,28)
parchesdePeyer.

Induccién  de  fiebre,  sintesis  de foaMSH (25,28)
prostanglandinas y secreciondell-2.

Proliferacion de celulas T y macréfagos, ISP (25,28)

cascada inflamatoria.

Inhibicion de la funcion de las celulas JVIP {25,28)

"naturalkillers”

Induccionde lageneracion de loslinfocitos
Tcitotoxicos

Hormonade crecimiento(25,28)

Supresion la produccién de anticuerpos, fACTH(25,28)

estimulacidondelcrecimientode célulasB

Producciéndell.2 TRH({25,28)
12




2. -INACTIV ACIONDENEUROPEPTIDOS

A}Mecanismosdeinactivacion

EISNCrequiere que sus células se encuentren preparadas pararecibir las serftales
queprovienendelmedio extracelular y transducirlas asuinterior deunamanerarapida.
Para lo cual es necesario que dichas sefiales sean también terminadas rapidamente,

de jandoalaneuronalistapararecibirunanuevaserial(29,30).

Hasta ahora se han descrito varios mecanismos de inactivacion para los
neuropéptidoscomoson(29,30):
a) Difusiony arrastre por elfiu joextracelular.
b} Internalizacidndelcomple joreceptor-ligando.
¢)Modificacidncovalente.
d) Captura.

€) Hidr dlisis o degradacidénenzimatica.
Acontinuacibnsedescribirandemanerabrevecadaunodelos mecanismos.

al Difusion y arrastre por €/ flu jo extraceluar. Este mecanismo consiste en gue elNP,
unavezliberadoalmedioextracelular, searemovido desusitiode accion por difusidnen
ellfquido extracelular. Sibien de alguna manera la difusion de los NPs en el SNC pudiera
disminuir la concentracion dei NP en la sinapsis neuronal este mecanismo es lento y no
parece serimportante enla inactivacién de los NPs en el SNC. Sin embargo, el arrastre
parece jugar unpapelenlaeliminacion deNPs delespacio extracelular entodas aquellas
celulas blanco que estanirrigadas por la sangre (29). Otros autores han sugerido quela

difusionpudierafuncionar comounaalternativade sefalizacion celular enelSNC{2).
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b} Internalizacion del complejo receptor-igando. Este mecanismo, descrito
primeramente en polipéptidos (lipoproteinas de baja densidad (LDL) y transferrina),
consiste en que el comple jo receptor-ligando, una vez formado, sea endocitado por
medio de vesiculas de clatrina (6 endosomas), las cuales, dentro del citoplasma, pueden
seguir alguno(s)delos siguientesdestinos (31):

a) El comple jo receptor-ligando se disocia a nivel endosomal; el receptor se
reciclaalasuperficie y elligando es degradadopor loslisosomas. Por e jemplo: LDL.

b} E! comple jo receptor-ligando es reciclado a la superficie, quedando ambos
intactos.Por e jemplo:latransferrina.

¢) Elcomple joesliberadopor transitosis.Por e jemplo:IgA.

d) Elcomple jo es transportado a los lisosomas y degradado en su totalidad. Por

e jemplo:EGF.

Para los NPs este mecanismo ha sido descrito en pocos casos. Para la TRH se
encontro, en células AtT20 y GH4CI, que el comple jo es internalizado por medio.de
veslculas de clatrina, de forma evidente alos 5minutos de estar en contacto elligando
consureceptor (32). Una vez que elcomple jo se encuentrainternalizado, se demostré
que puede serreciclado yla TRHIberada almedio extracelular {32,33) o bien que puede
sufrir degradacion {32). Debido a la cinética que presenta este mecanismo se Ie:ha
propuestocomounamaneraderegular laconcentracidndelreceptor enlamembrana.
Pero, aungue también elimina de manera definitiva o temporal alNP, no lo hace con la

rapidez querequierelacomunicacioninterneuronalenelSNC (33).
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¢/ Modificacién covalente. Este mecanismo puede llevarse a cabo en el espacio
extracelular o antes de gue elNP sealiberado (29) y consiste enlamodificacién guimica
delpéptido activo, pudiendo generar un producto inactivo { § endorfina) (29). No selha
visto para muchos NPs por lo que no se le considera un mecanismo de inactivacion

generalde€stos.

dl Captura Este mecanismo de inactivacion puede llevarse a cabo por la neurona que
libera al NP {presinaptica), por la neurona blanco {postsindptica) o bien por las células
gliales vecinas{29).SehademostradoparaNTsclasicos quelacapturasellevaacabo por
transporte activo en la membrana plasmatica, esto es, depende de energla vy
temperatura (29). Para algunos NTs clasicos se ha observado que la velocidad del
transporte depende de la regidn del SNC que se trate y del animal en que se haya

estudiado. Se ha podido determinar para la glicina que su transportador introduce a la
célulaentre 3a6nmol/mgdeprotefnaen4minutos, yparala alaninaintroduce entre

0.08a0.35nmoles/mgdeprotelnaen5Sminutos(34).

Paralos NPs, este fendmeno, solo esta demostrado parala carnosina, ya que en
otros casos las evidencias de la existencia de este mecanismo son poco convincentes
[29). Estudios orientados a esclarecer el papel de este mecanismo como mecanismo de
inactivacion de NPs se han realizado para la TRH, las encefalinas y un producto de
degradaciondelasustanciaP.En elcaso dela TRHse hademostrado la existencia deun
mecanismo de acumulacién enrebanadas de cerebelo y de hipotalamo; los resultados
obtenidos en presencia de inhibidores metabdlicos indican que se pudiera tratar de,un
sistemade transporteactivoconunaKmdelalOuM{29).Sinembargo, enelhipotalamo
la Vmax es muy ba ja, y la relacion dei péptido acumulado en el te jido conrespecto al
presente en elmedio es muy pequefa, lo cual sugiere que esta acumulacion de TRHno

es elmecanismo fisiologico deinactivacion para este neuropeptido, postulandose que
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pudiera corresponder al fenémeno de internalizacién mediado por receptores (29).En
estos sistemasnose conoce cuales elsitiode acumulacion, neuronal o glial. Sin embargo,
Parker y col(35)y Torres y col{36)handemostradoque sinaptosomasde cerebro noson
capacesdecapturarlaTRHradiactiva.Por tanto, la TRHpudieraser acumuladapor otras
celulas.Existenestudios que demuestranlacapturaparalas encefalinas perolos autores

nopresentandatosdeKmy Vmaxdeestefendmeno (29).

Estosdatos sugieren que la capturano es el principal mecanismo de inactivacion

paraeliminar alosNPsdelas sinapsisquimicas.

e/ Degradacion enzimdtica El mecanismo de inactivacion de los NPs por medio de
peptidasas es, hasta ahora, el que mas importancia ha cobrado dada la labilidad de los

NPsensupresencia.

Parapoder catalogar alas enzimas como una "neuropeptidasa’hasido necese\rio
establecer ciertoscriterioscomoson(29,30,37): ,

1.-Que el(los) producto(s)dehidrdlisis sea(n) biologicamenteinactivols).

2.-Quelalocalizacidbndelaenzimaseatalque puedahidrolizar alosNPsliberados al
espacioextracelular. ;

3.-Que su actividad exhiba cambios adaptativos a una neurotransmision
modificada.

4 -Quesuinhibicionprote jaasusustratoliberado enlasinapsis, obteniéndoseun
incremento enla actividad biolégica delpéptido alestar €stemas tiempo y/o enmayor

concentracionencontactoconsu(sjreceptor|es).
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Aungue se ha observado que tanto enzimas membranales como solubles
pueden inactivar NPs in vitro, investigaciones basadas en los criterios anteriores
sefialan que son las peptidasas membranales las que llevan a cabo la inactivacion
enzimatica de los NPs en el espacio extracelular {29). En efecto, al emplear inhibidores
especificos paralas enzimas membranales seha vistounaumento enlarecuperacionde
su sustrato en rebanadas de cerebro ¢ un aumento en la actividad biologica delNP /7
vivo{ver capltulo siguiente).Sin embargo, las enzimas solubles extracelulares pudieran
llegar a participar enla degradacién de los NPs en elmecanismo de transmision basado
enladifusidn propuestorecientemente para algunos NPs (2). En este traba jo se midis la
difusién delNPY en el talamo e hipotalamo observandose que su transmision es muy
lenta (1.5 mm/hr) comparada con la cinética de transmision quimica de sefiales clasica la
cual tomarfa 5 mseg atravesar un espacio de aproximadamente 30 nm (2). Este
mecanismo fue observado también para otros neuropéptidos: la  endorfina y parala
sustancia P, aunque en estos Ultimos estos Ultimos no se midié la velocidad de difusion
(2). Si bien en este caso las neuropeptidasas solubles extracelulares pudieran controlar

los niveles deNP enelmedio extracelular {2), estemecanismonohasido probado.

17




|

3.-NEUROPEPTIDASAS.

Existen en la literatura varias "neuropeptidasas” reportadas, esto es, enzimas
involucradas enlainactivacionde los NPs pero su estudio, enlamayoria delos casos, se
ha complicado o retrasado por la comple jidad del SNC y/o por la falta de inhibidores
especificos mediante los cuales se puedan caracterizar (30,37).Enla tabla 3 se muestra

unalistadelasneuropeptidasasdescritashastalafecha.

TABLA 3

NEUROPEPTIDASASINVOLUCRADASENLA
INACTIV ACIONDENEUROPEPTIDOS

ENZIMA SUSTRATO
Piroglutamilpeptidasall {PPII) TRH
EC.34.196
Endopeptidasa24.1i EC3.4.24.11 jEncefalinas,sustanciaP

Enzima convertidora de la | Angiotensinall, bradikinina

angiotensina (ACE) EC34.151

DipeptidilaminopeptidasalV (DAPIV) jSustanciaP,NPY
EC3.4145

AminopeptidasaM (N} EC3.4.1.2 [Encefalinas{MetyTyr)

AminopeptidasaMill Encefalinas
Aminopeptidasa A EC3.4..7 JAngiotensinall
EncefalinasaB EC3.4.1.6 |Encefalinas
Endopeptidasa24.15 EC 3.4.24.15 [Neurotensina, bradikinina, LHRH
Endopeptidasal4.16 EC3.4.24.16 |Neurotensina y scmatostatina
Adaptacionde 30y 38.
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Como se menciond con anterioridad, estas enzimas presentan varias
caracter(sticas en comun, en particular estén localizadas en la membrana plasmatica
celular, presentando el sitio activo hacia el espacio extraceiular (ectoenzimas), lo cual
concuerda con el concepto de que estuvieran localizadas en las sindpsis de talmanera
que puedan regular la concentracion de NP en el espacio sinaptico (38). Para las
endopeptidasas 24.15 y 24.16 no se ha demostrado claramente esta caracter!stica
(30,38). En su mayeoria, las neuropeptidasas son metaloproteasas, espec!ficamente

Zn?*proteasas, con excepciondelaDAPIV queesunaserinproteasa(30,38).

La distribucion de 7 peptidasas en murinos demostrd que éstas estan
enriquecidas en ciertas regiones del cerebro, proveyendo a cada regién un grupo de
actividades enzimaticas, que confieren, de acuerdo a su especificidad, una habilidad
distinta para inactivar las sefiales peptldicas. Dicha regionalizacién del metabolismo
peptidico puede contribuir alcontrolde la vidamedia de los NPs y por tanto contribuir a

lamodulacionde sus funcionesneuromoduladoras (39).

En los trabajos encaminados a determinar la distribucién regional de las
neuropeptidasas en el SNC se ha encontrado que las endopeptidasas 24.11, 24.16 y las
aminopeptidasas Mll y A parecen coincidir con la distribucién de los receptores a
encefalinas (30), a neurotensina {30,40), a opidceos (29) y a angiotensina {30),
respectivamente. Esto parece indicar que, al menos para estos casos, las
neuropeptidasas se podrian encontrar localizadas de tatmanera que tienen acceso al
NP cuando este llega asublanco. Y, aunque también se hareportado colocalizaciénjde
neuropeptidasas con NP en el caso de la endopeptidasa 24.11 [sustancia P) y. la
endopeptidasa 24.16 (neurotensina) (30), éstos no descartan la hipdtesis anterior ya
que, paraia endopeptidasa 24.16, como se menciond con anterioridad, su distribucion

coincide con la delreceptor de neurotensina, y en este caso se podrla tratar de una

19




regulacion autocrina. Para la endopeptidasa 24.11 no existen reportes que avalen o

refutenlahipdtesismencionada.

Las neuropeptidasas presentan una distribucién célula especifica en el SNC.
Algunas se localizan principaimente en neuronas, por ejemplo la PPIl (41), la
endopeptidasa24.1{30) y laMIl{29,30); otras se hanrepor tado en astroglia; por e jemplo
la_aminopeptidasa N (30,42} y otras en ambos tipos celulares; por ejemplo las
endopeptidasas 24.15, 24.16 y la ACE {30). También es posible detectar actividad de
neuropeptidasas enlos vasos sanguineos y la barrera hematoencefalica de laDAF IV
(30} y las aminopeptidasas M y A {30). Estudios de localizacién realizados en el SN
periférico indican la presencia de la endopeptidasa 24.11 en las células de Schwann,
colocalizada con elmarcador de células gliales; a laDAP IV en células de Schwanny ala
ACEyalaaminopeptidasaN enmicrovasos{43).Loanterior concuerdaconlanecesidad
de tenér mecanismos deinactivacidnen estas células Schwannque tambiénsonblanco

delosNPs(23,24)y paracontrolarlaconcentraciondeNP enlos vasos sanguineos (43).

Conelfindedeterminarlaespecificidaddelas neuropeptidasas por hidrolizar alos
NPssehanrealizadodistintos estudios /7 vitrogue mostraronla capacidad preferenéiai
de las neuropeptidasas por hidrolizar a los NPs. En estos trabajos se observé que
algunas de estas enzimas tienen capacidad catalitica en secuencias espec/ficas, por
e jemplo la endopeptidasa 24.1thidroliza los enlaces cuyo residuo en el extremo amino
terminat es hidrofobico y que no se encuentre en los extremos amino 6 carboxilo
terminaldelNP{44,45).1aDAPIV generalos dipéptidos X-Pro 6 X-Alaque se encuentran
eneiextremoamino terminaldelosNPs{46);laaminopeptidasa Aremuevelos a.a. Aspo
Gludelextremo amino terminal (Asp-X}{47);la endopeptidasa 24.15 hidroliza enlaces de
estructurasquepresentana.a.aromaticosenelprimer a.a.delextremo amino terminal y

enelprimer y tercer a.adelextremo carboxilo terminal del enlace a hidrolizar y cuando
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estan presentes 3residuos en el extremo carboxilo terminat libre det enlace a escindir
(38); la PPIl hidroliza el enlace pGlu-His de la estructura pGlu-His-X; donde X es ProNH,
{TRH), Pro (TRH acido), Pro-Gly (precursor de la TRH} & Trp (48,49). Otras
neuropeptidasas no tienen un enlace consenso hidrolizable muy definido; por e jemplo
laaminopeptidasaN hidroliza los enlaces Ala-X donde X es Phe, lle, Lys y elenlace T yr-
Glu preferencialmente de hexapéptidos {50), la ACE parece escindir dipéptidos de
muchos sustratos (30) y la endopeptidasa 24.16 parece necesitar 3 residuos en el

extremocarboxilo terminaldelenlace ahidrolizar {38).

Elempleo deinhibidores especificos paraneuropeptidasas ha permitido estudiar
elpapelde las peptidasas enla degradacionde los NPs. Losresultados dela aplicacion de
esta metodologla en rebanadas de cerebro de mamiferos, indicaron que aunque in
vitro unaneuropeptidasa puede degradar auna gran gama deNPs, dicha capacidadse
verestringidapor laorganizacion delSNC, esto es, alalocalizacion delaneuropeptidasa
y aladesuposible sustrato.Por medio de estos estudios se observéun incremento enla
recuperaciondelNP liberado innvitro al inhibir la actividad enzimaticade: la PPl (TRH (ISI}),
laendopeptidasa 24.1l{encefalinas (30), SP (30,52)),la ACE (SP {52)), la aminopeptidasa.Mll
(encefalinas {53,54)), la aminopeptidasa A (angiotensina | y il (30)}, la aminopeptidasa N
(met encefalina{40,41) y la endopeptidasa 24.16 {(neurotensina (30,4 2)). Otra estrategia
que ha permitido determinar €l papel de las peptidasas en la inactivacién de sufs)
sustrato(s) es la administracion i1 vivo de inhibidores especificos observandose
potenciacion en la actividad biologica de su sustrato. Por e jemplo se ha observado
potenciacion del efecto bioldgico del NP cuando se inhibié especlficamente a: la
endopeptidasa 24.11 (encefalinas (29,30)), la ACE (bradikinina (30)), la aminopeptid§sa
24.15 (LHRH, bradikinina, neurotensina (30]). la aminopeptidasa M {encefalina (30)) y fa

aminopeptidasaMil{encefalina(29)).
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Sélo se ha demostrado que el producto de hidrélisis es inactivo para cuatro
enzimas; la PPIl (TRH), la endopeptidasa 24.11 (encefalinas}, la ACE {bradikinina y
angiotensina ll} y la aminopeptidasa Mil (encefalinas)(29,30). Sin embargo en el caso del
producto de hidrdlisis de la TRH, la His-ProNH, puede ciclizarse espontaneamente a
His-Pro dicetopiperazina, un producto que tiene un espectro de actividad bioldgica
distinto a la de la TRH. Es posible gue la PPIl no solo sirva para eliminar a la TRH pero

algunas veces paragenerar unanuevaactividadbicldgica(36).

Hasta ahora se han determinado diferentes vias de regulacion de las
neuropeptidasas en respuesta a diversas sefales extracelulares. En el caso de la
actividad delaPPll éstasufreuna disminucion (55) y paralaendopeptidasa24.lise eleva
(56) enrespuestaalainteracciénde susustrato consureceptor especifico. Cambios,en
el estado hormonal (T3 (57.58) y estrégenos (57)) afectan la actividad enzimatica de la
PPIl y en algunas condiciones patoldgicas la actividad dela PPl tambi¢n se ve alterada
(ver préximo capitulo). Laadministracion deneurolepticos{haloperidoly clorpromazina)
inhibe la actividad degradativa sobre la SP, CCK y la met-encefaiina, en distintas
regiones del sistema limbico (corteza frontal, nucleo caudado-putamen, nucleo
acumbens), involucrandose diferentes neuropeptidasas como son la DAP IV y las
endopeptidasas 24.15 y 24.l. En este modelo se ha propuesto gue el sistema
dopaminérgico queinervaelsistemalimbico es elresponsable demodularia actividad de

dichasenzimas(59).

Distintos trabajos se han realizado con el fin de esclarecer el papel de las

neuropeptidasas enelSNC, elsistemainmune y elsistemacardiovascular.
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E jemplos de la importancia de las peptidasas en el SNC son la ACE y la
aminopeptidasa A. Estas enzimas al parecer juegan un papel importante en el
mantenimiento de la integridad de la barrera hematoencefdlica regulando’ 1a
concentraciéndela angiotensinall, ya que alinhibir a estas enzimas con sus inhibideres

especificos invitroaumentalacantidadde angiotensinalirecuperada en elmedio{60).

Enalgunasregiones del SNC elmetabolismo de algunos NPs (SP {61), S5 {62)) seve
alterado negativamente enla patologia del Alzheimer posiblemente como resultado
de la modificacién en la actividad enzimatica de las neuropeptidasas 24.11(61} y 24.15
(61,63).Los cambios enla actividad enzimatica de dichas enzimas parecen ser resultado

delapatologlaensi,nosiendoéstasresponsablesdirectas dedichaenfermedad{64).

La endopeptidasa 24.1l y la aminopeptidasa N parecen regular la actividad de
péptidos como: SP, encefalinas, endorfina, VIP, los cuales se ha demostrado modulania
respuestainmune (65). Lahipétesis anterior sereforzé al encontrarse que niveles muy
bajos de met-encefalina producen inmunopotenciacion y niveles muy altos,
provocados por la inhibicion de la endopeptidasa 24.11 6 por la administracion del
péptido, producen inmunosupresién (66). Alteraciones en las respuestas del sistema
inmune inducen un incremento en la actividad de la ACE, por ejemplo en artritis
reumatoide, diabetesmelitus,lepra, hepatitis viral y esclerosis multiple. Se ha propuesto
que esta peptidasa puede modular fa respuesta inflamatoria del organismo, debido a
que al inhibir su actividad con captopril {un inhibidor especifico de la ACE) se observa
inmunosupresiéndelainflamacién enlahistoplasmosis, lupus murino, esclerosis multiple
enratas y artritisreumnatoide enhumanos (67).Tambiénlaendopeptidasa 24.11, 2D APV
y la aminopeptidasa M parecen moduiar los efectos provocados por los NPs en las
articulaciones que sufrenartritis, alhidrolizar alasustanciaP,alateuencefalinayalalys

bradikinina, mediadores delaartitis enelliquido sinovialhumano (68).
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En elsistema sanguineo, la endopeptidasa 24.1 también parece regular la accion
de lamet-encefalina, ya gue la inhibicién de esta enzima aumenta la agregacion y €l
cambio de tamario de los leucocitos y células polimor fonucleares provocados por este
NP (69).Encepasderatashipertensashay unincremento enlosniveles de angiotensinall
asf comodelaenzimaresponsable de suinactivacion, laaminopeptidasa A.Estos datos
sugieren que al aumentar Ia actividad especifica de la aminopeptidasa A, enzima que
convierte a la angiotensina ll en angiotensina lil, se pueden modular las funciones
cardiovasculares yaquelaangiotensinalll es el principal efector peptidico que controla

laliberaciénde vasopresina(70).

Estudios de inhibicién enzimatica de la endopeptidasa 24.1t muestran que ésta
puede modular la velocidad de crecimiento de tumores y carcinomas inactivando a
factores de crecimiento de tipo peptidico (encefalinas, SP, bombesina, peptido atrial

natriurético, endotelinal){71).

Varios estudios se han realizado con el fin de esclarecer la importancia de las
peptidasas durante el desarrollo ya que se ha visto que sus actividades especificas
varlan durante la ontogenia, pero a pesar de ello no existen evidencias contundentes

quelesatribuyanalgunpapel fundamentaldurante esteproceso(39,40).
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4.-ILAPIROGLUTAMILPEPTIDASAI

Desde que se empezé a estudiar alaPPIl, la caracteristica que mas ha llamado la
atencién es la especificidad por su sustrato, ya que hidroliza el enlace pGlu-His
unicamente de los péptidos que cuentan con la estructura pGlu-His-X; donde X es
ProNH,(TRH),Pro(TRH &cido), Pro-Gly (precursor delaTRH) & Trp(48,49).La actividad de
la PPIl es bloqueada por inhibidores naturales que compiten probablemente con el
sustrato en el sitio activo, por ejemplo LHRH {pGlu-His- 8aa) (71}, por un inhibidor
sintético competitivo reversible: la N-l-carboxy-2-feniletil (N™ benzil)-histidi-l-[}
naftilamida {CPHNA) (51) y por quelantes como EDTA, 110 fenantrolina y 8

hidroxiquinolina(71).

La inhibicién de la actividad especifica de la PPIl por quelantes llevé a proponer
guees una metaloprotesa{48,71), caracteristicaque se confirmarlapor lamediciondela
actividadenpresenciadedistintosmetales y otros parametros, encontrandosegueera

elZn 2+elcofactor dedichaenzima(72).

El estudio de la PPl mostré que es una enzima membranai que expone su sitio
activohaciaelespacio extracelular {ectoenzima), yaque alser tratados sinaptosomas o
células intactas con tripsina su actividad enzimatica desaparéecia, mientras que la

permeabilizacidncelular nolaincrementa(73).

Elpesomolecular delaPPIl fue determinado a partir de laprotelna tripsinizadade
sinaptosomas y posteriormente purificada por cromatografia de exclusion molecular,
encontrandose que esde 230000Da{74).Elanalisis por cromatograflaengel (PAGE)de
esta misma preparacion, en condiciones reductoras ¢ no reductoras, demostrd 1a

presencia de una sola banda de 116 000 Da, por lo que se asumio que la enzima estaba
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conformadapor 2 subunidadesidénticas (homodimero)asociadasno Covalentemente.
En este mismo trabajo se detects que la PPIl contiene azticar

€s que contribuyen
aproximadamenteconio 000Da porsubunidad(74).

Con el aislamient o Y laposterior secuenciacisn del ADNc de la PPI, obtenido del
ARNmdecerebro derata,sedeterminéque estedltimoconsta de 3075nuclestidos gque

codificanparauna proteina de 1025 aa Cuyo pesomolecular es de 117 302 Da, lo cuales

consistente conlos resultados obtenidos PorPAGE(75).

Mediante un estudio tipo"Northernblot* de ARNDpoii A de hipotalamo e hipofisis

de rata hibridados con un fragmento de ADN

C dela PPl se detects I3 existencia de
varias bandas de ARN mensa jero que van

de 3 a 95 Kb. Los diferentes ARFP\lm

observados al parecer provienen de un "splicing alternativo" yaque el"Southern blot*

realizadocon ADN gendmicopreviamente digerido convarias enzimas

€0mo sonda fragmentos de ADNc mostré solo una banda indicando
Codificadaporunsolo gen(75).

derestriccion y

que la PPl esta

transmembranal cerca de €Xtremo amino terminal qQue abarca 22 aa. Este ultimo es
precedido por una secuencia de paro de transferencia indicando que la PPll es una
protelnaintegralde membrana detipoilque queda ancladapor unasecuencia sefialsin
cortar, esto es, la enzima tiene e €xtremo amino terminal en e citosol y elresto de Ia
protelnaquedaviendohacia el espacio extracelular (75).Estaestructura concuerdacon
los datos bioguimicos obtenidos anteriormente que proponian a la PPIl como una
€ctoenzima (73). La secuencia peptldica de la PPl mostra s€cuencias consenso para

modificaciones postraduccionales como: la sulfatacion (aa 38l y 12 sitios para
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N-glicosilacién ademas de presentar ki secuencia consenso de |a familia de las

metaloproteasas Zn*2dependientes:HEX XH(aa441al445)(75){Figural).

| puamney /an

QT T

FigurallLailustracibnmuestrala estructuraesqueraaticade laPPll deducida dela secuencia de! ADNc dela
rata. Lalinearectarepresenta lasregiones no tracucidas y elrectangulo representa el marco abierto de
lectura. La presunta secuencia transmembranal €5 representada por la ¢a ja negra, el sitio potencial de
fosforilacién por la proteina cinasa C por P, el presunto sitio de suifatacién por 5, los 12 sitios de
N-glicosilaciénpor?y elmotivode unidnaZn?*por Zn?* (Tomadadelareferencia75).

Alcomparar la secuencia peptidica de laPPll contralas secuencias reportadas en
el"GeneBank"se encontr&quemuestrahomologiacon otrasneuropeptidasas como:la

aminopeptidasaN{34%)]y laaminopeptid:isa A (32%}(75).

Mediante elusodeinhibidores especificos paralas diferentes enzimas capaces de
degradar in vitro ala TRH, se sabe que alinhibir alaPPli es posible recuperar una mayor
cantidad de TRH liberado de cortes de cerebro, mientras que al inhibir a las enzimas
solubles: piroglutamil aminopeptidasa (PPl) y prolil endopeptidasa (PE) {Figura 2]_ el
contenido de TRHNo cambia. Estosresultados sugieren quela PPll puede jugar un pabel

importanteenlainactivaciondelaTRHinvivo(51,76).
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PPI PPH PE

pGlu------His-Pro------ NH,

L ]

TIROLIBERINASA

Figura 2Enlaces de la TRH que sonbianco de peptidasas. Las peptidasas que probablemente inactivan ala
TRH /n vivoestanindicadas por flecha continua, mientras que las que lo hacen solo ir7 vitro estanindicadas
por fiecha discontinua. PPI: Piroglutamil aminopeptidasa |, PPII: Piroglutamil aminopeptidasa I, PE: prolil
endopeptidasa(Tomadade 49,51}

Para determinar la localizacidn del ARNm de la PPIl en érganos y regiones del
cerebro de mamiferos, se ha empleado la hibridacidn tipo “Northern blot" (75), 1a
transcripcionreversaacopladaalareaccionencadenadelapolimerasa(RT-PCR)(77) yla
hibridacion en solucion con proteccién aribonucleasa (Wilk, E. comunicacion personal).
Mediante la primera técnica se encontrd que el ARNm se expresa en cerebro, hipdfisis,
pulmén, e higado y no encorazén 6rifidn (75). Por RT-PCR, se encontré que se expresa
en la corteza piriforme-el nicleo acimbens, la corteza frontal y la amigdala (77).
Recientemente utilizando [a hibridacion en soluciér con proteccion a ribonucleasa, se
encontrd que se expresaprincipaimente en cerebro, conniveles mas ba jos en: pulmon,
pituitaria, bazo, testiculo, rifidn y otros érganos, como se muestra enla tabla 4 aderrﬁés
de que en el cerebro se encuentra distribuido de maneraheterogenea{tabla 5. Wilk, E.

comunicacionpersonal).
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TABLA 4
ACTIVIDADENZIMATICA Y NIVELES DEL ARNmMDE LA
PIROGLUTAMILPEPTIDASAIENORGANOSDELARATA
ORGANO ARNm ACTIVIDADESPECIFICA
(fg/ug ARNtotal) {unidades/mg proteinaj
Cerebro 705+47 48+0.6
Duodeno/Pancreas 21+2 0.05+0.02
Corazén 22+2 0.04+0.01
Intestino 21+3 0.06+0.02
RifidN 29+2 0.03+0.01
Pituitaria 4242 0.2+0.1 N
Higado 1340 0.1£0.1
Pulmon 6413 1.2+0.3
Musculo 27+3 0.03+0.01
Bazo 31+3 0.1+0.03
Testiculo 30+2 0.03+0.01

Los niveles del ARNm de Ia piroglutamil peptidasail enlos ¢rganos de larata fueron determinados por el
ensayodeproteccidénaribonucleasa. Los valoresrepresentanetpromedio £ 5.EM,lan=6 paracadagrupo.
La unidad de actividad enzimatica esta defina como la liberacion de 1 nmol de naftilamida (NA] /hr del
sustrato pGlu-His-Pro-NA. Los datos son el promedio de los valores de tres muestras + SEM.
*Significativamente mayor que duodeno/pancreas, corazén, intestino, rifion, musculo y testiculo p<0.0
y significativamente mayor que higado p<0.05{Pruebat de Student}. Wik, E. Comunicaciénpersonal.
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TABLA 5

ACTIVIDADENZIMATICA Y NIVELES DEL ARNmMDEL APIROGLUTAMIL
PEPTIDASANENEL CEREBRO Y MEDULAESPINALDELARATA.

REGION ARNmM ACTIVIDADESPECIFICA

{fg/ugtotalRNA) {unidades/mgprotelnal
Amigdala 418+28 31+0.3
Tallocerebral 129+19 0.6+0.2
Cerebelo 904+97 2.3+0.3
Cortezafrontal 802+49 7.540.5
Hipocampo 929167 7.7+0.8
Hipotalamo 229429 2.8+0.2
Bulboolfatorio 628+55 7.0+0.4
Cortezaposterior 1056483 8.1+0.6
Méedula espinal 219426 1.6+0.2
Estriado 394+47 1.6+0.2
Téalamo 280419 2.8+0.2

Losnivelesdel ARNmdelaPPllenlasregiones delcerebro de laratafuerondeterminados por elensayoe de

proteccidna ARNasa. Los valoresrepresentanelpromedio £5.E.M, lan=4paracadagrupo.

La unidad de la actividad enzimatica fue definida como la liberacién de 1 nmol de NA / hora del sustrato
pGlu-His-Pro-NA. Los datos sonelpromedio de tresmuestras + SEM, Wilk, E., comunicaciénpersonal.

Estudiosdelocalizacidndelaenzimahansiderealizadosatravésdelamedicionde
su actividad enzimatica en varios organos y en distintas regiones del SNC enrata y
cone jo, principaimente (78,79,80). En las tablas 4 y 5 se muestra la distribucion de la
actividad enzimatica de la PPl en varios organos y en distintas regiones del SNC de la
rata, respectivamente (Wilk, E., Comunicacion personal). En general, los datos sobre [a

actividad enzimatica de la PPIl son similarePs a los observados en nuestro laboratorio
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{78,79) excepto por lacortezaposterior, debiéndose posiblemente auna dif erencia en
la diseccion. Ademas se observé quela distribucion por actividad enzimatica es similar a
ladelARNm. Vargas y colaboradoresrealizaronun estudio comparativodeia activic!ad
enzimatica delaPPll en el cerebro de varios mamiferos, encontrando que éstano varia
mucho entre ellos (80}. Lalocalizacidn tanto del ARNm como de su actividad indican que
la PPll se encuentra principaimente en el cerebro, siendo ademas su distribucion
heterogénea en este érgano, lo cual es consistente con una funcidn ligada a circuitos

neuronales especificos.

Dos estudios encaminados a esclarecer €l tipo celular que expresa la actividad
enzimatica de la PPIl en el SNC fueron realizados en cultivos primarios. Uno de los
trabajosserealizd en cultivosneuronales de hipotalamo y de cortezacerebralde fetos
deraton de 14 dias de gestacion cultivadas /7 vitro durante 4 a 12 dfas. Estos cultivos
celulares fueron tratados con un inhibidor del crecimiento de la giia (citosjna
arabindsida) 6 con una droga neurotdxica (glutamato). Se observo que la actividad
enzimatica disminuia cuando disminulala proporcidn de neuronas, indicando quela I?PII
se encontrabaprincipalmentesobrelasneuronas y no enlaglia{41). Enelotro estudig se
hicieroncultivos enriquecidos enneuronasdecerebroderataapartir defetosdelbdlas
de gestacidncultivados #7 vitro y cultivos enriquecidos de astrogliade cerebroderatdn
recien nacido. En ambos cultivos se midid la hidrdlisis de sustrato de la PP,
encontrandose que la TRH sufre hidrdlisis en los cultivos neuronales y no en los.de

astroglia(8]).
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Enlaadenohipofisis sedeterminé lalocalizacién celular dela actividad enzimatica
delaPPlimediante elenriquecimiento delos distintos tipos celulares de la adenohipofisis
y lamediciéndela activacién enzimatica en éstos. Fueron las fracciones que contenlan
principalmente lactétropos las que presentaron actividad enzimatica para laPPIl (81), lo

quesugiere quelaPPllestaprincipalmentelocalizadaenunodelosblancosdela TRH.

Determinar la localizacién de la PPil en la sinapsis es un punto importante para
entender su participacion en la inactivacidon de la TRH. Para definir si esta enzima es
presinaptica o postsinaptica, se degeneraronneuronas TRHérgicas delnucleo delrafe.
Estas neuronas colocalizan al TRH con la serotonina, por lo que, inyectando la
neurotoxina 5,7, dihidroxitriptamina, se destruyen. Sabiendo que estas neuronas
TRHérgicas proyectan hacia la médula espinal, se midié la actividad de la enzima en
variasregiones de ésta, encontrandose que, a pesar de que el contenido de TRHhabla
disminuido significativamente, la actividad de la PPl no mostraba cambio. Estos
resultados llevaron a postular que esta enzima no se encuentra en las neuronas

TRHérgicas [presinapticas)delrafesinoensusblancos{82).

Distintos factores regulan la actividad enzimatica de la PPl enia adenchip6fisis,
entrelos queestaelnivelséricodelashormonas tiroideas. Dicharegulacidonse demostroé
alinducir hipertiroidisrmo administrando triy odotironina aratas dando como resultado
unaumento enlaactividad dela enzima (57,58). Elef ecto contrario se obtiene alinducir
hipotiroidismo enratas por medio de la ingesta del propiltiouracilo (PTU) (57). Estudios
posteriores mostraron que es el nivel del ARNm el que es modificado de manera
proporcional al cambio en las hormonas tiroideas, afectando por ende la actividad
enzimatica {83). Tambiénlos niveles séricos de tos estrogenos regulan 1a actividad dela
PPH en la adenohipdfisis aunque de manera inversamente proporcional, ya que la

actividad enzimatica de la enzima aumenta en ratas ovariectomizadas {con ba jos
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niveles de estrégenos) y regresaa sus niveles basales al administrar 17 8 estradiol, no asf

cuandose administratestosterona(57).

Su sustrato, la TRH, también regula la actividad de la PPIl en cultivos de
adenohipofisis de rata de manera negativa al parecer a través de la activacién de su
receptor,quizaparacontribuir ala justedelarespuestadelosiactétropos al TRH{56,84).

Otrosfactoresregulanlaactividad delaPPlldemanerapositivaatravésdelaactivacion

de proteinas Go sensibles a la toxina de pertusis, por € jemplo la bromocriptina, un
agonistadelreceptor D2 dela dopazn;iha y lasomatostatina.Por otrolado factores ciue
aumentanlosniveles de AMPcregulandemaneranegativalaactividad de esta enzima.
Algunos de estos factores parecen e jercer su efecto almodificar los niveles del ARNm

delaPPH{85).

Sibien variaciones enlos niveles de T3 y estradiolno modificanla actividad de la
PPIl en el cerebro de la rata, recientemente se ha demostrado que su actividad es
modulada en modelos experimentales como son el de "kindling" amigdalino {86} y la

administracion aguda del etanol (87). El "kindling" modifica de manera positiva la

actividad de la PPll en distintas regiones epileptogenicas como son: la amigdala; el

hipocampo,lacortezafrontaly elndclecacumbens.
|
En resumen, la PPIl reune muchas de las caracter(sticas necesarias para ser
considerada como una neuropeptidasa: es una ectoenzima, su inhibicidn permite
recuperar mayor concentracion de su sustrato, y es especifica para su sustrato; sin
embargo, hasta elmomentono se hademostrado claramente sise encuentra en elsitio

adecuadoparapoderdegradar alaTRHen eiSNC.
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Il JUSTIFICACION

Debido alagrandiversidad de funciones quellevanacabolosNPsenelSNC, esde
granimportancia elque existanmecanismosrapidos y especificos de inactivacion.En €l
caso de la TRH se ha propuesto que la hidrdlisis enzimatica es la principal via de
eliminacion del espacio extracelular, involucrandose a la PPl como la enzima

responsablededichahidrdlisis.

LaPPllesunametaloproteasaque redne varias caracteristicas que la cataloéan
como una neuropeptidasa. Tiene alta especificidad por su sustrato, la TRH, es una
ectoenzima y se localiza principalmente en neuronas en €l SNC. Si bien se ha sugerido
que en la méedula espinal la PPl puede estar localizada en la postsinapsis, alin no se ha
confirmado con un método directo y no se ha definido que esto ocurra en otras
regiones del SNC. Para aclarar este punto, se requiere el empleo de técnicas de
resolucioncelular o subcelular, Alinicio de este proyectolos numerososintentos que se
habfanhecho por obtener anticuerpos contra esta enzimahabian fallado por lo que su
localizacién no ha podido analizarse por inmunohistogulmica. Lareciente clonacion del
ADNcdelaPPlihace posiblela determinaciondelos sitios de sintesisde estaenzimaenel
SNC delaratapor hibridacién insitu y permite compararla conla distribucién del ARNm
delreceptorde TRHparasugerir de estamanerasilasintesis delaPPllocurre enlas celulas
blancodelaTRH. ‘
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IV OBJETIVO

Elob jetivo de este estudio consiste en determinar la distribucién del ARNm de la
PPIl en el cerebro de la rata por hibridacion in situ, con el fin de localizar los sitios de
sintesis de esta enzima. Esto nos permitir & inferir sila enzima se sintetiza en las mismas
regiones donde se hareportado la sintesis delreceptor de la TRH, un marcador de las

célulasblancodela TRH.
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Elnimeroderatasutilizadas enlos distintos experimentos fue el siguiente: parala
extraccionde ARNtotalse emplearon 2ratas; paraelefectodel estadohipertiroideo se
emplearon Sratas alas que seles administraronlashormonastiroideas{T1aT5} y 5Sratas
control{CiaC5); paralaestandarizacidn de lahibridacién insitu conlos oligonucleétidos
se emplearon Sratas (Ol a O5), el andlisis de la distribucién del ARNm de la PPl con los
oligonucledtidos serealizé endos cerebrosderata (A y C); parala estandarizacion de la
hibridacién insituconlos ARNcmarcados con 33P se emplearon 2 cerebros (Hel), parala
estandarizacion dela hibridacion i sittzcon los ARNc marcados con 3°S se emplearon 2
cerebros (K y L} y para el analisis de la distribucion del ARNm de ia enzima con los ARNC

marcadoscon?*Sseemplearcn2cerebros(MyN).

C}Purificacibnde ARNtotal

Las preparaciones de ARN total utilizadas en este traba jo fueron extraldas de
cerebro, hipotdlamo, hipdfisis, homogeneizando estos tejidos con un
homogeneizador-sonicador de tejidos {Polytron) en solucién D [ver anexo );
empleandose 10 mlde esta solucién por gramo de te jido. Alhoemogenado sele agregd
1/10 de volumen de acetato de sodio 2 M pH 4, 1 volumen de fenol y 0.2 volimenes de
cloroformo:alcoholisoamilico (24:1), mezclando perfectamente encadacaso.Lamezcla
se de jo15minutos a4°C para posteriormente centrifugarse a12 500 g en tubos Corex
por 20 minutos a 4°C. Se tom¢ la fase acuosa (que contiene al ARN) y se precipito con
I volumen de isopropanol a -70°C por 6 horas. Para recuperar el ARN, se centrifugo a
12 500 g por 30 minutos a 0°C, se decantd y evapord el isopropanol restante. Ei
precipitado se disolvié en 30% del volumen inicial de la solucion D y se hicieron 2
extracciones con fenol cloroformofll), y una con cloroformo: alcohol isoamilico {24:])
mezclando y centrifugandocada vez a7000gpori0dminutosa 4°C. Serecuperdlafase
acuosay seprecipité nuevamente coﬁ 2 volimenes de etanolabsoluto a-70°C todala

noche. Aldla siguiente se centrifugd a 12 500 g por 30 minutos a 4°C, el precipitado se
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lavé dos veces con etanol 70% centrifugando a2 500 gpor I0minutos a4°Ccadavezy
se de j6 secar el precipitado. Se disolvio en agua-DEPC (ver anexo 1) y se midi6 la
concentracién de ARN en un espectrofotémetro (Beckman) a 260 nm y su grado de

purezabasandoseensu absorbanciaa230y 280nm(88).
D) Disefiode sondas

-Oligodeoxinuclestidos para la hibridacion i situ. Se disefiaron 2 cincuentameros con
base a la secuencia del ADNc de la PPIl (75) obtenido de la rata; comprenden de los
nucledtidos 207 al256(oligo A y delos nucledtidos 690 al 739 {oligo C) (ver anexos 2y 3).
Para el disefio de los oligonucledtidos se utilizé el programa de computo Oligo (NBS), el
cual considera parametros como: la estabilidad del hibrido y la posibilidad de que el
oligonucleétido hibride sobre sl mismo y evita que existan homoligonucledtidos. De
este andlisis resultaron algunos cincuentémeros candidatos a los que se verifico que
tuvieran unarelacién de GC entre 50 y 65% y que hibridaran en laregion traducida del
ADNCc {anexo 3). Se seleccionaron aquellos oligonucledtidos que al compararlos conla
base de datos "Gene Bank” [febrero 1995) no presentaron homologla significativa con
las otras secuencias presentes con la excepcion de la de fa PPI. Estas caracterlsticas
fueron los parametros que condu jeron a escoger dos oligonucledtidos: Ay C, {ver
anexo 2 y figura 4) que se sintetizaron en la Unidad de SIntesis de macromoléculas del

IBT. ahadiéndose al finalun paso de eliminaciénde excesodesales.

- Oligodeoxinucleétidos para la amplificacion del fragmento de ADNC por PCR. Se
diseriaron 2 oligonucleétidos de 35 nucledtidos c.::da uno paraamplificar un fragmento
de-ADNCc de tal manera que contuvieralas secuencias de los oligonucledtidos parala
hibridacion i situ. Con el propésito de poder clonar el fragmento se incluyé, en el

extremo 5* del oligonucledtido sentido, el sitio de restriccién parala enzimaPst [y enel
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extremo 3’ del oligonucledtido antis_entiao se incluyd el sitio de restriccién para la
enzima Hind Il (anexo 2). Con el programa de computo Oligo {NBS) se verificd que los
parametros de estabilidad delhibrido y la posibilidad de que el oligonucledtido hibride
sobre si mismo. Por Uitimo, al compararlos con la base de datos "Gene Bank” { julio 1996)
no presentaronhomologla significativa conlas secuencias presentes conia excepcion
de la de I3 PPHl. Los oligonucledtidos se sintetizaron en la Unidad de Sintesis de

macromoleculasdellBT, afadiéndose alfinalun pasode eliminacionde excesosales.

-Preparacion del plasmido para generar la sonda de ARN-amplificacion por PCR. El
plasmido generador de la sonda de ARNc (anexo 2) se obtuvo por la clonacién de un
fragmento de ADN de 676 pares de bases amplificado por PCR que incluye los
nuclesdtidos 129 al773del ADNc delaPPIl{75) (anexo 2).Elfragmento se amplificd apartir
de 0.lug del plasmido que contiene al ADNc de la PPll {0.05ug/ul) {donado por el Dr. K.
Bauer), 10 ul de los deoxinucledtidos ATP, GTP, CTP y TTP {25 mM), 10 ul de cloruro de
magnesio 25mM, 67 ulde aguamiliQ-UF, 2ulde cadaunodelos oligonucledtidos sentido
{0.55ug/ul) y antisentido (0.66 ug/ul) para amplificar con PCR {ver anexo 2), lulde Taqg
polimerasa (5 U; Boheringer) y dos gotas de aceite para un volumen final de 100 ul. E!
ADNcsedesnaturalizéa94°Cpor Iminuto y se hicieron 20 ciclos dela siguiente manera:
94°C por Iminuto; 70°C por unminuto. Durante elultimo ciclo, la etapa a 70°C fue por
10 minutos. El producto fue purificado por una doble extraccién fenol: cloroformo (1i1),
unaextraccionconlvolumendecloroformo:alcoholisoamilico{24:1) y unaprecipitacion
conl/25deNaCl5My25volumenesde etanol porlhoraa-70°C. Transcurrido eltiempo
secentrifugoal5000 gpor 30 minutos a4°C; el precipitado obtenido selavé conetanol
al 70%, se seco y se disolvié en agua miliQ-UF. La clonacién del fragmento de ADNc
amplificado por PCR se realizé en el plasmido para transcripcién in vitro pSPT 19
(Boheringer), entre los promotores T7 y SPé6 (fig. 3). Tanto el fragmento como el

plasmido se digirieron con las enzimas Pst | y Hind Ill para posteriormente ligarse
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utilizando T4 ligasa.Elplasmido generado (pSPTI9-PPIl, 3770 pb, fig. 3) se electropord en
la cepa JMIOL Una vez obtenidas las colonias de bacterias transformadas con el
plasmido, se aisld el plasmido y se asegurd que fuera el correcto por su patrén de

restriccién.

Pat | Bgl | Bgll Sma | Hind I}

SP6 Eco Rl Sac| KpniXbal BamH | Xba Hinf | Hinel 111 T7
MTACACGGMHGGAGCTOGGTACCCGGGGATGCICI;\GAGICGACCIGCAGGCATGCMGCTTGGGTCT

72
Pvull
Nae | \ - 1}h11h
Eco47 il
co \ ,Ndcl
Afl il

Pss |

Dra il e

Aat | pPSPT19- PPII

3770 b )

Asp 700
122
| o |

Figura 3 Representaciénesquematicade laclonaciéndel fragmento de laPPll amplificado por PCRenunel
vector pSPTIZ para transcripcion. Se amplificd un fragmento del ADNc de laPPH por PCR y se clond enun
vector paratranscripcion in vitro{pSPT19), generando el plasmido pSPTI9-PPIlde 3770 pb.
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El plasmido pSPTI9-PPIl se linearizé con las enzimas Bam H! 6 EcoR 1 {Boheringer)
para generar la sonda de ARNc antisentido y con la enzima Hind lIl {Boheringer] para
generar el ARC sentido. Los pladsmidos linearizados se purificaron extrayéndolos dos
veces con unamezcla de fenol: cloroformo, una vez con un volumen de cloroformo:
alcoholisoamlilico(24:1) y seprecipitaronconi/25deNaCl5My 2.5 volumenes de etanol
por lhora a -70°C. Posteriormente, se centrifugé a 15 000 g por 30 minutos a 4°C. El
precipitado se lavo con etanol al 70%, se secd, disolvio en agua miliQ-UF. La
cuantificacion del plasmido se llevo a cabo por electroforésis, comparandolo con
cantidadesconocidasdeunpatrédndemarcadoresdepesomolecularde ADN(A Hindll,
Biolabs) y por espectrofotometria con base a su absorbancia a 260 nm y se midié el

gradodepurezabasandoseensuabsorbanciaaZ230y 280 nm.

E)Marca jedesondas

—Oligénuéleétidos.- Los oligbmeros se marcaron en el extremo 3’ con o (3°S) dATP

(actividad especifica 1000 Ci/mmol{Amershamj) parala hibridaciéon i7situd con a. (32P)
dATP (actividad especifica 3 000 Ci/mmol {Amershamy)) para el "Sourthern blot" y el
“Northern blot” mediante la enzima deoxiribonucleotidil terminal transferasa (25 U/ul
Boheringer). A un tubo de microcentrifuga se agregaron 2 pmol de oligébmero, 3ul de
solucidén amortiguadora para la enzima (Boheringer), 4.5 ul de CoCl, 5 mM, 50 uCi de
adATP 355 650uCide a dATP32P, aguaparaunvolumenfinaldel5uly alfinalse agregd
l.5uldelaenzima.Lareaccidnsede jo transcurrir por 30 minutos a 37°C. Transcurrido el
tiempo se pardlareaccidnconisulde solucién amortiguadora TE (anexo 1}y se tomé Tul
delamezcladereaccidnparadeterminar elporcentaje deincorporacion delnucledtido
marcado alos oligbmeros (anexo 4).Elrestodelareaccionse precipitd con 2uldeEDTA

0.5MpH8, 3ulde ARNt10mg/ml, 3.5uldeNaCl4My102ulde etanolabsolutoa-70°Cpor
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lhora. Posteriormente se centrifugd ais 000 g por 30 minutos a 4°C, elprecipitado se
lavd con 200 ul de etanol 70% en agua y se centrifugd nuevamente a 15 000 g por
10 minutos a 4°C; el precipitado se de jé secar y se resuspendio en 25 ul de solucion
amortiguadora TE {anexo ) conteniendo DTT 10 mM, afiadido en elmomento. De esta
ultima solucién se tomaron 0.5 ul por duplicado, se determind el porcentaje de

recupéeracionylaactividad especifica(anexo5).Elrestose guardda-20° Chastasuuso.

-"Random priming". 25 ng del fragmento de 676 pares de bases obtenido por PCR se
desnaturalizaron por 5Sminutosa95°C y selesagrego: Suldeloshexanucledtidos [kitde
Amersham), 4 ul de dGTP, dCTP y dTTP (kit de Amersham), 5 ul de solucién
amortiguadora (Kit de Amersham), 50 uCide o 3?P dATP (3000 Ci/mmol, Amershamj,
aguaparaun volumen finalde 50 uly, por ultimo, 2ulde ADN polimerasa fragmento de
Klenow (kit de Amersham). La reaccion se dejé transcurrir entre 3 y 5 horas a
temperatura ambiente {TA). Después de este tiempo se tomd una alicuota para
cuantificar el porcenta je de incorporacién del nucledtido radioactivo (anexo 4) y se
pasé por una columna de Biogel A-50 {Biorad), equilibrada con solucién amortiguadora
TE {anexo I). La muestra se eluyd con solucidn amortiguadora TE, se colectd el primer
pico radioactivo excluide de la columna donde eluyen los fragmentos de ADN
marcados. Se cuantificaron las cpms en un contador de centelleo y se calculd la
actividad especifica (anexo 5). En general se obtuvieron actividades eﬁpedficas de

4 X108 cpm/ug.

-Sintesis de ARNC.- Los plasmidos para la transcripcion i vitro, preparados como se
describid conanterioridad, se emplearon para transcribir los ARNc sentido y antisentido
delaPPI.Lareacciénde transcripcion para generar el ARNc antisentido se llevo a cabo
con o, UTP 3°S (actividad especifica 1 250Ci/mmol, NEN) 6 UTP33P (actividad especifica

entre los 1000 y 2 000 Ci/mmol, NEN]J, y la reaccion de transcripcion para generar el
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ARNcsentidosellevd acabocon a UTP 35S (NEN).Lareaccidnde transcripcion iy vitrose
realizé en tubos de microcentrifuga, siliconizados y libres de ARNasa (Fotodyne), en
donde se colocaron 125 uCi del nucledtido radiactive que se evapord a sequedad.
Posteriormente, se agregaron al tubo los siguientes reactivos: 3 ul de una mezcla con
10 mM de los ribonucledtidos ATP,CTP y GTP (Boheringer, kit de transcripcion in vitro).
lugde plasmido linearizado y desnaturalizado por 5minutos a 65°C, la cantidad de UTP
frio necesaria para completar 120 pmolas de UTP final {Boheringer, kit de transcripcién
it vitro), 1ul de DTT 100 mM disuelto en agua, 0.5 ul de inhibidor de ARNasa {40 U/ul,
Boheringer, kit de transcripcién in vitro), 1 ul de T7 6 SP6 ARN polimerasa (20 U/ul,
Boheringer, kit de transcripcion i1 vitro) y aguaDEPC {anexo l) paracompletar alOul.La
reaccion sede j6 lhoraa 37°C. Altérmino de este lapso se agregs lulde T7 6 SP6 ARN
polimerasa(Boheringer, kit detranscripcidnin vitro) y sede jootrahoraa37°C.Despues
secentrifugérapidamente y se degradé elpldsmido utilizandolulde ADNasa Q10U /ul,
Boheringer, kit de transcipcién #7 vitro por 45 minutos a 37°C. Esta reaccién se pard
agregando 35.5 ulde unamezcla que contenla acetato desodioc 0.6 M, EDTA IO mM y
SDS 0.1% y se tomd lul paradeterminar la eficiencia delareaccion {anexo 4). Las enzimas
utilizadas enlareaccion se eliminaron extrayendo 2 veces con fenol: cloroformo (111} y
una vez cloroformo: alcoholisoamilico (24:1), centrifugando a 3 000 g por 5 minutos a
TA. La fraccidn acuosa se precipité con 1/10 de volumen de NaCl 4 M 6 con 1/10 de
volumende acetatodesodio 2MpH4 y 3 volumenes de etanolabsoluto (Merck) poruna
horaa-70°C.Posteriormentesecentrifugsat5000 gpor 30minutos a4°C, sedescartd
elsobrenadante ysedisolvié elprecipitadoen50ulde agua-DEPC{anexol) y serepitid el
paso anterior. El precipitado selavé conunasolucion de etanol al 70% frio (-20°C} y se
centrifugd al5000 gpor 10 minutos a4°C. Sedescarté elsobrenadante y se de jo secar
elprecipitado paradisolverlo en0.1%de SDS {preparado con aguaDEPC).Enelcaso dela
transcripcion en presencia de UTP 35S se adiciond DTT a una concentracion de 10 m

final. Se tomd Tul de la solucién final y se diluy 6 110 de los cuales se emplearon 3 ul por
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duplicado paradeterminarlascpms finales ylaactividad especificadel ARNc [anexos 4 y
5).Sedeterminé eltamario y laintegridad delasondaconlos 4 ulrestantes alsometerlos
a electrof orésis en un gel de acrilamida 8% en 8M de urea con soluciéon amortiguadora
TBE 1X (ver anexo |) precalentado a 450 volts. El tamaﬁo de la sonda se corrobord
mediante la comparacién con marcadores de peso molecular {Marcador A Hind Il de
ARN de Boheringer (0.24 a9.5Kb) &"RNA ladder” Gibco (0.3-7.4 Kb)) sometido también a
electroforésis enelmismo gel.Lasmuestras se desnaturalizaron conun volumen de una
solucion que contenfa 0.025% de azul de bromofenol y 0.025% de xilencianol en
formamida por 15 minutos a 65°C antes de aplicarlas al gel precalentado a 450 volts. La
electroforésis corrié por 40 minutos a 350 volts con X dela solucidn amortiguadora de
TBE (anexo ). Alfinalizar la electroforésis, los carriles que contenian el {los) transcrito(s)
radioactivo(s) se expusieron a una pellcula autoradiografica (T Mat G/RA Kodak) por
unahora. Los carriles conlos marcadores de peso molecular se tifieron con bromuro de
etidio y se les tom¢ una fotografla. Transcurrida la hora de exposicion del gel a Ia
pelicula, ésta se reveld (anexo 6). Se compard la distancia de migracion del transcrito

radioactivoconladelosmarcadoresdepesomolecular paradeterminar sutamario.

F}"Sourthernblot”.

El ADNc de la PPIl digerido previamente con la enzima Eco Rl se sometié a
electroforésis en gelde agarosa al 1% en TBE 1X a i00 volts por 20 minutos en solucion
amortiguadoraTBE IX{anexol).ElADNfraccionado sedesnaturalizé tratando elgelcon
NaCl1.5M y 0.5N de NaOH con agitacién por 15 minutos dos veces, posteriormente se
neutralizo el gelcon solucién amortiguadorade Tris HCIIMpH 7.5 y NaCll.5Mtres veces
por 15 minutos con agitacion continua, se tifd con bromuro de etidio (4 ug/mi), y se
fotografi. Elgelse transfirid por 21horas aunamembrana de nitrocelulosa (Schieicher

and Schuell) y se hornedZ horas a 80°C. La membrana se incubd con solucién de
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prehibridacién que contenia: 50% de formamida, 5 X SSC{ver anexol), 50 mMNa;HPO,
pH7.0,150ug/mide DNA de espermade saiméndesnaturalizado 10 minutos a65°Cy 5 X
de Denhart’s {anexo 1} por 4 horas en un bafio con agitacion a 42°C. Después se
reemplazd la solucién de prehibridacién por la solucion de hibridacion (50% de
formamida, 5X SSC, 200mMNa,HPO, pH7.2, 200 ug/mide DNA de espermade saimon
desnaturalizado 10 minutos a 65°C, 5X de Denhart’s) conteniendo 9X10¢ cpm de las
sondas (oligonuciedtidos A 6 Cpor cadamlde solucidn de hibridacion. Lahibridacionse
realizé a42°C durante 24 horas. Posteriormente, lamembrana selavd 2 veces con 2X
SSC por 30 minutosaTA, 2 veces con 0.IX SSC por 30 minutosa TA y-2 veces con 0.1X
SSC y 0.2% de SDS por 15 minutos a 45°C. Se puso sobre un papel Wattman #1y se
expuso aunapelicula(XOMAT AR,Kodak]a-70°C por 6 horas. Después de transcurrido

estetiemposereveldlapeliculalanexob).

G) "Northernblot”

Muestras de 30 ug de ARN total de diferentes te jidos fueron fraccionadas con
base a su peso molecular mediante electroforésis en un gel desnaturalizante
constituido por agarosa al 1%, 10 mM de solucién amortiguadora de fosfatos de sodio
pH 7 y 2.2 M de formaldehido. Las muestras se desnaturalizaron antes de agregarse al
gel en: 50% de una solucidn que contenfa 0.025% de azul de bromofenol y 0.025% de
xilencianol en formamida, 2.2 M de formaldenhido, 10 mM de fosfato de sodio, se les
agregd 4 ug/ml de bromuro de etidio y se calentaron por 15 minutos a 65°C. La
electroforésissellevé acaboab0V por 3.5horas en 10 mMde solucidon amortiguadora
de fosfatos. Durante todo el tiempo en que se realizd la electroforésis se estuvo
recirculando la solucibn amortiguadora de tal forma que su pH se mantuviera
constante. Al finalizar la electroforésis, el gel se lavd con agua y se fotografid enun

transiluminador de UV. Posteriormente el ARN se transfirié por difusion, utilizando
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20X SSC, aunamembranadenitrocelulosa({Schleicher and Schuell) durante 48horas. La
membrana obtenida asi se horned por 2 horas a 80°C. Lamembrana se incubd a42°C
por 4 horas enunasoluciéon de prehibridacion que contenia 50% de formamida, 5 X SSC
[anexo 1}, 50 mM Na,HPO, pH 7.2, 150 ug/ml de ADN de esperma de salmoén
desnaturalizado 10 minutos a65°C y 5 X Denhart ‘s {anexo 1) Posteriormente se elimind
lasoluciénde prehibridaciény se agregdlasoluciéndehibridacién quecontenia50 %de
formamida, 5 X SSC {anexa 1), 200mMNa,HPO, pH 7.2, 200 ug/ml de DNA de esperma
de salmén desnaturalizado 10 minutos a 65°C, 5 X de Denhart’s (anexo 1) y
6.3 X 10¢ cpm/ml de la sonda de ADN correspondiente al fragmento gue incluye del
nucledtido 129 al 773 del ADNc de la PPl que se amplificé por PCR y se marco por el
meétodo de "random priming” (ver marca je de sondas). El tiempo de hibridacion fue de
24 horas enunbafiode aguaa42°C con agitacion continua. Después de transcurrido el
tiempo de hibridacion se elimind la solucion de hibridacion y se lavaron las membranas
dosvecesenZ XSSC{anexol)y 0.2%SDS por 30 minutosaTA y dos vecescon0.1XSSC,
0.2%SDS por iSminutos a52°C. Las membranas se expusieron a peliculas (X OMAT AR,
Kodak) por 40 minutos a 52°C. Al finalizar este tiempo las peliculas fueron reveladas

comoseespecificaenelanexob.

H)Hibridacion i situ.

-Tratarmiento de los cortes de te jidos.- Cortes coronales de cerebro de rata € hipofisis
de 20 um de espesor fueron realizados en un cridéstato (Brigh Instruments) a -19°C,
montados por descongelacidn  transitoria  en  portacb jetos  cargados
electrostaticamente (Fisher Scientific} y almacenados a-70°Chastaque serequirieron.
Antes de la hibridacidn /n situlos cortes se secaron con una secadora de mano y se
trataron de la siguiente manera: fueron fijados en paraformaldehido al 4% en | X PBS

(anexo i) por I5 minutos, lavados en PBS IX por 10 minutos, tratados en una solucion de
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SSC4X(anexollconanhidrido acético 0.25% y trietanolamina 0.IM pH 8 por 10 minut os,
lavadosconZ2X SSCpor 2minutos, deshidratados conseries de etanolal 75%, 80%, 95%
y 100% por dos minutos cadauno, deslipidados con clorof ormo por 10 minutos, lavados
con etanol 100%, rehidratados con etanol al 95% por 2 minutos cada uno y secados al
aire. Todo el tratamiento anterior selflevé acabo a TA. Los cortes que no se utilizaron

inmediatamentese almacenarona-70°C.

-Hibridacién con oligonucledtidos.-Sobre cada corte se afadié 30 ulde una solucion de
hibridacion que contenfa 4 X SSC [ver anexo 1}, 50 % de formamida desionizada, 1X de
Denhart’s (ver anexo 1), 10% de sulfato de Dextan, 500ug/mi de ADN de esperma de
salmoén desnaturalizado por 10 minutos a 95°C y 100 ug/ul de ARNt, 50 mM de DTT y
Ipmol/ml de cada oligonucleétido marcado, por separado o juntos, conuna actividad
especificaentre 6y 9 X108 cpm/ug. Después se cubrieron con Parafilm con la finalidad
de evitar que la solucién de hibridacién se evaporara. Los oligonucledtidos fueron
mantenidos por 12 horas a 42°C en una camara huimeda. Después de este tiempo se
lavaron para eliminar la solucidn de hibridacion y la sonda no hibridada. Primero se
sumergieronen 1 XSSC{anexo 1)y selavarondos veces con IX SSCaTA por I15minutos,
dos veces coniX SSC 50 % formamida por 30 minutos a42°C y 4 veces con 01X SSC y
0.2% de SDS por 30 minutos a 52°C. Al final de los lavados, los tejidos fueron
deshidratados con series de etanol al 75,80,95 y 100% y se de jaron secar. El analisis
macroautoradiograficoserealizéporlaexposicidn a pelicula autoradiografica [Biomax
MR, Kodak|) por 21dias, altermino de los cuales éstasereveld (anexo 6). Ladeteccidn del
ARNmdelaPPllanivel celular serealizé por la exposicion delos te jidos directamente a
emulsion fotografica {Amersham). La emulsion se fundid a 42°C por 10 minutos en el
cuarto oscuro. Conelproposito de obtener una capahomogénea de emulsion sobre el
te jido se eliminaronlos grumos y burbu jas mecanicamente.Los cortes se sumergieron

enlaemulsiénpor 3segundos y sede jaronsecar por unlapsominimode 3horasaTAen
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elcuarto oscuro.Posteriormente se expusierona4°Cpor 35dias y serevelaron.Para el
revelado se secaron los te jidos a TA por media hora en la oscuridad, se pusieron en
contactoconelrevelador (D19 deKodak)por 3minutos, conelaguapor iminuto y conel
fijador (GBX,Kodak}por 3minutos;se prendiélaluz de seguridad y se mantuvieronen el
fijador por otros 3minutos, por Ultimo se sumergieron por 5 minutos en fi jador nuevo
con luz visible. Los cortes se lavaron con abundante agua con agitacién constante
2 veces por 15 minutos. Elrevelador, el fijador y el agua se mantuvieron entrelos 15 y
18°C durante todo este proceso. Posteriormente los cortes se tiAeron con

hematoxilina-eosinalanexo’).

-Hibridacidn con ARNc- Los cortes fueron hibridados por 6 horas a 52°C ¢ a 60°C, en
unaca jahumeda, con 30 uldeuna solucién de hibridacidn que contenla: 2X SSC (anexo
1. y 50 % de formamida desionizada, 1X de Denhart's (anexo 1}, 10 % de sulfato de
Dextran, 500 ug/ml de ADN de esperma de salmén desnaturalizado por 15 minutos a
65°C, 100 ug/ul de ARNt de levadura, 100mM de DTT y 7ng de ARNc marcado con 33p
por corte 6 con 1.5X 10¢ cpm de ARNc marcado con 33P & 35S por corte previamente
desnaturalizado por I5minutos a 65°C. Las actividades especificas delos ARNc variaron
de 2 a4 X107 cpm/ug. Alfinal de la hibridacion, el exceso de solucién de hibridacion y de
sondanohibridada selavé con IX SSC y serealizaronlos siguientes lavados: con 1XSSC
dosvecesaTAporl5minutos; con 2X SSC, 50% formamida dos veces por 15 minutos a
52°C060°C;con2XSSCpor 3minutosaTA Zveces; con2XSSC,EDTA50mM, ARNasa
(50ug/mi)a37°por 30minutosivez;conZ XSSCpor 3minutosa TAdos veces y con2X
SSC,50% formaidapor I5Sminutosa52 6 65°Cunavez y se sumergieronrapidamente en
0.IXSSCaTA.Finamente los cortes fueron deshidratados con etanol 70%, 80%y 95%
por 3 minutos cada uno y secados al aire. Se realizaron los andlisis
macroautoradiografico y microautoradiografico igual que con la hibridacion

empleando los oligonucledtidos. Los tiempos de exposicion a la pelicula (Biomax MR,

48



Kodak) fueron de 35 dlas a 5 das y los tiempos de exposicion para la
microautoradiografia (emulsién) fueron de 7 ai0 dias para 33P 6 de lla 25 dias para 3°5.

Finalmentelos te jidos fuerontefidos conazulde toluidinaoNissl{anexo 7).

I} Analisisdelosresultados.

Con las peliculas obtenidas de la hibridacion de los tejidos con los
oligonucledtidos y conlos ARNCc seidentificaronlasregiones positivas por comparacion
conunatlas {89}y serealizaron cuantificaciones visuales atribuy éndole mayor nimero
de asteriscos a laregion que mostraba mayor intensidad de sefial y menor nimero de

asteriscosalaquemenor sefialmostraba.

Para evitar un error en la interpretacion de la intensidad de la sefial obtenida
provocadopor variacion enlaactividad especificadelasonda, tiempo de exposicidbnde
film y revelado de experimento a experimento, serealizaron experimentos adicionales
detalmaneraque enunosolose abarcaraniamayor cantidad deregiones. Asf el andlisis
delaintensidaddelasefialenlasdistintasregiones serealizé enunsolo experimento y se
corrobord conun segundo experimento. Para tener una evidencia ob jetiva de que la
cuantificacion visual fuera adecuada se cuantificaron, por medio de un analizador de
imagenes, lasautoradiograflas de algunos experimentosrealizados con ambas sondas.
Con el programa Historag (Biocom), se realizd una densitometria de las distintas
regiones obteniendo resultados en uCi/mg de te jido. Los resultados obtenidos no

fuerondistintos alacuantificacionvisual{datosnomostrados).

El analisis de las microautoradiografias se hizo en un microscopio Zeiss con los
objetivos 10, 40 y 100X, con luz visible y en campo obscuro. Este andlisis permitio
identificar las células que sintetizan al ARNm de la PPl por la precipitacion de granos de

plata sobre las mismas, analizar con mayor resolucion las regiones identificadas en la
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macroautoradiografia e identificar celulas positivas en regiones que no forman
agregados importantes visibles por la macroautoradiografia. También nos permitid
comprobar las regiones positivas observadas con la macroautoradiograf(a,
descartandoasl falsos positivos.Se seleccionaroncomoregiones positivas aquellas gue
contuvieran células con mas de 8 granos de plata en su nucleo ademas de no
presentarse ruido importante alrededor de éstos. Por ultimo se tomaron fotos a color

conlosdistintos ob jetivos (amplificaciones) y encampo obscuro.
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VI.- RESULTADOS
IDETECCIONDEL ARNMENSA JERODE L APPIICONOLIGONUCLEOTIDOS

L1Disenodelos oligonucledtidos.

Mediante el uso del programa de cémputo "Oligo” fueron seleccionados dos
oligonuciedtidos (A y C) con los parametros requeridos (ver materiales y metodos).
Estos oligonucledtidos hibridan con homologia de 100% en la region codificadora del
ADNcdelaPPli{figura4).Losoligos: Ay Ctienenuna Tmde 79°C y 75°C yunporcenta je
deGC de 64 y54 %respectivamente.

P T ? Znet ? E4E E
5 . '
A oligonucledtidos (-3 °
ARNC 154
|
Nucledtidos

Figura 4Esquematizacion de la localizacion de las sondas empleadas para la hibridacién #1 siten el marco
delecturaabierta del ADNcdelaPFIl. Lafiguramuestralaregiontraducidapropuestadel ADNc de laPPll y
laregidn ala cual nibridan los ofigonucledtidos A (A} y C[C) y el transcrito {ARNCc). La presunta secuencia
transmembranal es representada por la caja blanca, el sitio potencial de fosforilacién por la proteina
cinasa C por P, elpresunto sitio de sulfataciénpor 5, los 12 sitios de N-glicosilaciénpor Qf y elmotivo
deunionazZn*2per Zn*? Tambiénse muestraelpatrénderestriccidénparalaenzimaEcoRl E {Tomadade la
referencia7s).

Secorroboré eltamanodelos oligonucledtidos sintéticos asl como supurezapor
electroforésis en gel desnaturalizante ([datos no mostrados). Los oligos A y C migran al
mismo nivelque unoligonucleodtido de 50 bases previamente utilizado en ellaboratorio
({datos nomostrados). Los oligonucledtidos A y Ctambiénsemarcaronensuextremo 3
con dATP 3°S mediante una reaccién con la deoxinucleotidil terminal transferasa
obteniéndose una eficiencia de incorporacion del deoxinucledtido de 80 2 90% y una
actividad especificade 8 a 9X108 cpm/ug. Tanto elporcenta je de incorporacién como

la actividad especifica fueron similares a los que normalmente se obtienen con un
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oligonucledtido que se emplea para detectar al ARNm de la TRH por hibridacion in situ
conelcualse haobtenidounasenallimpia y especifica. Elquelos oligonucledtidos Ay C
fueran del tamafio esperado ademas de que fueron marcados radioactivamente dela
misma manera y con la misma eficiencia que un oligonucledtido empleado para la
hibridacion i s/tv nos indicd que estos oligonucledtidos también pudieran dar buenos

resultadosenestatécnica.

.2Especificidaddelos oligonucledtidos.

Los oligonucledtidos Ay CparalaPPll estan dirigidos hacialaregién 5 del ADNc,
lacual estacomprendida enun fragmento de 2 683 pb que se obtiene al digerir el ADNC
de la PPl con la enzima de restriccion Eco Rl {ver figura 4). Para confirmar que Jos
oligonuciedtidos hibridan con el fragmento de ADNc esperado, realizamos un
"Sourthernblot” contug del ADNc de laPPlldigerido conla enzima derestriccién EcoRl
Estadigestiongenera varios fragmentos {figura 5, panell). Lamembrana se hibridé con
los oligonucledtidos A 'y C marcados con dATP 335 como sonda (ver materiales y
metodos). Como se observa en el autoradiograma (figura 5, panel 2} los
oligonucleotidos solo hibridan con labanda de 2 683 pb que se obtiene de la digestién

conlaenzimaderestriccibnEcoRl.
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Figura 5. Analisis de la hibridacion tipo "Sourthern blot" del ADNc de la PPil digendo con Eco Rl con los
oligonucledudes A y C marcados con “*S gATP. | ug del ADNC de la PPIl digenido con la enzima de
restriccion ECo Rl se somend por duplicado a eiectroforésis en gel de agarosa ai 19%; el gel se tnd con
bromuro de enudio y se fotografio en un transiuminador de UV (Paneies 1-A y 1-C). Los fragmentos dei
ADNC de la PPil digeride con Eco Rl (A y C) se transfineron a una membrana de nitroceiulosa y se
hibridaron con los oligonuciedtidos A y C marcados con **S dATP por la reaccidn de la decxinucleotidil
terminal transferasa (8x10% cpm/ug, paneies i-A y 1-C, respectivamente). Posteriormente las membranas
se expusieron a una pelicula por 6 horas a —70°C {panel 2). A 1a izquierda del panel | se muestra la
posicidn de los marcadores de peso moiecular AHind il (Biolabsjya la derecha del panel | Ios pesos
moleculares de las bandas esperadas de la digestion del pldsmido gue contiene al ADNC de 1a PPIL.

Bauer y colaboradores demostraron que las hormonas tiroideas inducen la
expresion del ARNm de la PPl en la adenohipdfisis (83). Por lo que como control de
la especificidad de 10s oligonucleotidos realizamos hibridacones /n sitw  con os
oligonucledtidos A (fig. 6) y C (datos no mostrados} en rebanadas de hipofisis de
ratas hipertiroideas {ratas T1-T5) y eutiroideas {ratas C1-C5). En el I6bulo anterior de
jos animales controles se observd una senal de baja intensidad (figura 6, panel A}.

De acuerdo con Bauer y colaboradores, se obsernvg un incremento
importante en la senal de la adenohipdfisis de las ratas tratadas con hormonas
tiroideas {figura 6, panel C} comparado con el de las ratas eutroideas (figura 6,
panel A). En el I6bulo posterior de la hipdfisis, en el cual se encuentran

principalmente terminales nerviosas provenientes de
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la regién magnocelular del hipotalamo, no se observd sefial, en las ratas controles
eutiroideas, teniéndose asl en las mismas rebanadas hipofisiarias un control negativo

(Figurab, panel A).

Como control del caracter saturable del blanco de los oligonucledtidos se
realizaron experimentos hibridando almismo tiempo con el oligonucledtido marcado y
conun exceso deloligonucledtido sinmarcar {10 veces) {figura 6, panelesByD versus A
y C}, encontrandose que la sefal se pierde tanto en las hipdfisis de las ratas

hipertiroideas (figura 6, panelD)como delas eutiroideas.
Estos mismos ensayos se realizaron con el oligonucledtido C encontrandose €l

mismo resultado (datos nomostrados). Losresultados obtenidos apoyanlaideade que

los oligonucledtidos sonespecificosparael ARNmdelaPPIL.
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Figura 6 Deteccion dei ARNm de la PP!l por hibridacion /in situ en rebanadas de
hipéfisis de ratas eutiroideas e hipertiroideas. Los cortes de hipofisis de ratas
sutirordeas (ratas C1-C5} (péneles A y B) e hipertoroideas (ratas T1-T5) (paneles Cy D)
fueron hibridados con el oligonucledtido A marcado con ATP *°S (actividad especifica
8X10® cpm/ug) (paneles B y D). Los cortes de hipdéfisis fueron hibridados y expuestos a
la pelicula fotografica por 22 dias a temperatura ambiente. Lp: iébulo posterior, La:
lobulo anterior, Li: Idbulo intermedio.
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| 3Distribucibndel ARNmdelaPPllenelcerebrodelaratapor hibridacion insitucon

los oligonucledtidos.

Teniendo evidencias iniciales de que los oligonucleétidos eran especificos se
procedié a detectar al ARNm de la PPIl en el cerebro de rata por hibridacion i situ.
Inicialmente, se hibridaronrebanadas coronales de cerebro de larata (20icras) (ratas
Ol-0O5)guecontienenalnucleo paraventricular delhipotalamo conlos oligonucleétidos
por separado. Detectamos el ARNm de la PPl a nivel macroautoradiografico en dos
capas de la corteza cerebral y en elhipocampo, después de 22 dias de exposicidn ala
pelicula{figura7 A yB).Comosemuestraenlasfiguras7 A y Blos patrones dehibridacion
delos 2 oligonucledtidos fueronsimilares, yaque amboshibridan enlos mismosnicleos,
aungue cen eloligonucledtido Clasefial fue menosintensa. Este esunargumentomuy

importante enfavordelaespecificidaddelasefalautoradiografica.
Alaparserealizaronlossiguientes controles:

*Ensayosde competenciaentre el oligonuclestidoradioactivo y unexcesode 10 veces
deloligonucledtidonomarcado. Lafigura7 Cmuestraunadisminuciénimportante enla
sefialcomparandolaconlasefialdelahibridacidén coneloligonucledtidomarcado (figura
7 A}, lo cualindica que la sefial obtenida es producto de unainteraccion especifica con

uncomponente saturable.

*Ensayos de competencia entre el oligonucleétido marcado y un exceso de un
oligonucledtido no relacionado con esta enzima, pero que hibrida con su ARNm
especifico (oligonucledtido para el ARNm de la TRH) en las mismas condiciones que
utilizamos paradetectar al ARNmdelaPPil.Enestoscortes {figura7E) se observd quela

sefal es idéntica ala observada en la hibridacidn con el oligonucledtido marcado de la
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PPII. Este resultado también sugiere que |a sefial obtenida con el oligonucledtido A es

especificaparasu ARNm.

*Hibridaciones /i situ con tejidos tratados con ARNasa previo a la incubacién con la
sonda.Enelautoradiogramanosedetectéserialendichos te jidos, lo cualnosindicé que

los oligonucleétidoshibridan especificamente conmoléculas de ARN({Figura7D).

En la figura 7 paneles C, D, E solo se muestran los controles realizados con €l
oligonucledtido A;lo mismo se observé con el oligonucledtido C {(no mostrados). Estos
datos ampliaron fos argumentos a favor de la especificidad de las condiciones de

hibridacion.

Con elpropésito de aumentar lasensibilidad deladetecciéndel ARNmdelaPPlly
viendo que los ofigonucleétidos tienen aproximadamente las mismas condiciones de
hibridaciéon y de lavado se decidié utilizar las dos sondas al mismo tiempo en una
hibridacién i situ, La sefial obtenida en los cortes hibridados con los oligonucledtidos
juntbs tiene un patrén de hibridacién practicamente igual que enlos cortes hibridados
con los oligonucledtidos por separado, con la ventaja de que la sefial es mas intensa

(Figura7F).
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Figura 7. Distribucién del ARNm de la PPl por hibridacion /n sitv en el cerebro de ia
rata en cortes coronales al nivel de NPV con oligonucledtidos marcados con dATP *S.
Experimentos controles. Cortes de cerebro {ratas O1-0O5] fueron hibridades con el
ohgonucleétido A (actividad especifica 8X10% cpom/ug} (panel A), con el oligonucleétido
C{panel B}{actividad especifica 8X10° cpm/ug); con el oligonucleduido A [actividad
especifica 8X10° cpm/ug) en competencia de un exceso del oligonucledtido A no
radioactivo (10 veces){panei C}; con el oligonucleétido A {actividad especifica 8X108
cpm/uglen cortes de cerebro pretratados con ARNasa {panel D), con el oligonucledtido
A [actividad especifica 8X10° cpm/uglen competencia con un exceso del
oligonucledtido para TRH ({10 veces) y con ambos oligonucledtidos A y C al mismo
tiempo (actividad especifica 8X10® cpm/ug). Los cortes fueron expuestos a una pelicula
por 22 dias. Hip: hipocampo, Cx: corteza cerebral,
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Una vez optimizadala deteccion del ARNm de ta PPl por la técnica de hibridacion
in situcon oligonucledtidos se realizo un analisis preliminar de la distribucion deit ARNm
de la PPll en el cerebro de rata [ratas A y C) poniéndose énfasis en las regiones que
sintetizan al receptor de la TRH 6 al TRH mismo (Figura 8). Los resultados de la
macroautoradiografiamuestran sefalintensa en algunas capas de la corteza cerebral
frontal y posterior, la cortezapiriforme, lacorteza delcingulo, las dif erentes capas de!
hipocampo ([CAla CA3) y el nucleo periventricular talamico. Con menos intensidad se
detectalasefial en elndcleo superior del coliculo, los nucleos mamilares delhipotalamo,

elnucleo anterior hipotalamico ylosnucleos septales{Figuras).

La especificidad dela sefialmacroautoradiografica se confirmo por la deteccion
delasenalsobrecélulas alexponer loste jidos alaemulsidn fotografica.Enlas figuras9y
10semuestranfotografiasrepresentativasde celulas gue presentan granos de plataen
sus nucleos (algunas son sefaladas con flechas) encontradas en distintas regiones del
cerebrodelarata,resultadodelainteraccidndelaradioactividad emitida por las sondas
con la emulsién fotografica. Cabe mencionar que en este experimento, el cociente
sefial sobreruidono fue muy alto, lo que introdu jo un grado de incertidumbre sobre la
identificacion de las células positivas. Con el analisis microautoradiografico se
corroboréla sefial obtenida conla macroautoradiografia ademas de detectarse otras
regiones positivas que contienen un nimero pequefio de células positivas, p.e elNPV

delhipotalamo(figura9, panelB).
En la Tabla 6 se resumen las regiones en donde detectamos en la macro y

microautoradiografiael ARNmdelaPPllasi comolaintensidaddelasefal, indicador dela

cantidaddet ARNm.
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Figuré 8 Distribucién del ARNm de fa PP por hibridacién i situ en cortes coronales de
cerebro de ia rata detectado con {os aligonucle6tidos A yC juntos marcados con dATP
335 Los cortes de la parte anterior y media del cerebro de la rata (ratas A y C) fueron
hibridados con oligonucledtidos marcados con dATP *°S (actividad especifica 8X10*
cpm/ug) y expuestos a una pelicula por 22 dias. La figura muestra de izquierda a
derecha, de arriba hacia abajo cortes de cerebro de rata de la parte mas anterior a la
parte media del cerebro de la rata. Cx: corteza cerebral, Cci: corteza cingulata, CPF:
corteza piriforme,nsh: nucleo septohipocampal, Sd nucleo septal lateral dorsal, Hip:
hipocampo, PVN: nucleo paraventriculardel hipotalamo.tpv: nacleo periventricular
taldmico, ndm: nucleo dorsomedio del hipotalamo.
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- Figura IO.Fotografias de células que expresan el ARN mensa jero de la PPl en el cerebro de larata. En A:

Nucleo periventricular talamico, B: Corteza cingulata. Los cortes de cerebro rata (ratas A y C) fueron
hibridados con los oligonucledtidos A vy C (actividad especifica: 8X108 cpm/ug) y expuestos a emulsién
fotografica por 44 dias. Los cortes fueron tefidos con hematoxilina-ecsina, montados {anexo 7) y
observados enluz visible. Algunas células positivas {congrancs de plataprecipitados) sonindicadas conlas
flechas. Ob jetivo: 100X,
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TABLA 6
DISTRIBUCION PRELIMINAR DE LAS REGIONES POSITIVAS AL
ARNmM DE LA PPIl DETECTADO CON OLIGONUCLEOTIDOS EN EL
CEREBRO DE RATA.
REGION NUCLEOS ARNm de la PPIi
Ganglios basales Nucleo e
septohippocampal
Nucleo septolateral **
Amigdala Nucleo de la base *
estriada terminal
Hipotdlamo Niucleo dorsomedio *
Nucleo  hipotalamico
anterior
Nucleo paraventricular *
Nucleo ventromedial *
Tdlamo Nucleo periventricular * ¥
Subtdlamo Zona incierta *
Hipocampo Capas piramidales del *RAk
hipocampo
(CAI-CA4)
Mamilares Nucleos mamilares *
Mesencefalo ‘Nucleo superior del *
coliculo
Corteza cerebral Corteza  cerebral *
frontal
Corteza cerebral **
posterior
Corteza cingulata *x
Corteza piriforme Ok

Cadasimbolo *representalaintensidad de la sefial observada visuaimente enlapelicula autoradiografica
yenlamicroautoradiografia *<* <> > %
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I DETECCIONDEL ARNMENSA JERODELAPPICON ARNC.

Il1Disenodeltranscritoquehibridaal ARNmensa jerodelaPPIl.

Durante el estudio dela distribuciéon det ARNmde la PPil conlos oligonucleétidos,
el ADNcnos fue proporcionado. Este plasmidonos permitié generar sondas de ARNC y
asi incrementar la sensibilidad de la técnica. A Qartir de este ADNc se construyo el
plasmidopSPT19-PPll{Figura 3, materiales y'n"uétocfos).EIfragmento quesec amplificépor
PCRyseclondenelvector paralatranscripcion, corresponde alaregion donde hibridan

los oligonuciedtidos (anexo 2).
Il.2Especificidad delasonda

La especificidad de esta sonda se comprobd al realizar una hibridacién tipo
"Northernblot"con ARN total de distintos organos de larata utilizando como sonda el
fragmento obtenido por PCR marcado por €l métodé‘ de "random priming" con dCTP
32p Enlafigurallsemuestraquelasondahibridacon ARNs mensa jeros que van desde 4
hasta 9 Kb en cerebro ¢ hipotalamo mostrandose una sefial muy tenue en hipofisis.

Estosresultados concuerdanconloreportadoanteriormente(75).
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Figura 11, Andlisis por "Northern biot" del ARNm de Ia PPIi en cerebro e hipdfisis de !a rata. ARN totaies de
cerebro {a), hipotdlamo {b) e hipdfisis (c) fueron extraidos, fraccicnados por peso molecular por
electroforésis en un gel desnaturaiizante de agarosa 1%, formaldehido y Na,HPO,. El gel se tnd y se le
tomo una fotografia (panel A). Posteriormente se transfineron los ARNm a una membrana de nitroceiuiosa
y se hibridaron con el fragmento obtenido de la amplificacion de un fragmento del ADNC de la PPIl por
PCR previamente marcado por "random priming”  (actividad especifica 4X 10® comy/ug). El biot fue
expuesto a una peiicula a 76°Cpor 62 hr {panel B). A la izquierda de i0s paneles a y b se indica el patron de
los marcadores de pesc molecuiar de ADN [AHING NI, Biolabs) y a !a derecha se indican Ios sSitios de
migracion de 1os ARN nibosomaies 28 Sy 185

II.3 Sintesis de la sonda de ARNC.

El ARNC antisentido se sintetizd por transcripcion #1 viero utilizando UTP 2P 6
UTP Sy, como templado, el pldsmido que se muestra en la figura 3 previamente
linearizado con Bam HI & Eco Ri. La eficiencia de la incorporacion del UTP P fue
siempre de 80 a 95% y del UTP S fue de 75 a 87%. Con el UTP *P se obtuvieron
entre 120 y 190 ng y-con UTP S entre 110 y 138 ng de ARNC con actividades
especificas de 1.8y 3 X10° cpm/ugy 2.1 y 3.5 X10°cpm/ug, respectivamente. EStos
pardmetros No mostraron diferencia significativa entre 1as transcripdiones #1 vitro
con ios diferentes isGtopos. El ARNC sentido se sintetizOd por transcripcion i vitro
utilizando UTP *°S y como templado el plasmido que se muestra en la figura 3,
previamente linearizado con la enzima de
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de restriccién Hind Ill. La eficacia de la incorporacion del nucledtido radioactivo UTP
3S fue de 61.9 %, obteniéndose 97 ng de ARNC por reaccion y una actividad
especifica de 2.5 X10° cpm/ug. La eficiencia de la reaccion de 1a transcripcion i
vitro para generar €l ARNC sentido fue menor con respecto a la obtenida para
generar el ARNC antisentido, debido quiza a una diferencia entre las eficiencias de fa
transcripcion entre la T7 y la SP6 ARN polimerasa. A pesar de esta diferencia ia
actividad especifica de la sonda sentido no fue muy diferente a la obtenida con los
ARNC antisentido. La figura 12 muestra los autoradiogramas de las electroforésis de
as alicuotas de los ARNC antisentido marcados con UTP S {figura 12 panel 1 b} y
de la alicuota del ARNC sentido marcado con UTP **S (figura 12, panel Il b). En esta
figura se muestra que los transcritos antisentido y sentido mayoritarios son del
tamano esperado (aproximadamente de 700 pb} y que no hay fragmentos mayores

que estos.

|G£)__||O_E)__
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Frgura 12, Autoradiograma de ia transcnpcion #1 witro de los ARNC antisentido de la PPIl marcados con
UTP * S y ei ARNC sentido de la PPl marcado con UTP S, fa) patrén de los marcadores de peso molecular
de ARN estandar (0.4-2.8 Kb, Gibco BRL), Ib) alicuota det ARNC antisentido marcado con UTP 5 (2.1 X10°
cpm totales), 11a) patron de los marcadores de peso molecular de ARN estandar {0.4-2.8 Kb, Gibco BRL),
(b} aiicuota det ARNC sentido marcado con UTP *S (2.1 X10° cpm totales). Las alicuotas de los paneles
fueron sometidas a electroforésis en get de acritamida 8%, 8M urea y expuestas a una pelicula por | hora a
temperatura ambiente



.4 Distribuciondel ARNmdelaPPil.

Unavezqueseobtuvoeltranscritode ARNc antisentidomarcado conUTP 33P se
estandarizaron las condiciones de hibridacion #7 sit con estas sondas en cortes de
cerebro de rata {ratas K y L) como la cantidad de sonda a emplear por tejido, la
temperatura de hibridacion y los lavados (datos no mostrados). Posteriormente se
analizé la distribucion del ARNm de la PPl por hibridacién i situ a todo o largo del
cerebrodelarata(ratasHel).Lafigural3 muestréqueIogramosaumentarla sensibilidad
delensayo yaque eltiempo de exposicion alapeliculaautoradiograficaseredu joa 3.5-
4 dlas, perobasicamente observamos lamismadistribucion en el ARNmdelaPPllque ya
habfamos detectado con los oligonucledtidos, por e jemplo: elhipocampo y la corteza
cerebral Enalgunasregiones, por e jemplo: NPV donde los oligonucledtidos dieronuna

seAalmuy ba jaodudosafueposiblecorroborarlapresenciade ARNmconestasonda.
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Figura 13. Distribucién del ARN mensajero de la PPl en cortes de las partes anterior,
media y posterior del cerebro de la rata. Los cortes de cerebro de rata (ratas H e |}
fueron hibridados con los ARNc marcados con UTP 3P (actividad especifica 1.6X10°
cpm/ug) y expuestos a pelicula por 3.5 dias. La figura muestra de izquierda a derecha,
de arriba hacia a bajo cortes de cerebro de rata de la parte mas anterior a la parte
media y posterior del cerebro de ta rata. Gl capa glomerular. Gr: capa granuiar, Pl
capa plexiforme, Cx: corteza cerebral, CCi: corteza cingulata, CPF: corteza pirifoerme,
sd: nucleo septal dorsal, Hip: hipocampo, PVN: nucleo paraventricular del hipotalamo,
hb: habénula lateral, Cer: iGbulos cerebelares.
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A nivel de microautoradiografia la sefial se observé muy dispersa, adentro y
afuera de las células, lo que dificulté ‘el rec;onocimiento de nugleos positivos,
principalmente con niveles de ARNm de la PPIl ba jos (datos no mostrados). Por lo
anterior se decidié estandarizar en las rebanadas de cerebro de rata {ratas M y Nj la
hibridacion insituconsondasde ARNcmarcadas conunisdtopoquée permiteunamayor

resolucion anivelcelular; 35S. .

Conestasondaserealizéunanalisisdeladistribuciondel ARNmdelaPPll{ratasMy
N}, obteniéndose a nivel de macroautoradiografia la misma senal que se habla
observado conlos oligonuclesétidos y los ARNcmar cados conUTP 23P {figuras 14 y 15). La
microautoradiografia de los cortes coronales Hibridados con ARNcmarcado con UTP
35S permitié confirmar los nucleos positivos para el ARNm de la PPl y se observé sefal
positiva en los que, por la baja sintesis de éste, no se habian podido detectar. En las

figurasi6a22semuestranfotografiasdecélulas positivas enalgunosnucleos.

Alapar que serealizéladistribucién del ARNm de la PPIt con las sondas de ARNc
marcadas con 355 se realizé una hibridacién con ARNC sentido. La figura 23 muestra
ausencia de sefnal en el tejido hibridado con ARNc sentido (figura 23, panel B}
comparado conuncorte dete jido contiguo hibridado con ARNc antisentido marcado
conUTP 35S {figura 23, panel A).Estos resultados son preliminares ya que durante este
experimento surgieron problemas que dificultaron ladetecciéndelasefalconlasonda

antisentido.
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Frgura 14. Distribucion del ARN mensajero de la PPil en corntes de las partes anterior y media def cerebro de
la rata. Los cones de cerebro de rata {ratas M y N} fueron hibridados con ARNC marcado con UTP #5
lactividad especifica 3 X10° com/ug) y expuestos a pelicuia por 3.5 dias. La figura muestra de izquierda a
derecha, de amba hacia a bajo cortes de cerebro de rata de la parte mas anterior a la parte media del
cerebro de la rata. La: I6bulo anterior de Ja hipdfisis, Gl capa glomerular, Gr: capa granular, Pl: capa
plexiforme, Cx: corteza cerebral, Cci; coreza cingulata, CPF. corteza piriforme, nsh: ndcleo
septohipocampal, sd: nucieo septal dorsal, Hip: hipocampo, PVN: nucleo paraventricuiar del hipotlamo.
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Figura 15. Distribucion del ARN mensajero de la PPH en cortes de las partes media y
posterior del cerebro de 1a rata. Los cortes de cerebro de rata {ratas M y N} fueron
hibridados con ARNc marcados con UTP 3°S [actividad especifica 3XI10° cpm/ug} y
expuestos a pelicula por 3.5 dias. La figura muestra de izquierda a derecha, de arriba
hacia a bajo cortes de cerebro de rata de 1a parte media a posterior def cerebro de ia
rata. Cx: corteza cerebral, CCi: corteza cingulata, CPF: corteza piriforme, Hip:
hipocampo, tpv: ndcleo periventricular taldmico, Cer: ldbulos cerebelares. La uUltima
fotografia corresponde a cortes de médula espinal cervical
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Figuralo.Fotograliade celulas que expresanel ARNmensa jerodelaPPileneinicleo septohipocampal En
la figura se muestran fotografias tornadas conlos ob jetivos 10X encampo obscuro (A}, y encampo claro
con el ob jetivo de 100X (B). Los corltes fueron hibridados con el ARNC marcado con UTP 3°S {actividad
especifica: 3X10% cpm/ug) y expuestas a emulsion fotograficapor 20 dias. Los cortes de cerebro derata
{ratas M y N} fueren tefidos con Nissl, montados [anexo 7) y observados en luz visible. Algunas celulas
positivas [congranosdeplata precipitados) sonindicadas cohlas flechas.

-
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Figura I7. Fotografia de células que expresanel ARN'mensa jero de la PPl en el nucleo septal dorsat. Enla
figura se muestran fotografias tomadas en campo claro con los ob jetivos 10X (A} y 100X [B). Los cortes
fueron hibridados con el ARNc marcado con UTP 355 (actividad especifica: 3X107 cpm/ug) y expuestos a
emulsion fotogréafica por 20 dias. Los cortes de cerebro de rata {ratas M y Nj fueron tefiidos con Niss|,
montados {anexo 7} y observados en luz wvisible. Algunas celulas positivas (con granos de plata
precipitados)sonindicadas conlas flechas.
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Figura I8 Fotografia de células que expresan el ARNmensa jero de la PPIl en el nucleo amigdalino central.
Enta figura se muestran fotografias tomadas en campo claro con las ob jetivos 40X {A} y 100X (B). Los
cortes fueron hibridados con el ARNc marcado con UTP 3°S (actividad especifica: 3X10° cpm/ug) y
expuestas aemulsion fotografica por 20 dias. Los cortes de cerebro derata{ratas M y N} fueron tefidos
conNissi, montados {anexo 7} y observados enluz visible. Algunas células positivas (con granos de plata
precipitados)sonindicadas conias flechas.
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Frgura I9 Fotografia de células que expresan el ARN mensa jero de la PPll en la corteza piriforme. Enla
figura se muestran fotografias tomadas con el ob jetivo de 10X en campo cbscuro [A) y en campo claro
conlos ob jetivos de 100X {B). Los cortes fueron hibridados con el ARNc marcado con UTP 35 {actividad
especifica: 3X10% com/ug) y expuestos a emuision fotografica por 20 dias. Los cortes de cerebro de rata
{ratas M y Nj fueron tefidos con Nissl, montados {anexo 7] y observados en luz visible. Algunas células
positivas(congranosde plataprecipitados) sonindicadas conlas flechas.
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Figura 20 Fotografia de células que expresan el ARN mensa jerc de la PPIl en las capas CA2 y CA3 del
hipocampo.Enlafigurase muestranfotogr afias tomadas conelob jetivo 10X encampo claro de ¢éiulas de
lacapaCAZ2(A}y CA3(C)delhipocampo y encampo oscuro de las capas CA2 y CA 3 (B). Los cortes fueron
hibridados conel ARNc marcado conUTP 325 {actividad especifica: 3xio? cpm/ugly expuestosaemulsion
fotograficapor 20 dias. Los cortes de cerebro de rata (ratas M y N) fueron tefiidos con Nissl, montados
fanexo 7} y observados en luz visible. Algunas células positivas {con granos de plata precipitados) son
indicadas conlas flechas.
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Figura 21 Fotografia de células que expresan el ARN mensa jero de la PPIl en tas capas CAly CA3 del
hipocampo. En la figura se muestran fotografias tomadas con el ob jetivo 10X en campo oscuro de las
capasCAlyCA3(A)y encampo clarolas capas CAlB)y CA3(C]). Los cortesfueronhibridados conel ARNc
marcado con3°S (actividad especifica: 3x10°? cpm/ugly expuestos aemulsionfotograficapor 20 dias. Los
cortes de cerebroderata(ratas M y N} fueron tefiidos con Nissl, montados (anexo 7} y observados enluz

visible. Algunas células positivas [congrancs de plata precipitados) sonindicadas conlas flechas.
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el ob jetivo de 100X de la capa CA3 (D). Los cortes fueron hibridados con el ARNC marcado con UTP 3%
(actividad especifica: 3x10° cpm/ug) y expuestos a emulsion fotografica por 20 dias. Los cortes de
cerebro de rata (ratas M y N} fueron tefidos con Nissl, montados (anexo 7) y observados en luz visible.
Algunas células positivas{congrancs de plataprecipitados)sonindicadas conlas flechas.
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Figura 23, Distribucion del ARNm de la PPIl por hibridacion /n sitw en €l cerebro de Ja rata en cortes de
coronales ai nivel del NPV con ARNC antisentido y sentido marcados con UTP #S. Experimentos controles.
Cortes de cerebro contiguos {ratas Q1-O5} fuercn hibridados con ARNC antisentido {actividad especifica
2.4 X10° epm/ug) (panel A} y con ARNC sentido (actividad especifica 2.4 X10° cpm/ug) {panel B}. Los cortes
fueron expuestos a una peiicula por 5 dias. Hip: hipocampo, Cx: corteza cerebral.

Con ios resultados de las micro y macroautoradiografias obtenidas con las
sondas de ARNC marcadas con UTP Py con UTP S se realizd una cuantificacion
visual y se construyo 1a tabla 7 en donde se muestran Ios nucleos positivos para el

ARNmM de la PPIl asi como la intensidad relativa de la sehal.

ESTA TESIS NO BDEBE
o (3
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TABLA 7

DISTRIBUCION DE LAS REGIONES POSITIVAS AL ARNm DE LA PPl

DETECTADO CON ARNc EN EL CEREBRO DE RATA,

REGIONES |PPII ARNm REGIONES (PPII ARNm
Bulbo Capa *kx Hipotidlamo {Nicleo *
olfatorio glomerular ventro
medial
Capa *Ekx Epitdlamo Habénula b
granular lateral -
Capa ok Talamo Nicleo peri- **
plexiforme ventricular
externa
Capa ok Subtilamo Zona incierta *
plexiforme
interna
Ganglios Nicleo o Hipocampo Capas pira- kK
basales septolateral midales del
hipocampo
Niicleo *ox Mesencéfalo Cotliculo *
septomedio * $
Nicleo septo * %k Periacueducto *
hipocampal gris
Amifgdala Nicleo * Corteza Corteza *
basolateral cerebral cingulata
Nicleo de Ia * Corteza ow
base estriada frontal
terminal
Nicleo * Corteza o
cortical posterior
posterior
Nicleo medio * Corteza il
piriforme
Hipotdlamo Area * Corteza *
hipotalimica peririnal
anterior
Area pre- * Cerebeld I Lébulos *ok Ak
dptica media . cerebelares
Area * Médula Nicleo motor *
predptica oblongada dorsal
lateral
Nicleo * | Niicleo *
hipotaldmico i hipoglosal
dorsomedio
Nicleo * Nicleo  del *
hipotaldmico tracto
lateral solitario
Niicleo para- * Niicleo *
ventricular reticular
Nicleo peri- * Médula ¢ Médula *
"| ventricular espinal espinal cerv.
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VIi DISCUSION

Lapiroglutamilpeptidasall (PPl esuna ectoenzimamembranalcapaz de inactivar
ala TRH /7 vitro. Se ha propuesto que la PPl es la enzima responsable de modular los
niveles de la TRH en el espacio extracelular. Varias investigaciones han sido realizadas

paraesclarecer siladistribuciondelaPPille permitellevar acabo estafuncion.

aj Andlisis de la distribucion de la actividad especifica de la PPl en drgaros y distintas
regiones delSNC de larata y del cone jo.Estos traba jos, sibien indicaron que la PPl se
encuentra principaimente en el SNC, distribuida de manera heterogénea, tienen como
limitantes laimprecisién de la diseccién y la pobre resolucién anatémica que se obtiene

deestamanera.

bjAndiisisdeladistribuciondel ARNmdelaPPliporlatécnicadelaproteccidnala ARNasa
¥ por hibridacion tipo ‘Northern blot™ €n drganos de la rata y por la técrica de la
proteccion a la ARNasa, por la "RT-PCR" y por hibridacion tipo "Northern blot” en
regiones del SNC de larata Por medio de estas técnicas se obtuvieronresultados que
concuerdan con la distribucion de la actividad especifica de la enzima, anteriormente
mencionada.Estos traba jos, indican que el SNC es el principal brgano donde se sintetiza
y expresa la PPIl, siendo consistente con una funcidn ligada a circuitos neuronales
especificos. La concordancia entre la distribucidn de la actividad especifica en las
distintasregiones y/onucleos delSNCy ladistribucionde su ARNm pareceindicar quela

proteinamaduraselocalizacercadelsitiodesintesisde su ARNm.

¢/Efectodeladegeneracidonde axones deneuronas TRHErgicas enuncircuitoneuronal
que proyecta delrafe haciala méadula espinal, sobre la actividad enzimdtica en la zona

blanco. Andlisis de la localizacion celular de la actividad en la adenohipdfisis de rata.
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Ambosexperimentossugierenquelaenzimaselocalizaenlas célulasblancodelaTRH, al

menosenestoscasos.

A pesar de todos estos esfuerzos no sehabia podidoresolver de manera precisa
lalocalizacion celular delaPPlien el SNC que permitiera entender me jor larelevanciade
esta enzima. Debido a que los distintos esfuerzos por obtener anticuerpos dirigidos
contra la PPIl que permitieran determinar su localizacion no habian prosperado hasta
entonces, en este traba jo se decidié emplear una de las técnicas de hibridacién conla
finalidad de localizar al ARNm de la enzima, aprovechando la reciente clonacién y

secuenciacidbnde su ADNCc.

Para poder resolver la distribucion del ARNm de la PPIl a nivel celular, se decidié
emplear la técnica de hibridacion i situ por que permite localizar, sin destruir la
organizacion anatémica del SNC, el ARNm en cortes de te jido por medio de sondas
especificas y permite observar anivelcelular la sefial emitida por dichas sondas. Existen
variostiposdesondas, siendolasmas empleadaslos oligonucledtidos, por su facilidad de
mane jo y economiaylos ARNcpor sualtasensibilidad.Enestetraba jose emplearon, en

eseorden, estasdos sondas.

Para obtener una hibridacion /in situ cuyos resultados sean confiables es
necesario determinar la especificidad de las sondas y estandarizar as condiciones
Optimas delahibridacién. Los oligonucledtidos se caracterizaron por hibridaciones tipo
“Sourthernblot”, donde se observé que selohibridan con el fragmento de ADNc al cual
son complementarios, eliminando asi la posibilidad de un error en eldisefio y/o sintesis

deestassondas.
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Los criterios de especificidad de los oligonucledtidos en la hibridacion i situ

fueronlossiguientes:

I} El aumento de la sefal obtenida por la hibridacién in situ en las adenohipdfisis de las
ratas hipertiroideas comparada con la sefial observada de las ratas eutiroideas. Este
aumento es concordante con los datos obtenidos por Bauer y colaboradores en una
hibridacién tipo” Northern blot”. En dicho reporte los autores muestran que los niveies
de ARNm de la PPl de hipofisis de ratas hipertiroideas aumentan mas de 10 veces con
respectoalosnivelesdedichomensa jeroenhipéfisisderatas eutiroideas(83).
2)Eldesplazamientodelasefalporunexcesode 10 veces del oligonuclesdtidohomdlogo
frio.

3) E!l que no se desplazara la sefal cuando se realizé la hibridaciéon en presencia de un
excesodeoligonucledtidoheterdlogofrio.

4)Lapérdidadesenalente jidos pretratadoscon ARNasa,

5}La obtencion de una distribucién de la sefial practicamente idéntica en hibridaciones

insitucondos oligonucledtidos distintos.

Estos datos en con junto demostraron que la sefal obtenida por la hibridacion
in situ con los oligonuclesdtidos en los distintos nucleos del SNC de la rata a nivel

macroscopico y microscépicoesprobablementeespecificaparael ARNmdelaPPIL.

Las sondas de ARNc han demostrado ser mas sensibles que los oligonucledtidos
por formar hibridos mas estables con los ARNm y sintetizarse con actividades
especificas mas altas que las obtenidas al marcar radicactivamente a los
oligonucleétidos. La incertidumbre de que la distribucion inicial obtenida con los
oligonuclestidos fueraparcial, esto es quenose estuvieran detectandoiasregiones en

donde el ARNm de laPPll estuviese poco abundante, nosllevd alempleo de ARNc como
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sondaalternativa. Teniendocomo antecedentela especificidad delos oligonucieétidos
se decidié sintetizar ARNc que fuera homologo a un fragmento de ADNc que
contuvieralas secuencias de los oligonucledtidos. La caracterizacion del fragmento de
ADNCc templado del ARNC se realizé mediante una hibridacion tipo "Northern blot” en
donde se observaron distintos ARNm que van de 4 a 9 Kb en cerebro e hipotalamo,
detectandose niveles mas bajos en hipdfisis, como se habla reportado con

anterioridad.

La distribucién de la sefal obtenida con esta sonda a nivel macroscépico fue
practicamente igual a la obtenida con los cligonuciedtidos a ese mismo nivel,
reduciéndose el tiempo de exposicion. El que dos sondas distintas mostraran una
distribuciébn de la sefial practicamente idéntica a nivel macroscopico apoya la
especificidaddelasondade ARNc ylaespecificidad deladistribuciénpara el ARNm de la
PPIl. Como criterio adicional de especificidad de los ARNCc se realizé un experimento
preliminar. que mostré que no hay sefial en los te jidos hibridados con el ARNC sentido
marcado. Otro dato importante es que la distribucion observada en los distintos
experimentosrealizados concadaunadelas sondas fue practicamenteigual, porloque

ladistribucibnmostradaenlastablas 6,7 y 8 esindependientedelarataempleada.

Lasefaldetectadaconambas sondas aniveldemacroautoradiografiasereduce
a unos cuantos nucleos y regiones. Encontrandose los niveles mas altos en: el
hipocampo, algunas capas de la corteza cerebral anterior y posterior, la corteza
piriforme, elcerebelo y elbulbo olf atoric. Estos niveles concuerdan conlos resuitados
deladistribucionregional del ARNm de la PPll obtenidos por un ensayo de proteccion a
ARNasa realizado durante el desarrollo de este trabajo (Wik, E. Comunicacion
personal), por "Northern blot" {75] y por la "RT-PCR" en algunas de esas regiones,

obtenidos en el laboratorio (77). Esta es la prueba definitiva de que los resultados
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obtenidos por hibridacion i situ refle jan la distribucion celular del ARNm de la PPII.
Durante larealizaciéon de este traba jo, otro grupo hareportado de manera preliminar
una distribucion del ARNm de la PPil por hibridacion i situ, empleando como sonda

ARNc, encontrandounadistribuciénparecidaalaquesemuestraenestetraba jo(90).

Essoloenlamicroautoradiografiaquese observanunmayor numerodenucleos
positivos al ARNm de la PPIl.Es también a este nivel donde se aprecia que los niveles de
ARNm de la PPIl por célula enlamayoria de los nucieos son bajos ya que el numero de
granosde plataprecipitados enlos nucleos celulares es ba jo, observacion que tambien
coincide conlosba josnivelesde ARNdelaPPllencontrados por elensayodeproteccion

aARNasa, endistintosnucleosdelcerebrodelarata.

Las tablas 6, 7 y 8 muestran las regiones y nucleos positivos observados anivel
macroscOpico ymicroscopico. Apesardequesetratoderealizar elanalisisde taimanera
que sehibridaran todos los nucleos y regiones del SNC en almenos dos ratas, tomando
varios cortes coronales cada 300 um {basandonos enun atlas), por problemas técnicos
algunos de estosnucleos y/oregicnesno fueronrastreados ono se tomaronmuestras
adecuadas de éstas obiensesometieronahibridacion unasolavez y/oencortesdeun
soloanimal.Losresultadosmostrados enlas distintas tablas solomuestraniasregiones y
nucleos que se consideran positivos para el ARNm de la PPH a nivel macro vy
microscopico. Se tomaron como parametros para considerar como positiva la sefial
observadaanivelmicroscopico elqueelte jidomostraraunruidoreducido y encontrar
almenos 6 a 8 granos de plata sobre varios nucleos celulares de una misma region 6
nucleodelSNC de larata. Todos estos parametros se fi jaron con el proposito de evitar

crear falsospositivos.
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La distribucion regional de las endopeptidasas 24.11, 24.16 y las aminopeptidasas
Mily A en el SNC coincide con la distribucion del{los) receptories) de su(s) sustratofs), lo
cual habla del papel de estas enzimas en la requlacion de la concentracion de sus
sustratos en el espacio sinaptico y, por ende, de su actividad sobre la célula blanco. Al
comparar la distribucion del ARNm de la PPil con el ARNm delreceptor de la TRH (91} se
observaque existeunagrancoincidenciaentrelosnucleos positivos parael ARNmdela
PPll y los reportados para el ARNm del receptor de la TRH (Tabla 8). En la tabla 8 se
observaquedeS5éregiones analizadaseneste traba jo, conlas sondas mencionadas, en
36deellas coincidenlos ARNmdelaPPlly delreceptor dela TRH, siendo 7regiones enlas
que no coinciden estos ARNm quedando 13 en duda. Para obtener mayor informacion
sobrelarelacionentre estas distribuciones, se determind siexisteuna correlacidbnentre
la cantidad de la sefal para los dos ARNm, a lo largo de las regiones de la tabla 8. Se
encontrd una correlacion positiva entre los dos parametros (no mostrado), lo que
sugiere que amayor concentracion de ARNm delreceptor hay mayor concentracion
de ARNm.de la PPIl. Cabe aclarar que este andlisis de correlacion solo se puede tomar
como preliminar por que las cuantificaciones reportadas son visuales y provienen de

estudios distintos.
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TABLA 8 DISTRIBUCIONES DE LOS ARNms DE LA PPIl Y DEL RECEPTOR DE LA TRH
EN EL CEREBRO DE LA RATA.

REGIONES NUCLEOS PPII ARNm |TRH-R ARNm |REGIONES NUCLEOS PPII ARNm | TRH-R ARNm
BULBO Capa glomerular *xk #it# AMIGDALA  [Nucleo de la base * #
OLFATORIO . estriada terminal
Capa granular *rkE ki Nucleo central - -
Capa plexiforme *EAX tHih Nucleo cortical * #
externa posterior
Capa plexiforme *ExE #t Nucleo lateral ? HiH
interna
GANGLIOS Caudato putamen - # Nucleo medio * HitH
BASALES
Globo palido - # HIPOTALAMO | Area hipotalamica * #
anterior .
Nucleo acumbens - it Area predptica * Hi
lateral
Nukcleo ** fH# Area preoptica * Hi#
septolateral media
Nucleo ok Hit Eminencia media ? -
septomedio
Nicleo septo- *kx FHHE Nicleo arcuato ? #
hipocampal
Nucleo septo- - - Nucleo * Hith
hipotalamico hipotalamico
dorsomedio
AMIGDALA Area amigdalo- - - Nugcleo * HiH
hipocampal hipotalamico
lateral
Niicleo basolateral * - Niicleo * #H
' paraventricular

Los #indicanlacantidadde ARNmdelreceptordela TRHreportadoen 9. #<# #<##t#i<###.Los *indicanla cantidadde sefial cuantificada
visualmente anivelde micro y macroautoradiografiaeneste traba jo. *<**<***<**** 7regionesendonde hay duda.N.R.noreportado, -no

detectado.
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TABLA 8 DISTRIBUCIONES DE LOS ARNms DE LA PPIl Y DEL RECEPTOR DE LA TRH
EN EL CEREBRO DE LA RATA.

REGIONES NUCLEOS PPII ARNm TRH-R ARNm |REGIONES ~ [NUCLEOS  |PPII ARNm TRH-R ARNm
- |Nucleo * # MESENCEFALO | Coliculo T #
periventricular L ~_superior |
Nucleo hipota- ? ## Periacueducto * #
lamico posterior I e . |gris
Nicleo supra- - # CORTEZA Corteza *x #
quiasmatico R CEREBRAL  [cingulata N
Nucleo * H Corteza cerebral *¥ #
ventromedial frontal
EPITALAMO |Habénula lateral * - Corteza cerebral ** #
- . - o posterior
Nucleo reticular - - Corteza *E* #i
talamico o - piriforme
Reuniens : - _[Comezaperirimal| _ * i
TALAMO Niucleo ? - CEREBELO Ldbulos *akk N.R.
centromedio N cerebelares -
Niicleo * #it MEDULA Niucleo * #HitH
periyentricular S |OBLONGADA | hipoglosal -
Nucleo ? N.R Nucleo motor * ##
paratenial ™ o L dorsal
SUBTALAMO |Zona incierta * N.R Niicleo del rafe - N.R.
- medular o
HIPOCAMPO | Capas A # Nucleo reticular * N.R.
piramidales del
hipocampo e L L 0
Giro dentado - iy Nicleo tracto * #
B solitario
MAMILARES |Nucleo ? - Oliva superior - N.R.
remamilar
Niicleo ? HiH MEDULA Médula espinal * #
supramamilar ESPINAL cervical

Los #indicanlacantidadde ARNmdelreceptordela TRHreportadoen Sl #<##i<##t i< ## # Los *indicanlacantidad de sefal cuantificada
visualmente anivelde micro y macroautoradiografiaeneste traba jo. *<**<***<**** 7regionesendonde hay duda.N.R.noreportado, -no

detectado.
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Estaalta coincidenciapudieraindicar: a) que ambosmensa jeros son sintetizados
enlamismacélula, b)que muy probablementelaPPllse encuentre enlacéiulablancodela
TRH y que quiza su localizacién le permitira controlar los niveles de su sustrato en su
célula blanco. La hipdtesis delinciso a requerira, para confirmarse, del empleo de una
doble hibridacién i sit para el ARNm de la PPil y el ARNm delreceptor de la TRH. La
segunda hipotesis requerird de una doble inmunohistoquimica contra estaenzima y la

TRHo elreceptor delaTRHparacomprobarse.

Sibienladetecciondel ARNmdelaPPlenunnucleononecesariamenteindicaque
éstesetraduzcaenunaproteinaactivaocquelaproteinanoseatransportadafueradel
nucleo, si concuerda la distribucién del ARNm con la presencia de la actividad de la
enzima enlasdistintasregionesdelSNC delarata(ver tabla5). Lo anterior apoyalaidea
de que elmensa jero que se detectd mediante{ahibridacion i situsea traducido enuna
enzimaactiva, almenos enlamayoriadelasregiones estudiadas y que laenzimano sea

transportadale josdesusitiodesintesis.

Sin embargo, también se observan regiones en donde se reportd senal para el
receptor dela TRHperonose encontroé sefialparael ARNmdelaPPIll.En estasregiones 6
nucleos a)ladistribucidon del ARNm de la PPIl puede ser incompleta por falta sensibilidad
en la técnica para detectar un ARNm que se encuentra en ba ja concentracion ¢ bjla
utilizacién de atlas diferentes en los dos estudios & ¢} el ARNm delreceptor de la TRH
pudierano traducirse &dj pudierahaber otros mecanismos de eliminaciondela TRHdela
célulablanco como elmecanismo de internalizacién através delreceptor, observadoy
medido previamente o por capturallevado acabo por un sistema de transporte activo.
También se encontraronregiones o nucleos en donde se encontrd sefal para el ARNm
de la PPl pero no se reportd sefial para el ARNm del receptor de la TRH. Esto puede

deberse: al aqueladistribucién del ARNmdelreceptor dela TRH es incompleta por que
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falta sensibilidad en la técnica para detectar un ARNm gue se encuentra en baja
concentracion ¢ b) ala utilizacion de atlas diferentes en los dos estudios © ¢} a que en
estasregioneslaPPllseapresinaptica. Conrelacion a estalltima posibilidad se compar6
la distribuciéon del ARNm dela PPl con el ARNm de la TRH (92). La comparacién mostré
gue aunque, de manera general, los sitios de sintesis de estos ARNm no coinciden hay
excepciones como el drea preoéptica y elnlcleo paraventicular delhipotélamo.De las2
regiones donde se encontrd al ARNm de la PPIl y donde no se reporté al ARNm del
receptor, en lahabénulano hay con el ARNm de ta TRH y en el nucleo basolateral del
hipot dlamonohayinformaciénscbredichomensa jero, por lo queno se puede concluir
si en esta ultima regién la PPl pudiera ser presinaptica. Otra explicacidn para la
inconsistencia parcial entre las distribuciones delos ARNmde laPPil y delreceptor dela
TRH es la posibilidad de que otra proteasa soluble con caracteristicas similares a la PPl

provengadelmismo gen|75)y seadetectadaconlassondas empleadas.
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VIt CONCLUSIONES

Enconclusionhemos optimizado ladeteccion del ARNm de la PPIl por hibridacion
insituenelSNC.Hemosdemostrado que elpatrénde hibridacion obtenido es especifico
para la PPl e identificado una parte de las regiones y nucleos que la sintetizan. La
comparacion de esta distribucion con la distribucion conocida para el ARNm del
receptor dela TRHsugiere que enbuenaparte delSNClos ARNmdelaPPlly delreceptor
de la TRH estan colocalizados. Esto es consistente con la hipbdtesis de que la PPl esta

inactivando ala TRHaproximidad delas celulas blanco.
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IX ANEXOS
1.-SOLUCIONES

Paraextraccionde ARN

-Agua-DEPC: elagua grado miliQ-UF esterilizada fue tratada todalanoche conO.1% de
dietil pirocarbonate (DEPC) en agitacién continua y posteriormente autoclaveada por
20a30minutos al20Ib depresion.Estaaguaesiibre de ARNasas.

-Fenol: 500 gramos de feno! se fundieron a 65°C y se saturaron con agua DEPC en
agitacioncontinuatodalanoche.Posteriormentese guardsenfrasco ambar a4°C.
-SoluciénD: tiocianato de guanidina4 M, citrato desodio 25mMpH 7, sarcosilai0.5%, en

agua DEPC. La solucién se filtr& con un filtro de poro de 0.22 um [Millipore). Momentos

antesdeusarseseagregoel f mercaptoetanol0.IM.

Electroforésis

-Solucidnde corrida paramuestras de "Northernblot”: 0.025% de azul de bromofenol y
0.025%de xilencianolen formamida(BRL}100%

-TBEpH8compuestapor Tris4.5M, acidobdrico0.44MyEDTAQ.IMpPHS.
-TEpH8compuestapor TrisHCHOmMM,EDTATmMMpHS.

Parahibridacion insitu

-ADNdeespermadesalmon:se preparsunasolucionde 0 mg/midisolviendo el ADNde
esperma de samon en agua MiliQ-UF, se sonicd hasta que estuviera mas liquido 1a
solucion, sehicieronaliocuotasy sealmacenarona-20°C.
-ARNtdelevadura:seprepardunasoluciéndel0Omg/midisolviendo el ARNt delevadura
enaguaMiliQ-UF, sehicieronaliocuotasy sealmacenarona -20°C.

-Denhart’s 100 X compuesta por 1 gramo de Ficoll, | gramo de polivinilpirrolidona y
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Igramo de albumina de suero bovino disueltos en 50 ml de agua mili Q-UF a 37°C. Se
filtré con un filtro de poro de 0.22 um {Millipore) y aimacend en alicuotas peqguenas a
-20°C.

-Fenol:verextraccionde ARN.

-Formamida desionizada: Se ponen adesionizar aproximadamente 50 mide formamida
(BRL) con 5 gramos deresinaBioRad 501-X8 y se agitapor unos momentos. Se asegurd
quenotodaslasesferascambiaranacolor amarillo, sealicuotd y guardoa-20°C.
-Liquido de centelleo: esta compuesto por un 0.8% de PPO y 0.01% de POPOP en
tolueno.

-Paraformaldehido al4%.Se disolvio elparaf ormaldenido en aguaMiliQ-UF conPBS IX a
60-65° Cagitandohasta obtener unasolucidnincolora. Lasolucionse de jo enfriar y se
filtréconunfiltrode0.22um.Estasolucionsepreparo justoantesdeusarse.

-PBS 10 X compuestapor NaCll.36 M, KH,PO,4 14.7mM, Na,HPO 4, 80 mM, KCI 26. 8 mM. La
solucion se filtro conun filtro de 0.22um (Millipore} y autoclaved. Las soluciones que se
indicanenmateriales ymeétodos sondilucioneshechas apartir de estasolucion.

-SSC20 X compuestaporNaCl3MycitratodeNa0.3M;sea justoelpHa 7.0, sefiltrécon
un filtro de poro de 0.22 um (Millipore} y autoclaved. Las soluciones que se indican en

materiales ymétodossondilucioneshechas apartirde estasolucion.
Marca jedesondas

-Solucién acarreadora para cuantificar laincorporacion de nucledtidos compuesta por

EDTAIOMMpHS,SDS0.1% y ARNtO.5mg/mil.
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Solucionesparatefirloscortesdete jido

-Hematoxilina.Paraprepararlahematoxilina se puso ahervir 11t de agua para agregarle
100 gramos de sulfato de aluminio y potasio, de jando hervir la solucidn por 5 minutos.
Aparte sedisuelven en 50 mide etanol absoluto (Merck) 5 gramos de hematoxilina. Las
dossoluciones semezclanperfectamente y se de jahervir unos minutos. Finaimente se
agregan 5 mlde acido acético glacial. La solucion se de ja enfriar para posteriormente

filtrarlaenpapelfiltro{Wattman #l).Lasolucidonse guardaenfrasco ambar.

-Eosina.Paraprepararlaeosinaserequiereniassiguientessoluciones:
*soluciont aunlitrode aguadestiladase agregan5.75mlde acido acetico glacial.
*solucidn 2: sedisueivenenlitdeagua8.2gramosdeacetatodesodio.
Se mezclan 295 ml de la solucién 1 con 705 ml de la solucion 2. En esta solucion final se
disuelven’5 gramos de eosina y se afiaden 2 cristales de timol como conservador. ElpH
delasolucionfinaldebe ser deS.Lasolucion finalse filtraconpapel filtro (Wattman #1) y

seguardaenunfrascoambar.

-Nissl. Para preparar el Nissl se requiere agregar 36 ml de NaOH M a 200 m! de acido
aceticolMyaforarloallt.Lasolucionobtenidasecalientaab0°Cy seagregan 25
gramos de tionina hasta que se disuelva. La solucion se de ja hervir por 45 minutos.

Posteriormentesefiltray guardaenunfrascoambar.
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2.-SECUENCIASY SONDAS

OLIGONUCLEOTIDOSPARAHIBRIDACION N S/TU

Oligonucledtido A
5  GAG-CAG-TAC-GGC-CAG-CAT-GGT-GAC-AGC-CAG-CAG-TGC-CAC-GAT-
GGA-CAC-GG 3

Tm:79°C %GC:64%

OligonucledtidoC
5 TCA-GCA-CCA-CCA-CCA-AGA-CCT-GCG-TTT-GTG-GGT-AGA-GGA-AAA-
AGC-CTG-CT 3

Tm:74.9°C %GC:54%

OLIGONUCLEOTIDOSPARAPCR

Estos oligonucledtidos, de 35 nuciedtidos, se emplearon para amplificar un
fragmento de 675 pares de bases que corresponde alaparte amino terminal def ADNc
de la PPIl y contiene las secuencias de los oligonucleotidos A y C empleados en la
hibridacion irrsitus

Oligonucledtido antisentido
5'CGT-GGT-CAG-GAA-GCT-TAG-ATT-GTA-GTG-CCT-CTG-CG 3
Tm:56.2°C %GC:54.2%

Oligonucledtidosentido

5 GGC-TGT-CAG-GCT-GCA-GGC-TGA-CTC-GGT-GGG-AGT-GA T
Tm:;60.9°C %GC:65.7%
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FRAGMENTODE ADN QUE SE AMPLIFICA APARTIRDEL ADNcDE LAPPIDELA
RATA UTILIZANDO LA REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR} Y
EMPLEANDOLOS OLIGONUCLEOTIDOSDESCRITOSENLAPARTE ANTERIOR.
La reaccion en cadena de la polimerasa empleando los oligonucledtidos arriba
mencionados genera el siguiente fragmento de ADNc de 676 pares de bases. Este
fragmento incluye la secuencia del ADNc de la PPl de los nucledtidos 129 a 773. Se
aumentaron fragmentos nucleotidicos en las partes 5° y 3' que contienen sitios de
restriccion (Pst | y Hind I} para poderlo subclonar en el plasmido para transcripcion

invitrocomosemuestraeniafigura3.

Psti
5 GGC-TGT-CAG-GCT-GCA-GGC-TGA-CTC-GGT-GGG-AGT-GA 3
1 GGC-TGA-CTC-GGT-GGG-AGT-GAG-ACC-CCG-CAC-
31 CAC-GGA-GCG-CCA-CAT-CGC-AGT-GCA-CAA-GAG-GCT-TGT-GCT-GGC-TTT-
75 TGC-CGT-GTC-CAT-CGT-GGC-ACT-GCT-GGC-TGT-CAC-CAT-GCT-GGC-CGT-
120 ACT-GCT-CAG-CCT-GCG-GTT-CGA-CGA-GTG-TGG-AGC-GAG-CGC-GGC-GAT-
165 GCC-GGG-CAC-CGA-CGG-TGG-CCT-CGG-AGG-CTT-CCC-TGA-GCG-TGG-TGG-
210 CAA-CAG-CAG-CTA-CCC-AGG-ATC-TGC-CCG-GCG-CAA-CCA-CCA-CGC-GGG-
265 TGA-GGA-ATC-CTC-GCA-GCG-TGA-GAT-CGG-CGA-GGT-GGG-CAC-CGC-GGG-
300 GAC-CCC-GTC-TGC-CCA-TCC-GCC-GTC-GGA-GGA-AGA-GCA-GGA-GCA-GTG-
345 GCA-GCC-CTG-GAC-TCA-GCT-GCG-CCT-ATC-CGG-CCA-CCT-TAA-GCC-GCT-
390 GCA-CTA-CAA-TTT-GAT-GCT-CAC-CGC-CTT-CAT-GGA-GAA-CTT-CAC-CTT-
435 CTC-TGG-GGA-GGT-CAA-CGT-GGA-GAT-CGC-GTG-CCA-GAA-CGC-CAC-CCG-
480 CTA-CGT-GGT-ACT-GCA-CGC-CTC-CCG-GGT-GGC-GGT-GGA-GAA-GGT-GCA-
525 AGT-AGC-GGA-AGA-CCG-GGC-GTT-CGG-GGC-TGT-CCC-GGT-AGC-AGG-CTT-
570 TYT-CCT-CTA-CCC-ACA-AAC-GCA-GGT-CTT-GGT-GGT-GGT-GCT-GAA-TAG-
615 AAC-CCT-GGA-TGC-GCA-GAG-GCA-CTA-CAA-TCT
3 G-CGT-CTC-CGT-GAT-GTT-AGA-TTC-GAA-GGA-CTG-

GTG-CY Hindlll
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3.- EXTREMO 5 DEL ADNc DE LA PPII Y SU SECUENCIA PEPTIDICA

PROPUESTA

A continuacion se senala en el extremo 5°del ADNC de la PPI los
fragmentos a los cuales son homdlogos los oligonudledtidos ) (inea continua) y el
ARNC (linea punteada) empleados en este trabajo, asi como la secuencia
transmembranal (recuadro), los probables sitios de glicosilacion (*) y el sitio
probable de fosforilacion (P) y sulfatacion {S).
| AAGAAGAAAA AGAAGAGGA AGAAGAAGGA GGAGGAGGGG GCCGAGAAGA GCAGTTCACCQT‘TTGCGVL}CCACC

M G E D D A A L R A 8§ G R G L § D P W A D s Vv
61 ATG GGA GAA GAC GAC GCC GCG CTC CGG GCA AGC GGC AGG GGG CTC TCG GAC CCG TGG GCT GAC TCG GTG

""" P
6 VvV R PR T T E R M I A Vv H K RI[L V L A F A V|
129 GGA GTG AGA CCC CGC ACC ACG GAG CGC CAC ATC GCA GTG CAC AAG AGG CTT GTG CTG GCT TIT.GCC.GIG
[s I+ v A L L A NV TM L A vV L L s LAJ F D E C G

197 TCC ATC GTG GCA CTG CTG GCT GTC ACC ATG CTG GCC GTA CTG CTC AGC CTGCGG TTC GAC GAG TGT GGA

L Oligonucelotido A , B A e Y R

A S A A M P G T D G G L G G F P E R G G N § §
265 GCG AGEC GCG GCG ATG CCG GGE ACC GAC GGT GGC CTC GGA GGC TTC CCT GAG CGT GGT GGC AAC AGC AGC

Y P G § A R R NH H A G E E § 8§ Q R E I G E V
133 TAC CCA GGA TCT GCC CGG CGC AAC CAC CAC GCG GGT GAG GAA TCC TCG CAG CGT GAG ATC GGC GAG GTG

G T A G T P S A H P P § E E E Q E Q W Q P W T

402 GGC ACC GCG GGG ACC CCG TCT GCC CAT CCG CCG TCG GAG GAA GAG CAG GAG CAG TGG CAG CCC TGG ACT
*

L R L §$ G H L K P L H Y N1 M L T A F M E N
470 CAG CTG CGC CTA TCC GGC CAC CTT AAG CCG CTG CAC TAC AAT TTG ATG CTC ACC GCC TTC ATG GAG AAC
*
F T F $ G E VvV N V¥V E 1 A C Q N A T R Y v Vv L H
539 TTC ACC TTC TCT GGG GAG GTC AAC GTG GAG ATC GCG TGC CAG AAC GCC ACC CGC TAC GTG GTA CTG CAC

A S R V A V E K V Q VA E D R A F G AV PV A
608 GCC TCC CGG GTG GCG GTG GAG AAG GTG CAA GTA GCG GAA GAC CGG GCG TTC GGG GCT GTC CCG GTA GCA
* -+
G F F LY P Q T Q@ VL V vV V L NRT L D A Q R
677 GGC TTT TTC CTC TAC CCA CAA ACG CAG GTC TTG GTG GTG GTG CTG AAT AGA ACC CTG GAT GCG CAG AGG

Oligonucelondo
H Y N L K 1 I ¥ N A L 1 E N E L L G F F R 5 3
746 CAC TAC AAT CTG AAG ATT ATC TAC AAT GCC CTG ATA GAG AAC GAG CTT TTG GGC TTC TTC CGC AGC TCC

Y Vv /1 H 6 E R R F L GG v T Q F § P T H A R K A
815 TAC GTG ATC CAC GGG GAG AGA AGA TTC CTC GGT GTT ACT CAG TTT TCA CCT ACA CAT GCC AGG AAG GCA

F P C F D E P I ¥ K A T F K I § I K H @ A T Y
884 TTT CCA TGT TTT GAT GAA CCA ATC TAC AAG GCC ACT TTC AAA ATC AGC ATC AAA CAT CAA GCA ACCTAT

L $§$ L 8 N M P V E T S8 V F E ED G W ¥V T D HF

953 TTG TCT CTC TCC AAC ATG CCC GTG GAA ACA TCT GTG TTT GAG GAA GAT GGA TGG GTA ACA GAT CAC TTT
*

$ Q T P L M S T Y Y L A W A1 €N F T Y R E T
1022 TCA CAG ACC CCT CTC ATG TCC ACA TAT TAT TTA GCC TGG GCG'ATT TGC AAC TTC ACA TAC AGA GAA ACT
T T K 8§ G vV vV ¥V R L Y A R P D A I R R G 8 G D
1091 ACT ACC AAG AGT GGG GTT GTA GTT CGA TTA TAT GCA AGA CCC GAC GCT ATC AGA AGA GGA TCC GGG GAC
5
Y A L H I T K R L 1 E F Y E pb Y F K V P Y § L

1160 TAT GCT CTC CAC ATT ACA AAG AGA TTA ATA GAA TTT TAT GAA GAC TAC TTT AAA GTG CCC TAT TCT TTG

P K L D L L A vV P K H P Y A A ME N W G L 5§ 1
1229 CCA AAA CTA GAT CTT TTA GCT GTG CCT AAG CAT CCT TAT GCT GCT ATG GAG AAC TGG GGA CTA AGT ATT

F Vv E Q R 1 L L D P s VvV § 5§ I § Y L L D V TM
1298 TTT GTG GAA CAA AGA ATA CTG CTG GAT CCC AGT GTG TCA TCT ATT TCT TAT TTG CTG GAT GTC ACC ATG
v I Vv H E 1 ¢ H ¢Q w F ¢ b L VvV T P ¥V W W E DV

1367 GTC ATT GTT CAT GAA ATA TGT CAC CAG TGG TTT GGT GAC CTT GTG ACC CCA GTG TGG TGG GAA GAT GTC

W L K E G F A H Y F E F ¥ ¢ T D Y L Y P 8 W N
1436 TGG TTG AAG GAA GGC TTT GCT CAC TAC TTT GAA TTT GTG GGT ACA GAC TAC CTC TAC CCT TCC TGG AAC
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4 -DETERMINACIONDELPORCENTA JEDEINCORPORACIONDEL
NUCLEOTIDORADIOACTIVOENMOLECULASDE ADNO ARN.

Paramedir elporcenta jedeincorporaciondelnucledtidoradioactivo despues de
finalizar las reacciones enziméticas empleadas en este traba jo: la terminal transferasa,
el"random priming" élatranscripcién in vitro, se tomoluldelareaccion encuestiony se
diluyé en 25 ul de una solucion acarreadora (anexo 1. Posteriormente, la solucion se
vortexed y centrifugd por unossegundos.Delasolucidnse tomaron, por cuatriplicado,
5 ul para colocarlos en papeles DEAE de | cm2 de superficie aproximadamente. Los
papeles se secaron enun horno por 5min.Dos de los 4 papeles se lavaron: 5 veces por
5minutos conuna soluciéon deNa,HPO, 0.5M;unavezconaguapor Iminuto y una vez
por Iminuto con etanolindustrial y se secaron enunhorno. Alos papeles seles agrego
5 ml de liquido de centelleo {anexol} para medir la radioactividad gue emitian en un
contador de centelleo. Se hizo un promedio de las cpms totales obtenidas tanto de los
papeles lavados (cpms incorporadas) como de los papeles sin lavar (cpms totales). El
porcentaje de incorporacién fue el resultado de la relacion entre las cpms

incorporadas/lascpms totalesmultiplicado por 100.
5.- ACTIVIDADESESPECIFICASDELOSPRODUCTOS.

La actividad especifica de los oligonucledtidos marcados por la terminal
transferasase obtuvomidiendo, enuncontador de centelleo, laradioactividad emitida
por papeles DEAE que contenian 0.5 uldelasolucién final del oligonucleotido marcado
corregido por el volumen totaiy se dividid entre 0.033 ug (el peso de las 2 picomolas del

oligonucledtidogue se emplearonenlareacciondemarca je).

G8




La actividad especifica de los fragmentos obtenidos enlareaccion de *random

priming" se obtuvocomoloindicaelprotocolodeesta reaccion{Amersham).

ng ADN = uCiX %deincorporacion X pesomolecular delnucledtidoradioactivo +25n9
actividadespecificadelnucledtidoradicactivo

Actividad especifica= cpms totales finales
ngde ADNCc

La cantidad de ARNc sintetizada en la transcripcion in vitro se calculd de la

siguientemanera

ugde ARN=pmolde UTPX 757.575 X % deincorporacion

Actividad especifica=cpms totalesfinales
ugde ARNCc

6.-PROCESODEREVELADODELASPELICULAS AUTORADIOGRAFICAS.

Las peliculas autoradiograficas serevelaron por 3minutos en revelador (GBX, Kodak),
se enjuagaron en agua por un minuto y se fijaron (GBX, Kodak) por 5 minutos,
finalmentelas peliculas se en juagaron conabundante agua. Todo esteprocesoselievo

acaboenlaoscuridady conlassoluciones atemperaturaambiente.
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7.-TINCIONES

-Hematoxilina-eosina. Los cortes de tejido se sumergieron en las siguientes
solucionasen etanol al 96% por | minuto, en agua por | minuto, en hematoxilina por
5 minutos, en agua hasta eliminar el exceso de colorante, dos veces rapidamente en
etanolabsoluto conHClal 1%, enagua por Iminuto, enagua por Iminuto, eneosina tres
vecesrapidamente, enaguahasta eliminar elexceso de colorante, enctanolal 6% por
Iminuto, en etanol absoluto por Iminuto 2 veces y en xilol por Iminuto dos veces cada
uno. Los cortes se sacaron uno por uno y se les agregd una gota de Permount para
posteriormentemontarles elcubreob jetos.ElexcesodePermount y de xilolse limpid y

sede josecar.

-Azulde toluidina.Los te jidos se sumergieronen:unasolucionde azulde toluidina
al0.3% por Iminuto, en etanol al 96% por Iminuto, en etanol absoluto por Iminuto, y en
xilol por Iminuto dos veces. Los cortes se sacaron del xiloluno por uno y se les agrego
una gota de Permount para posteriormente montarles el cubreob jetos. Elexceso de

Permount y de xilolselimpio y se de josecar.

-Niissl. Los cortes de te jido se sumergieron en las siguientes soluciones: en Nissl
porlminuto, en agua por Iminuto, en etanol 50% por 10 segundos, en etanol 70% por
10 segundos, enetanol 95% por 10 segundos dos veces, en etanolabsoluto por miNuto
dos veces y en xilol por 3 minuto 2 veces. Los cortes se secaron uno por uno y se les
agregd una gota de Permount para posteriormente montarles €l cubreob jeto. Ll

excesodePermount y de xilolselimpid y sede josecar.
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