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Tesis para recibir el Grado de Doctora en Ciencias Quimicas (Bioquimica):
Estudios de la biosintesis in vivo de neuropéptidos en el hipotalamo de la rata.
Alumna: Q. Rebecca Elizabeth Franco y Bourland
Asesor. Dr. Alberto Huberman Wajsman

Resumen

Este es el primer reporte de un procedimiento analitico riguroso por cromatografia
liquida de alta presion (CLAP) en fase reversa y elucién en gradiente para medir
simuitdneamente la biosintesis in vivo de los neuropéptidos hipotalamicos vasopresina-
L-[35S]Cys, oxitocina-L-[35S]Cys y somatostatina-14-L-[35S]Cys como un
procedimiento para evaluar la actividad de las neuronas peptidérgicas correspondientes
en ratas sometidas a diversas manipulaciones experimentales. Los neuropéptidos
marcados fueron extraidos de hipotdlamos y de neurohip6fisis entre 2h y 6h después de
la administracién intracerebroventricular det precursor radioactivo, tiempo suficiente
para permitir la conversion de sus precursores biosintéticos en una cantidad medible de
los neuropéptidos-L-[35S]Cys tanto a nivel del hipotalamo, en los granulos de secrecién
recién liberados de! aparato de Golgi, como en los granulos de secrecién acumulados
en la neurohipdfisis. Partiendo de hipotalamos o neurohipdfisis de ratas anestesiadas
(Capitule I} o despiertas (Capitulo II), se aplicd esta metodologia al andlisis de extractos
de tejidos combinados (Capitulo 1) o extractos individuales (Capitulo II}. En ratas
deshidratadas anestesiadas se detectd un aumento en la actividad de neuronas
vasopresinéricas y oxitocinérgicas. En ratas adrenalectomizadas despiertas aumento
selectivamente la actividad de las neuronas vasopresinérgicas; el estrés crénico por
inmovilizacién en ratas despiertas resultd en la activacién sélo de las neuronas
oxitocinergicas. En ningun caso cambio el estado de actividad de las neuronas
somatostatinérgicas. En conclusion, la medicion de la biosintesis in vivo de
neuropéptidos-L-[35S]Cys hipotalamicos y neurohipofisiarios por CLAP es un
procedimiento sensible para conocer el estado de actividad de las neuronas
peptidérgicas correspondientes bajo diversas condicionas fisiolégicas.
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Estudios de la biosintesis in vivo de neuropéptidos en el hipotalamo de la rata.
[Studies of the biosynthosis /n vivo of neuropeptides In the hypothalamus of the rat.]
Alumna: Q. Rebecca Elizabeth Franco y Bourland

Asesor. Dr. Alberto Huberman Wajsman
SUMMARY

This is the first report of a rigorous analytical procedure by reversed-phase high
pressure liquid chromatography (HPLC) with gradient elution for the simultaneous
measurement of the in vivo biosynthesis of the L-{35S]Cys-labeled hypothalamic
neuropeptides vasopressin, oxytocin, and somatostatin-14 to estimate the activity of the
corresponding peptidergic neurons in rats subjected to diverse experimental
manipulations. The L-[35S]Cys-labeled neuropeptides were extracted from hypothalami
and neurohypophyses between 2h to 6h after the intracerebroventricular administration
of the radioactive precursor allowing sufficient time for the conversion of their
biosynthetic precursors into measureable amounts of the labeled neuropeptides both in
the hypothalami within the secretory granules just released from the Golgi apparatus as
well as in the secretory granules accumulated in the neurchypophyses. Hypothalami and
neurohypophyses were obtained from anesthetized (Chapter 1} or awake rats (Chapter
If), and this procedure was applied to the analysis of extracts from combined tissues
(Chapter I) or individual tissues (Chapter I1). Dehydrated anesthetized rats showed
enhanced activity of the vasopressinergic and oxytocinergic neurons. Awake
adrenalectomized rats showed enhanced activity of the vasopressinergic neurons.
Chronic stress by intermitent immobilization in awake rats resulted only in the increased
activity of the oxytocinergic neurons. In no case was the activity of the somatostatinergic
neurons affected. in conclusion, the analytical procedure described here for the in vivo
biosynthesis of hypothalamic and neurohypophyseal L-[35S]Cys-neuropeptides by
HPLC is a sensitive method to estimate the neuronal activity of the corresponding
peptidergic neurons under diverse physiological conditions.
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PROLOGO

A fines de los afios '70 se dieron 2 circunstancias que motivaron los estudios que se
reportan aqui: por una parte habia un interés renovado en el estudio de los mecanismos
de biosintesis de los neuropéptidos vasopresina (AVP) y oxitocina (OT) (7) y por otra, la
cromatografia liquida de alta presion (CLAP) se estaba convirtiendo en una herramienta
de purificacion y andlisis accesible para el estudio de multiples sustancias quimicas,
incluidos los neuropéptidos (2). Dadas estas condiciones, nosotros nos planteamos la
posibilidad de desarrollar una metodologia que nos pemmnitiera evaluar rapidamente y
con alta precision la biosintesis in vivo de AVP, OT y también de somatostatina (SRIF-
14), marcadas con L-[**S]Cys, en extractos de hipotalamo y neurohip&fisis de rata,
como un procedimiento para evaluar la actividad de las correspondientes neuronas

peptidérgicas en animales sometidos a diversas manipulaciones experimentales.

Sin pretender mas que medir, mediante un prooedimiento analitico riguroso, los
productos peptidicos finales del procesamiento postranscripcional de los precursores
biosintéticos de AVP y OT (3) y de SRIF-14 (4), disefiamos el primer método reportado,
basado en la CLAP, para medir simultaneamente los tres neuropéptidos marcados in
vivo. Los neuropéptidos fueron extraidos no mas de 6h después de la administracion
intracerebroventricular del precursor radioactivo, tiempo suficiente para asegurar la
conversion de sus precursores biosintéticos a los neuropéptidos, tanto a nivel del
hipotélamo, en los granulos de secrecién recién separados del aparato de Goigi, como
en los granulos de secrecion acumulados en la neurohipdfisis (5). Ya sea empleando
animales anestesiados (Capitulo 1) o0 animales despiertos (Capitulo Il) y aplicando esta

metodologia al andlisis de extractos de tejidos combinados (Capitulo 1) o a partir de




extractos individuales (Capitulo 11) de hipotalamos y neurohipéfisis, hemos medido la
respuesta de |as correspondientes neuronas peptidérgicas en ratas sometidas a
deshidratacion, adrenalectomia y estrés crénico por inmovilizacién. Los resultados de

estas investigaciones culminaron en esta tesis y dos publicaciones (8, 7).

A pesar del tiempo transcurrido desde la primera de las dos publicaciones (6), la
segunda publicacion (7) y finalmente la presentacién de esta tesis, este trabajo no ha
perdido vigencia. En el interim, creci6 el interés por estudiar la expresién génica de las
células neuroenddcrinas, no a través de su producto peptidico, sino del ARN mensajero
de los precursores neuropeptidicos. Pero ahora, en la era de la protedmica, hay
renovado interés por medir la biosintesis de neuropéptidos, entre otros metodos, por

CLAP (8,9).
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acetonitrilo

cromatografia liquida de alta presion
centimetros

derivado carboximetilado | de la SRIF-14
derivado carboximetilado It de la SRIF-14
cuentas por minuto

factor liberador de ACTH predominante
cisteina

dietilaminoetil
desintegraciones por minuto

gramos

horas

protén

tritio
serotonina
Acido acético

yodo 125
kilogramo
litro

micra
molar
micro Curie
microgramo
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mg
min
ul
mL
mm
mM

NaCl
NaOH
NH,*
nm

OT u OXT
OT-«{S0s):2

Phe
PO,
PVN

Rave
Re

358
S0,?

SRIF o SRIF-14

TCA

Vo
Vs

ZEEM
ZIEM

miligramo
minuto
microlitro
mililitro
milimetro
milimolar

cloruro de sodio
hidréxido de sodio
ibn amonio
nanémetro

oxitocina
derivado sulfénico de fa OT

fenilalanina
fosfato
nucleo paraventricutar

receptores de vasopresina
receptores de glucocorticoides

azufre 35
sulfato
somatostatina-14

acido tricloroacético

unidad
luz ultravioleta

volumen vacio
volumen salino

zona externa de [a eminencia media
zona intema de la eminencia media
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RESUMEN GENERAL

En el presente trabajo se describén dos métodos para medir la biosintesis in vivo de
neuropéptidos en la rata como indicador del estado de actividad de ciertas neuronas
hipotalamicas bajo diferentes condiciones experimentales. El trabajo se divide en dos
capitulos. En el Capitulo | se describe el disefio de una metodologia radiométrica,
basada en el uso de la cromatografia liquida de alta presién (CLAP) en fase reversa,
para la medicién simuitinea de la biosintesis in vivo de vasopresina (AVP)-L-[**S]Cys,
oxitocina (OT)-L-[**S]Cys y somatostatina-14 (SRIF-14)-L-[*S]Cys en los extractos de
acido acético de hipotalamos combinados y su acumulacién en los corespondientes
extractos acidos de neurohipésifisis combinadas de 5 ratas anestesiadas, después de
la administracién intracerebroventricular de ia marca radioactiva. Se muestra la
aplicacion de esta metodologia a la comparacion de la biosintesis de estos

neuropéptidos en ratas hidratadas y deshidratadas.

En et Capitulo il se describen algunas variantes a la metodologia descrita en el Capitulo
}. Para evitar la interferencia de una anestesia profunda y de! trauma de una
trepanacién, aqui se implantaron canulas guia a ratas para poder administrar
intracerebroventricularmente la marca radioactiva a ratas que estuvieran despiertas
durante el tiempo de marcaje de los neuropéptidos. En este capitulo se decriben
simplificaciones hechas al procedimiento de purificacién simultanea de los neuro-
péptidos marcados. Con esta metodologia se midié simultaneamente la biosintesis in
vivo de AVP-L-[*S]Cys, OT-L-[**S]Cys y SRIF-14-L-[**S]Cys extraidos con &cido acético
de hipotalamos y neurohipdfisis individuales de ratas despiertas sometidas a estrés

crénico por inmovilizacion o a ratas adrenalectomizadas como respuesia de ias
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neuronas hipotalamicas vasopresinérgicas, oxitocinérgicas y somatostatinérgicas frente

a estas manipulaciones del eje hipotalamo-hipdfisis-suprarrenales. El método de
purificacion de los neuropéptidos-L-[**S]Cys se basé en el uso de 2 pesos sucesivos de

CLAP en fase reversa.

CAPITULO |

AVP-L-[*S]Cys, OT-L-[**S]Cys, y SRIF-14-L-[**S]Cys se purificaron de extractos con
acido acético de 5 hipotalamos combinados y de 5 neurchipéfisis combinadas, 4h
después de la administracién at il ventriculo de L-[**S]Cys a ratas anestesiadas con
pentobarbital y recién trepanadas. Los neuropéptidos-L-[**S]Cys se prepurificaron
sucesivamente por filtracién en Sephadex G25 y quimioadsorcion a octadecilsilano,
usando cartuchos comerciales Sep-Pak-C,; y separados por CLAP en fase reversa
empleando columnas de pBondapak C,; y gradientes lineales de CH;CN. Su identidad y
grado de pureza isotépica se determinaron por diferentes procedimientos de CLAP en
columnas uBondapak Cis (con apareamiento ibnico o por cromatografia isocratica), en
su forma natural y después de su modificacién quimica. Las fracciones peptidicas
marcadas mostraron, por lo menocs, una pureza radiogquimica del 50%. De los 3 péptidos
estudiados, sélo la AVP-L-[**S]|Cys de los extractos acidos de hipotalamo mostré una

recuperacién baja, aunque reproducible.

Empleando esta metodologia, se compard la incorporacion de la marca a AVP, OTy
SRIF-14 en ratas hidratadas y deshidratadas. La incorporacién de lamarcaala AVP y a
la OT en el hipotdlamo y en la neurohipdfisis de las ratas deshidratadas fue 2 a 3 veces

mayor que en las ratas hidratadas. La incorporacion de la marca a la SRIF-14 en el
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hipotalamo y en la neurohipdéfisis no se afecto por el estado de hidratacion de los

animales.

CAPITULO Il

Para eliminar ia interferencia del trauma de la cirugia de trepanacién y de la anestesia
presentes en los estudios descritos en el Capitulo | y simplificar el procedimiento de
purificacién de los neuropéptidos-L-[**S]Cys de hipotalamos y de neurohipdfisis, aqui se

introdujeron varias modificaciones metodolégicas, que incluyeron:

¢ Eldisefio y la implantacion de canulas guia dirigidas al |1l V como via de
administracién al |li ventriculo de la marca radioactiva en ratas bajo anestesia breve
(no mas de 5 min), para evitar la interferencia del trauma de una trepanacion y de
una anestesia profunda en el momento de la administracién de la marca, buscando
mediciones de biosintesis de AVP-L-[*S]Cys, OT-L{**SICys y SRIF-14-L-[*S]Cys
que mejor reflejen el estado de actividad de las correpondientes neuronas
hipotaléamicas peptidérgicas en respuesta a manipulaciones experimentales.

 La simplificacién del procedimiento de purificacién de los neuropéptidos-L-[**S]Cys
extraidos de hipotalamos y de neurohipéfisis individuales (ya no de 5 tejidos
combinados) eliminando el paso lento de filtracion en gei por un paso rapido de

CLAP en fase reversa y gradiente lineal de CH,CN.

Como demostracion de la sensibilidad de este método para refiejar cambios en el
estado de actividad de las neuronas vasopresinérgicas, oxitocinérgicas y
somatostatinérgicas se evatuaron en ratas individuales los efectos del estrés crénico por

inmovilizacién intermitente y de la adrenalectomia sobre la biosintesis in vivo de AVP-L-
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[**S]Cys, OT-L-[**S]Cys y SRIF-14-L-[**S]Cys en el hipotalamo y su acumulacién en la

neurchipdfisis.

Estrés crénico por inmovilizacién

En ratas macho sujetas a estrés cronico por inmovilizacién intermitente durante 3 dias
(6h/dia), se incrementaron Ios niveles de OT-L-{**S]Cys hipotalamico y neurohipofisiario,
paralelamente con la reduccion de la OT neurohipofisiaria endégena equivalente al 30%
de su nivel en ratas control, lo que concuerda con el aumento en el nivelnplasmético de
OT reportado por otros autores en ratas inmovilizadas. Estos resuitados sugieren la
activacion selectiva de neuronas oxitocinérgicas magnecelulares en ratas macho bajo
estrés crdnico por inmovilizacién, sin cambio apreciable en el estado de actividad de las

neuronas vasopresinérgicas ni somatostatinérgicas.

Adrenalectomia

A los 20 dias de una adrenalectomia bilateral y 4h después de la administracién de la L-
[¥*S]Cys, las ratas macho adrenalectomizadas mostraron un aumento selectivo en los
niveles hipotalamicos de AVP-L-[**S]Cys, sin cambio apreciable en los niveles de OT-L-
[*S]Cys, en comparacion con las ratas macho sometidas a una adrenalectomia
simulada. Ademas, comparativamente con las ratas control, las ratas
adrenalectomizadas mostraron en la neurchipéfisis un aumento en los niveles de AVP-
L-[**S]Cys y de OT-L-[**S]Cys, sin cambio en el contenido endégeno de AVP y OT.
Estas observaciones sugieren la desinhibicién significativa de neuronas
vasopresinérgicas parvocelulares del PVN en ratas macho adrenalectomizadas por
deficiencia de glucocoricoides, en concordancia con los cambios en el nivel de
inmunotincion de AVP y el aumento en los niveles de ARNm de AVP en las neuronas

parvocelulares def PVN de ratas adrenalectomizadas, reportados por otros autores,
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ademés de una respuesta, aunque de menor intensidad, de las neuronas

vasopresinérgicas y oxitocinérgicas magnocelulares del PVN.




CAPITULO |

Medicion simultdnea de la biosintesis in vivo de
vasopresina-L-[*S]Cys, oxitocina-L-[**S]Cys y somatostatina-14-L-[¥S]Cys
en &l hipotalamo y su acumulacién en la neurohipdfisis de raias anestesiadas:
Efecto de la deshidratacion.

Introduccién

La purificacién de neuropéptidos marcados radioactivamente in vivo o in vitro es dificil,
por ser éstos una pequea fraccién del total de la radicactividad de los extractos de
tejido. Sachs fue el primero en estudiar la biosintesis in vivo de vasopresina (AVP)
marcada con L-[**S]Cys en el hipotalamo del perro (I-1, i-2, I-3) e in vitro en fragmentos
de hipotalamo de rata (I-3,|-4) 0 en explantes de hipotalamo-hipéfisis de cobayo (I-5).
En estos estudios, la recuperacién y cuantificacion de las fracciones de AVP-L-{**S]Cys
tomaba varias semanas. Los procedimientos empleados para purificar estas pgqueﬁas
fracciones de radioactivida;j del total de la radioactividad del tejido involucrabar; .\‘rarios

pasos de cromatografia, que ademas eran ientos.

Los procedimientos de purificacion de neuropéptidos marcados radicactivamente
variaron poco en el curso de 10 afos. Involucraban varios pasos de cromatografia por
intercambio idnico empleando resinas (XE-64, en su forma H" y NH,") o celulosas
modificadas (carboximetil-{CM]}-celulosa y dietii-aminoetil-{DEAE]-celulosa), ademas de
muchas horas de didlisis (I-6, I-7). Mas adelante Sachs et al. (I-5) incluyeron en su
esquema de purificacién de AVP-L-[**S]Cys un paso de purificacién por bioadsorcion a
agarosa modificada covalentemente con neurofisina (la proteina acarreadora de la

AVP).
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Los primeros estudios acerca de la biosintesis de somatostatina-14 (SRIF-14) se
realizaron in vitro en islotes de Langerhans del Lophius piscatorius (1-8) y de la rata (1-9).
o empleando fragmentos de hipotalamo (I-10). La SRIF-14, marcada con L-[**S]Cys o
con L-[H]Phe, se purificé y caracterizé por inmunoadsorcién (1-9, |-10) o por

electroforesis en geles de"poliacrilamida (1-8).

Con el advenimiento de la cromatografia liquida de alta presién (CLAP) (I-11) se
facilitaron los estudios sobre la biosintesis de péptidos dentro y fuera del sistema
ﬁervioso central. Por su rapidez, alto poder de resolucion, gran versatilidad y
compatibilidad con sistemas amortiguadores volatiles, asi como por su acoplamiento
facil a diversos instrumentos de medicion altamente sensibles, la CLAP ha demostrado
ser un método invaluable para la purificacién, caracterizacion y medicién precisa de

multiples neuropéptidos extraidos de diversos tejidos (I-12,1-13,1-14,1-15,1-16,1-17).

Aqui se describe un método basado en la CLAP para la medicion simultanea de la
biosintesis in vivo en el hipotadlamo de A;IP, OT y SRIF-14 marcadas con L-{(*S]Cys y
su acumulacion en la neurohipdfisis. Una vez establecidas la identidad y grado de
pureza radioquimica de los neuropéptidos-L-[*S]Cys también por CLAP, con y sin
modificacién quimica, se probo la utilidad del método para medir comparativamente la
actividad de neuronas vasopresinérigicas, oxitocinérgicas y somatostatinérgicas bajo
diferentes condiciones osméticas y natriuréticas en el hipotalamo de ratas hidratadas y
deshidratadas, que se sabe regulan la actividad de las neuronas vasopresinérgicas y

oxitocinérgicas (1-18).
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Planteamiento del problema

La purificacién de neuropéptidos maréados radioactivamente in vivo es muy laboriosa.
involucra la obtencion de tan solo una pequeriisima fraccidn del total de la
radioactividad de los extractos de gramos de tejido nervioso marcado. El aislamiento de
un péptido marcado mediante el uso de técnicas convencionales involucra varios pasos
cromatogréficos, habituaimente lentos, con muchas horas de didlisis intercaladas. En
estas condiciones la purificacion de un sélo neuropéptido marcado puede llevar varias
semanas. Un procedimiento asi es poco practico si, a partir de la medicion de la
biosintesis del péptido, se busca conocer el estado de actividad de la neurona

peptidérgica correspondiente bajo diferentes condiciones fisiologicas.

Con el advenimiento de la CLAP, un procedimiento analitico rapido, de alto poder de
resolucion y compatible con sistemas de disolucio'nes amortiguadoras volatiles, surge la
posibilidad de extraer, purificar y cuantificar de manera simulténea y en un tiempo
relativamente corto, maltiples neuropéptidos marcados radiactivamente, partiendo sélo
de miligramos de tejido marcado. Ello posibilita medir, de manera relativamente rapida,
la capacidad de biosintesis de ciertos neuropéptidos come un indice de actividad de
diversas neuronas peptidérgicas en un mismo tejido de un modelo animal sometido a

diferentes condiciones experimentales .

En este trabajo se planted 1a posibilidad de estudiar simultaneamente la biosintesis in
vivo de AVP, OT y SRIF-14 en el hipotalamo y a neurochipdfisis de ratas marcadas
intracerebroventricularmente con L-[**S]Cys mediante un método radiométrico rapido
basado en la CLAP en fase reversa, y posteriormente probar la sensibilidad del método

para reflejar cambios en el estado de actividad de las correspondientes neuronas
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peptidérgicas del sistema hipotalamo-neurohipofisiaric bajo diferentes condiciones

fisiolégicas.

Objetivos

® Disefiar una metodologia radiométrica, basada en la CLAP en fase reversa, para la
medicién de la biosintesis in vivo de AVP-L-[**S]|Cys, OT-L-[**S]Cys y SRIF-14-L-
[**S]Cys en los hipotalamos y su acumulacion en las neurohipdfisis de ratas
anestesiadas. |

@ Determinar por CLAP en fase reversa la identidad y grado de pureza radioactiva de
las fracciones peptidicas de AVP-L{*S]Cys, OT-L-[**S|Cys y SRIF-14-L-{**S|Cys
extraidas de los hipotalamos y las neurchipéfisis de ratas.

@ Aplicar esta metodologia a la medicién comparativa de fa biosintesis in vivo de AVP-
L-[**S]Cys, OT-L[**S]Cys y SRIF-14-L-**S]Cys en los hipotalamos y su acumulacién
en las neurohipdfisis de ratas hidratadas y de ratas deshidratadas con NaCl al 2%
durante 5 dias, para probar la sensibilidad del método para detectar diferencias en la
actividad de las neuronas vasopresinérigicas, oxitocinérgicas y somatostatinérgicas
en el sistema hipotalamo-neurohipofisiario de la rata bajo estas condiciones

osméticas y natriuréticas diferentes.
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Materiales y Métodos

Animales

Se usaron ratas Wistar macho (Chares River, Wilmington MA) de 200-250 g de peso
corporal. Las ratas se mantuvieron bajo observacién una semana antes de ser
manipuladas experimentalmente en el bioterio aclimatado del Instituto, con un régimen
de iluminacién de 12h de luz y 12h de obscuridad. Las ratas tuvieron acceso libre a

alimento para roedores Purina (Ralston-Purina, St. Louis MO) y a agua de la llave.

Un grupo de ratas se deshidratd sustituyendo su agua de beber por una disolucion de
NaCl al 2% preparada con agua de la llave, durante 5 dias (I-18). En este periodo las
ratas aumentaron progresivamente su consumo del fluido de beber y su flujo de orina.
Altérmino de los 5 dias, las ratas deshidratadas pesaron, en promedio, 40 g menos que

los controles.

Reactivos

Todos los reactivos fueron del grado de pureza mas alto disponible en el mercado. A
continuacién se especifican algunos de ellos: AVP, Ferring AB, (Malmd, Suecia); OT,
Bachem Fine Chemicals, Inc., (Torrance CA, USA); SRIF-14, Sigma Chem. Co., (St.
Louis MO, USA); Boehringer Mannheim Biochemicals, (Indianapolis IN, USA); Bachem
Fine Chemicals, Inc.; L-[“S}cistina, con una actividad especifica de 500-600 Ciy/mmal,
New England Nuclear Corp. (Boston MA, USA); acetonitrilo (CH,CN), grado CLAP,
Fisher Scientific Co. (Fair Lawn NJ, USA); &cido acético (HOAc), grado amortiguador,
Pierce Chemical Co. (Rockford, IL, USA); sal sédica del acido 1-hexanosulfénico,

Eastman Kodak (Rochester NY, USA).
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Equipo

+ Equipo cromatografico

Ei cromatdgrafo para gradientes fue de Micromeritics, model:s 7000 B (Norcross GA,
USA) de temperatura regulable. La columna fue una pBondapak C,5 de Waters de 3.9
mm x 30 cm (Milford MA, USA), protegida con una precolumna Whatman CSK |,
empacada con Co Pell ODS (Clifton NJ, USA). El espectrofotémetro fue un Gilford,
modelo 2400, con una celdilla del flujo, medelo 203 (Oberin OH, USA), ajustade a 210
nm. El registrador fue de Linear Instruments Corp., modelo 285 (Irvine CA, USA),
ajustado a 1 cm/min. El colector de fracciones fue un Redi-Rac de LKB, modelo 2112
(Bromma, Suecia). Las jeringas de 100 L para la inyeccién de las muestras fueron de

Micromeritics.

¢ Equipo quirargico
Instrumento estereotaxico para animales pequeiios de David Kopf Instruments, modelo
900 (Tujunga CA, USA); jeringas Hamilton 701-N de 10 uL (Reno NE, USA) para la

administracién intracerebroventricular del precursor radioactivo.

o Espectrémetro de centelleo liquido.
El espectrébmetro de centelleo liquido fue un Beckman, modelo LS 7000 {Berkeley CA,
USA) empleado a temperatura ambiente (20°C) y ajustado a las condiciones de conteo

Sptimo de [*S].
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Métodos

¢ Sistemas cromatograficos en fase reversa CLAP-1-1, CLAP-I-2, CLAP--3

Los sistemas cromatograficos para ia purificacién y caracterizacién de AVP, OT y SRIF-
14, marcados con L-{**S]Cys, fueron sistemas en fase reversa disefiados con base en
las caracteristicas idnicas e hidrofébicas de ios neuropéptidos (Fig. |-1), que determinan
su comportamiento cromatografico en columnas de octadecilsilano (uBondpak Cys) (Fig.

1-2).

» CLAP-i-1
Gradiente lineal : CH;CN de 5-40% en acetato de amonio 0.01M, pH 4.0. (Disolucién
amortiguadora organica liofilizable). Duracién: 40 min. Flujo: 2 mL/min. Temperatura:

Ambiente (20°C).

» CLAP-I-2
Gradiente lineal : CH;CN de 5-60% en HOAc 0.02M, con 0.1% de {a sal sddica del acido
1-hexanosulfonico (apareamiento idnico). Duracién: 40 min. Flujo: 2 mlL/min.

Temperatura: 60°C.

» CLAP-I-3
Condiciones isocraticas: CHyCN al 26% en acetato de trietilamonio 0.25M, pH 3.
[Disolucion amortiguadora organica liofilizable, (1-12)]. Flujo: 1.5 mL/min. Temperatura:

Ambiente (20°C).

Las disoluciones amortiguadoras acuosas se prepararon con agua bidestilada,
desionizada y ultrapurificada en Milli Q de Millipore Corp. (Bedford MA, USA), Antes de
mezclarse con el CHyCN previamente filtrado, las disoluciones amortiguadoras acuosas
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se filtraron a través de membranas Millipore, tipo HAWP, 0.45 . El CH,CN se filtré a
través de membranas Millipore, tipo FHLP, 0.5 u. Justo antes de usars:?, las

disoluciones amortiguadoras organicas se desgasificaron al vacio, con uitrasonicacion.

» Métodos de modificacién quimica de AVP, OT y SRIF-14

» Oxidacion de la AVP y la OT con acido perfémnico
Se empled et método de Hirs (I-19). Se incubaron 2-6 ug de AVP u OT con 100 pi de
acido perférmico a -8°C, en un baio de hielo con sal. (E/ &cido perférmico se obtuvo
combinando &cido formico con peroxido de hidrégeno (9.1), a temperatura ambiente,
durante 45 min (1-20}). La reaccién se detuvo con la adicion de 1 mL de agua fria. Los
productos de oxidacion (los derivados sulfénicos de AVP y OT) se concentraron a
sequedad y se caracterizaron por CLAP-I-1. La recuperacion de los péptidos después

de la oxidacion fue del 65%.

En algunos casos, con el propdsito de confirmar su identidad, los productos de
oxidacion de AVP y OT se purificaron por cromatografia de intercambio idnico
empleando DEAE-celulosa (I-7) antes de su cromatografia en CLAP-I-1. En estos
casos, la mezcla de la reaccion de oxidaciéon se concentr6 a sequedad y el residuo
resuspendido en 100 ul de acetato de amonio 0.01 M, pH 6.8 y mediante rotacién
suave, mezclado con 2 mL de una suspensidn de 2 g/10 mi. de DEAE-celulosa,
previamente equilibrada en la misma disolucion amortiguadora. Al cabo de una hora, se
lavé la celulosa con 6 mL. del acetato de amonio 0.01 M, pH 6.9 y después se eluyeron
los péptidos en 2 etapas con un total de 4 mL de acetato de amonio 0.2 M, pH 6.0. El

eluido se concentré a sequedad y caracterizado por CLAP-I-1.
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» Carboximetilacién de la SRIF-14
La SRIF-14 se carboximetild empleando el procedimiento de Spiess (I-13). Las
reacciones se llevaron al cabo a temperatura ambiente. De 2-8 ug de SRIF-14 se
redujeron durante 4h en 50 pl de una disolucién recién preparada de ditiotreitol (DTT)
50 mM en acetato de trietilamonio 0.5 M, pH 8.7. Enseguida la SRiF-14 se carboximetilo
en la obscuridad usando una disolucién recién preparada de acido yodoacético 50 mM
en la disolucidbn amortiguadora del DTT. (Es preciso ajustar el pH de las disolucicnes de
DTT y del 4cido yodoacético a 8.7 con trietilamina una vez disueltos los reactivos).
Después de 5 min la reaccidn se detuvo con 1 mL de HOAc al 10%. Los productos de

carboximetilacién se concentraron a sequedad y analizaron por CLAP-I-3.

» Administracién intracerebroventricular de L-[**S]Cys
a ratas anestesiadas.

Las ratas se anestesiaron con 50 mg/kg de peso corporal de pentobarbital sédico
(Nembutal) de Abbott Laboratories (North Chicago IL, USA). Se fijé su cabeza en el
instrumento estereotaxico para animales pequefos con la nariz dirigida 2.4 mm abajo
de la linea interaural, conforme a las coordenadas de Koénig y Klippel (I-21). Enseguida
se hizo una incision sagital-media en la piel que se retrajo suavemente con un aplicador
y se removid el tejido conectivo del craneo para visualizar las suturas. Manualmente se
hizo una trepanacion en la Ifnea media, 2 mm atras de bregma, empleando una aguja
desechable, calibre #20, con un tope de polietileno ajustado a 3 mm de la punta. Una
vez controlado el sangrado del seno sagital superior, se introdujo at cerebro de la rata la
aguja de una jeringa Hamilton 701-N (fijado al soporte universal del estereotaxico) 8.5
mm hasta alcanzar ef 11l ventriculo (Figs. I-3). (La localizacién del sitio de inyeccién se
verficé en otro grupo de ratas inyectando 1 L de azul de metileno disueito en salina

{0.9% de NaCl)). Enseguida se inyectaron, durante 7 min, 50 ,Ci de L-[**S]|Cys
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contenidos en 1 uL de una disolucion de DTT 10 mM en salina. Finalmente, se cerr6 la
herida de la piel con grapas quirirgicas. Las ratas permanecieron bajo el efecto de!

anestésico durante aproximadamente 3h.

» Extraccidn acida y caracterizaciéon por CLAP, con o sin modificacién quimica,

de los neuropéptidos-L-[**S]Cys de los hipotalamos y las neurohipéfisis

de ratas hidratadas o deshidratadas

» Diseccidn de los blogues hipotalémicos

Se extirpd el cerebro del craneo cortando ventralmente los nervios dpticos y luego el
tallo hipofisiario, quedando éste unido al hipotalamo. Enseguida se colocé el cerebro
sobre una placa de vidrio sobre hielo con fa parte ventral viendo hacia arriba.
Empleando un bisturi #11 de Aesculap-Werke AB, (Tubingen, Alemania) se obtuvo una
rebanada de cerebro haciendo 2 cortes coronales, uno anterior al quiasma éptico y otro
anierior a los cuerpos mamilares (Fig. I-4). Luego, colocando la rebanada sobre su
superficie caudal, se hicieron 2 cortes sagitales a 3 mm de cada lado de la linea media.

El bloque hipotalamico se obtuve finaimente haciendo el titimo corte a (a altura de la

comisura anterior (Fig. |-4).

Con el propésito de prevenir la degradacién de los neuropéptidos marcados con L-
[*S]Cys. una vez disecados los bloques hipotalamicos se procesaron inmediatamente
sin pesarios. Su tamario se estimo por su contenido de proteina total precipitable con
HOAc 2M (obtenido en el pnimer paso de purificacién de los neuropéptidos marcados y

descrito mas adelante), que en promedio fue de 7.7 +/- 0.9 mg/bloque (n=24).
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» Diseccion de las neurohip6fisis
Las neurchipéfisis se separaron de las adenohipdfisis con pinzas finas. En ocasiones se

separaron las neurohipéfisis junto con el [6bulo intermedio.

» Extraccién con &cido acético de los neuropéptidos-L-f°S]Cys
Los bloques hipotalédmicos ¢ las neurchipéfisis de 5 ratas de un mismo grupo
experimental, que recibieran intracerebroventricularmente L-[>*S]Cys, se combinaron y
procesaron a 4°C en tubos de polipropileno, inmediatamente después de su diseccién.
Los neuropéptidos-L-[**S]Cys se extrajeron por homogeneizacién de los tejidos en 4 mL
de HOAc 2 M, conteniendo 0.01% de albumina sérica bovina (fraccién V, ICN
Phammaceuticals, Inc., Cleveland OH, USA) y 0.01% de NaN;,, en presencia de 10 ug de
cada uno de los neuropéptidos sintéticos AVP, OT y SRIF-14. Los péptidos sintéticos
sirvieron como acarreadores de los péptidos radioactivos, fueron marcadores
cromatograficos en la CLAP y las mediciones de su recuperacion se emplearon como
un indice del rendimiento de los péptidos radioactivos al final del proceso de

purificacion.

Los homogeneizados se centrifugaron a 10 000 xg durante 1h, en una centrifuga Sorvall
refrigerada RC-5 de Dupont Instruments (Newton CT, USA). Se separaron los extractos
solubles en acido y se lavaron las pastillas de la proteina precipitada en el HOAc con 4
ml. de la disolucién acida extractante. Se combinaron los extractos y los lavados
correspondientes, que se mantuvieron a 0°C en hielo para continuar su procesamiento
al dia siguiente. Las pastillas de proteina se almacenaron a -70°C, hasta que se les

midié su nive} de incorporacién de L-[**S]Cys.
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> Prepurificacion-1 de los neuropéptidos-L-[?*S]Cys por filtracién en gel

[.os extractos solubles en acido se sometieron a cromatografia por filtracién en gel. Se
empled una columna de Sephadex G25 fino (Pharmacia Fine Chemicals, Piscataway
NJ, USA) de 2.5 cm x 18 cm, montada a 4°C en un tubo de plexiglass. El Sephadex se
equilibré en una disolucion de HOAc 2 M con 0.01% de albumina sérica bovina y 0.01%
de NaN,, misma en la que se mont6 la columna y se us6 como eluyente, El flujo de 40
mbL/min se mantuvo con una bomba peristaltica de Buchler Instruments (Fort Lee NJ,

USA). La columna se calibrd con prolactina-1'* y 1'%,

I‘IZE |125

Antes de cromatografiar la prolactina-1'*®, el I'*" o los extractos solubles en acido de los
tejidos, se recubrié el Sephadex en la columna con 2 mL de una disolucién de albumina
sérica bovina al 2% en la misma disolucidn acida del sistema, para evitar la adsorcidn
inespecifica de los neuropéptidos al dextran. Se colectaron fracciones de 2 mL en tubos
{10 x 75 mm) de polietilenc Falcon (Oxnard CA, USA). La radioactividad asociada a

cada fraccién se midio por centelleo liquido empleando alicuotas de 50 pl.

En la Fig. I-5 se ilustran los perﬁles de elucién radioactivos representativos de los
extractos solubles en acido de los hipotalamos y de las neurohipdfisis de las ratas
hidratadas. En ambos casos los extractos se desdoblaron en 2 picos: se descartd el
primero, que eluyé en el volumen vacio (Vo); el segundo, conteniendo los neuropéptidos
marcados con L-[**S]Cys, que eluyb entre el Vo y el volumen salino (Vs), se continud

procesando.
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» Prepurificacién-ll de los neuropéptidos-L-f°S]Cys por quimioadsorcién a
octadecilsilano

El segundo de los dos picos obtenidos por filtracion en gel de los extractos solubles en
acido de los hipotalamos o de las neurohipdfisis (Fig. I-5), conteniendo los
neuropéptidos marcados con L-[**S]Cys y con un volumen aproximado de 40 mL, se
fitrd a través de un cartucho Sep Pak C,s (Waters Associates), prehumedecido con 10
mi de isopropanol y lavado exhaustivamente con agua desionizada y ultrapurficada.
Los neurcpéptidos adsorbidos al soporte cromatogréfico se lavaron-con 3 mL de la
disolucion de HOAc extractante y posteriormente eluidos con 6 mL de CHsCN al 75% en

la misma disolucién acida. Este extracto peptidico se concentrd a sequedad en

presencia de 1 mg de alblmina sérica bovina previo a su purificacién por CLAP-I-1.

» Purficacién de los neuropépﬁdos—L-ffS]Cys por CLAP-I-1
Los extractos peptidicos de los hipotadlamos o de las neurohipéfisis prepurificados
sucesivamente por filtracién en gel y quimioadsorcidn a octadecilsilano se purificaron
finalmente por CLAP-I-1. Se colectaron fracciones de 600 plL (20 seg) en tubos de
polipropileno Eppendorf (Brinkman Instruments, Westbury NY, USA)
La radioactividad asociada a cada fraccién recolectada se midié por centelleo liquido en

Py

alicuotas de 100 6 200 pL.

A las fracciones radioactivas obtenidas por CLAP-I-1, que coeluyeron con AVP, OT y
SRIF-14 sintéticas (supuestamente AVP-L-[**S]Cys, OT- L{*S]Cys y SRIF-14- L-
[*S]Cys) se les confirmé su identidad y determin6 su grado de pureza radioquimica. Las
fracciones se concentraron a sequedad individualmente en un concentrador Speed Vac

(Savant, Hicksville NY, USA) y recromatografiadas o modificadas quimicamente
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(derivados sulfénicos de AVP y de OT; derivado carboximetilado de SRIF-14) y

recromatografiadas en alguno de los 3 sistemas de CLAP descritos.

» Identidad y pureza radioquimica de la AVP-L-f*S]Cys y la OT-L-[*S]Cys
purificadas por CLAP-I-1

Parte del material radioactivo identificado como AVP-L-[**S]Cys y OT-L-[**S]Cys se
recromatografid por CLAP-I-2. Se colectaron fracciones de 600 ul que se usaron

integramente para hacer mediciones de radioactividad por centelleo liquido.

La parte restante del material radioactivo identificado como AVP-L-[**S]Cys y OT-L-
[*S]Cys se oxidé con acido perférmico y los productos de oxidacion (o sea los
derivados sulfénicos de estos péptidos) se caracterizaron por CLAP-1-1. Se colectaron
fracciones de 600 puL que se usaron integramente para las mediciones de radioactividad

por centelleo liquido.

» Identidad y pureza radioquimica de la SRIF-14-L-f°S]Cys
purficada por CLAP-I-1

El total del material purificado por CLAP-I-1 e identificado como SRIF-14-L-[**S]Cys se
recromatografié por CLAP-I-3. Se colectaron fracciones de 600 pL. Una parte de este
material se empled para mediciones de radioactividad por centelleo liquido y la otra
parte se carboximetild. Los productos de la reaccion de carboximetilacion se
caracterizaron por CLAP-I-3. Se colectaron fracciones de 600 uL que se usaron

integramente para las mediciones de radioactividad por centefleo liquido.
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« Mediciones de radioactividad por centelleo liquido

» Medicién de los neuropéptidos-L-f°S]Cys naturales o modificados
quimicamente

La determinacién de la L-**S]Cys incorporada a los neuropéptidos y asociada a las
fracciones colectadas en los diferentes sistemas cromatograficos empleados en la
purificacion y caracterizacion de los neuropéptidos naturales o modificados
quimicamente (filtracion en gel, CLAP-I-1, CLAP-I-2 y CLAP-1-3), se hizo por medicién
de lu radioactividad en alicuotas de:

& 50 ulL de las fracciones de 2 mL obtenidas por filtraciéon en gel

€ 100-600 pl. de las fracciones de 600 uL obtenidas por CLAP-I-1,

CLAP-I-2 y CLAP-I-3.

La radioacti\fidad en las alicuotas se midié en frasquitos de polietileno, conteniendo 3
mL (para alicuctas de 50 pL) 6 5 mL (para alicuotas de 100-600 uL) del liquido de
centelleo comercial Scinti-Verse (SV) (Fisher Scientific Co.) con Triton X100 (T)
{Amersham Corp., Arlington Heights IL, USA) mezclados en una proporcion de 8:2
(SVIT). La eficiencia maxima de conteo del [**S] fue del 90%. Esta eficiencia decayé con
el decaimiento del radioisétopo, pero fue independiente de! volumen y de la

composicién quimica de las muestras estudiadas aqui.

Las cpm totales asociadas a cada fraccién peptidica (naturat 0 modificada
quimicamente) se obtuvieron corrigiendo las cpm parciales a 100% de recuperacion.
Los porcentajes de recuperacién de los neuropéptidos-L-[*S]Cys fueron iguales a los
de recuperacion de sus analogos sintéticos afiadidos a los extractos al inicio del
proceso de purificacion, con los que se modificaron quimicamente en algunas

instancias, y con los que coeluyeron en los diversos sistemas de CLAP. Los porcentajes
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de recuperacion de los péptidos sintéticos se determinaron por absorbencia UV a 210
nm, midiendo la altura de los picos comparativamente con la de los picos de patrones

conocidos.

> Medicién de la incorporacion de L-[°S]Cys a la proteina de los extractos de
los hipotdlamos y las neurohipdfisis precipitada con acido acético

La incorporacion de L-[**S]Cys a la proteina de los hipotalamos o de las neurohiptfisis
precipitada con HOAc 2M al inicio del proceso de purificacion de los neuropéptidos-L-
[*¥S]Cys se midié conforme al procedimiento de Hirs (1-24).

Los pasos a seguir fueron:

» Eliminar, por evaporacién, el HOAc residual de fracciones pequeitas de las pastillas
de la proteina precipitada con HOAc de 5 hipotalamos o de 5 neurohipéfisis.

m Suspender los residuos proteinicos de los hipotalamo o de las neurohipdfisis en 800
pk 6 200 uL de urea 10M y adicionar 10 ub 6 1 L de B-mercaptoetanol a cada
fraccidn proteinica, respectivamente, y calentar 2 min a 100°C.

m Afadir a los extractos brotelnicos de los hipotalamos y de las neurohipéfisis 200 ul
6 20 uL, respectivamente, de una disolucidén de acido yodoacético 2.5M (Sigma
Chemical Co.) recién preparada y calentar 30 min a 37°C. (La carboximetifacién de
las fracciones proteinicas tiene por objeto eliminar la L-*S]Cys de alta actividad
especifica asociada inespecificamente a la proteina a través de puentes disulfuro.)

w Adicionar 50 uL y 5 uL de p-mercaptoetanol a las fracciones hipotaldmicas o
neurchipofisiarias, respectivamente, y precipitar la proteina con el volumen de
tricloroacético (TCA) al 100% necesario para obtener en las muestras una
concentracion final de TCA del 10%, y calentar 5 min a 100°C.

w Lavar los precipitados sucesivamente con TCA al 10%, etanot y éter. Evaporar el

eter.
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Resuspender a 37°C durante 10 h las fracciones proteinicas precipitadas de los
hipotalamo o de las neurcshipéfisis en 1 mL y 0.6 mL de NaOH 1N, respectivamente.
Por duplicado, precipitar alicuotas de 100 uL y 200 ul de las disoluciones alcalinas
de los hipotalamos y de las neurohipéfisis, respectivamente, con 2 mL de TCA al
10%.

Recoger los precipitados en discos de fibra de vidrio 934-AH (Whatman) de 2.4 cm
de diametro y lavaros sucesivamente por filtracién con vacio con TCA al 5%, etanot
y éter.

Secar los discos durante 45 min bajo una lampara de iuz infrarroja, colocada a una
altura de 25 cm del nivel de los discos.

Medir la radioactividad recogida en los discos, colocandolos en frasquitos de vidrio
con niveles bajos de potasio, conteniendo 5 mL de liquido de centelleo SV-T. La
eficiencia maxima de conteo fue del 100%.

Por duplicado, medir ia concentracion de la proteina por el metodo de Lowry (1-25)
en alicuotas de 5 uL y 50 pL de las disoluciones alcalinas de la proteina de los
hipotalamos y de las neurchipéfisis, empleando albumina sérica bovina como

patrén. En la Fig. -6 se muestra una curva patrén representativa.

Analisis estadistico

Los datos en el texto y en las figuras estan expresados como la media +/- desviacion

estandar para un nimero 'n’' de determinaciones.
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Resultados

Sistemas de CLAP para la purificacion y caracterizacion de
la AVP, 1a OT y la SRIF-14 y sus derivados

* Separacion simultanea de la AVP, la OT y la SRIF-14 por CLAP-|-1

En la Fig. |-7A se ilustra un cromatograma representativo de la separacién simultanea
de AVP, OT y SRIF-14 sintéticas por CLAP-I-1. Sus tiempos de retencién promedio
fueron:

© AVP, 16.3 +/- 0.1 min, n=24,

€ OT, 20.8 +/- 0.1 min, n=23,

® SRIF-14, 32.8 +/- 0.1 min, n=17.

El pico pequeno que eluye justo antes de la SRIF-14, es un contaminante de las
preparaciones comerciales de Bachem Fine Chemicatls y de Boehringer Mannheim.

Las preparaciones hechas para Sigma Chemical Co. no [o contienen.

o Andlisis de la AVP y la OT por CLAP-I-2

En la Fig. l;7B se ilustra el comportamiento cromatografico de AVP y de OT sintéticas
en el sistema CLAP-I-2, en el que sus tiempos de retencién promedio fueron:

@® AVP, 29.5 +/- 0.3 min, n=13,

& OT, 30.8 +/- 0.3 min, n=13.

e Andlisis de la SRIF-14 por CLAP-I-3

En la Fig. I-8 se ilustra la movilidad de la SRIF-14 sintética en el sistema isocratico
CLAP-I-3, en el que su tiempe de retencion promedio fue de 11. 5 +/- 0.2 min, n=14. El
pico pequefio que antecede al de la SRIF-14 corresponde a una impureza de la

preparacion comercial.
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s Andlisis de los derivados sulfénicos de la AVP y la OT por CLAP-I-1

Muestras de AVP y de OT sintéticas se oxidaron con &acido perférmico y analizadas por
CLAP-i-1. El incremento en las propiedades idnicas de los derivados sulfénicos (Fig. |-
9), en relacién a los péptidos naturales (Fig. I-1), dio por resultado una disminucién de
sus tiempos de retencién en CLAP-I-1 (Fig. I-10), especialmente en el caso de la OT,
que de una molécula neutra se convirtid en un anién. Los tiempos de retencion
promedio de los derivados sulfénicos fueron:

€® (S03)-AVP, 14.9 +/- 0.1 min, n=13,

€ (S04)-0T, 17.2 +/- 0.1 min, n=11,

En la Fig. I-10 también se aprecia que el comportamiento cromatografico en CLAP-I-1
de los productos oxidados de AVP y de OT obtenidos directamente del residuo
concentrado de ia mezcla de reaccién de oxidacién (Figs. -10B y I-10D) es idéntico a!
de aquelios obtenidos posterior a su purificacién por intercambio aniénico en DEAE-
celulosa (Figs. I-10A y 1-10C). Esto constituye una demostracion de la identidad de los
derivados sulfénicos de los nonapéptidos. Medidas por absorbencia UV, la recuperacion

de Ia AVP y de la OT oxidadas fue dei 65-70%.

o Andlisisdela SRIF-14 carboximetilada por CLAP-1-3

En la Fig. I-11 se ilustran los perfiles cromatograficos en CLAP-I-3 del residuo
concentrado de la mezcla de reaccién de carboximetilacion de SRIF-14 sintética (Fig. |-
11B) comparativamente con el de la SRIF-14 sin derivatizar (Fig. |-11A) y el residuo
concentrado de la mezcla de reaccién de carboximetilacion sin SRIF-14 (Fig. -11C). En
el cromatograma de la Fig. I-11B, el primer pico que eluye con un tiempo de retencion
de 7.3 min corresponde a un producto de la reaccién de carboximetitacion ajeno a la
SRIF-14, dado que aparece en el cromatograma del residuo concentrado de la reaccion
de carboximetilacion sin SRIF-14 (Fig. 1-11C). El pico pequerio que le sigue no aparece
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en ausencia de SRIF-14, y probablemente corresponde a la impureza de la preparacion

de SRIF-14 comercial ya sefialada. Los otros 2 picos del cromatograma ilustrado en la

Fig. I-11B, corresponden a los productos de carboximetilacién de la SRIF-14:

€© CM-SRIF-14-|, producto con sus 2 grupos -SH carboximetilados y con un tiempo de
retenciéon de 10.3 min (ver Ref. I-13, Fig. I-12)

® CM-SRIF-14-1l, producto parcialmente carboximetilado y con un tiempo de retencién
de 15.4 min (ver Ref. I-13, Fig. I-12)

La recuperacion de los productos carboximetilados (CM-SRIF-14-1 mas CM-SRIF-14-11),

medida por absorbencia a 210 nm, fue del 94.4 +/- 1.5%, n=9.

Caracterizacién de las fracciones de AVP-L-[*S]Cys, OT-L-[**SICys

y SRIF-14-L-[**S]Cys aisladas de ios extractos acidos de los hipotdlamos y
las neurohipéfisis de las ratas hidratadas y deshidratadas, marcadas
intracerebroventricularmente con L-[**S]Cys.

¢ Andlisis por CLAP-I-1 de las fracciones marcadas con L-[**S]Cys
que cosluyeron con la AVP, la OT y la SRIF-14 sintéticas.

Las Figs. I-13 y I-14 muestran, sobrepuestos, los perfiles de absorbencia UV a 210 nmy
de radioactividad, en cpm, obtenidos por CLAP-I-1 de los extractos-L-[**S]Cys
parcialmente purificados (por fiitracién en gel y quimioadsorcion a octadecilsilano) de
hipotalamos y de neurohipéfisis, de 5 ratas hidratadas (Fig. I-13) y de 5 ratas
deshidratadas (Fig. |-14). Los perfiles de absorbencia UV corresponden a la mitad de
los extractos prepurificados de los hipotalamos y al total de los extractos prepurificados
de las neurohipéfisis. Los perfiles de radicactividad coresponden a mediciones hechas
empleando alicuotas de 1/12y dé 1/3 del total de los extractos hipotalamicos-L-[**S]Cys

y de los extractos neurohipofisiarios-L-[>*S]Cys, respectivamente.

En los perfiles de radioactividad se distinguen 3 fracciones que coeluyen con los

péptidos acarreadores sintéticos, aftadidos al inicio del proceso de extraccién (que
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también son marcadores cromatograficos, identificados por absorbencia UV). Cada una
de estas fracciones contiene uno de los neuropéptidos recién biosintetizados y son, en
orden de elucién: AVP-L-[*S]Cys, OT-L{**S]Cys y SRIF-14-L-[**S]Cys (notar que la
incorporacién de la marca a las fracciones de AVP de los extractos de hipotalamo

apenas son detectables por arriba det nivel de fondo).

L.as recuperaciones de los péptidos acarreadores sintéticos en CLAP-I-1, medidas por
absorbencia UV, fueron: AVP, 34.9 +/- 2.3% {n=6); OT, 90.6 +/- 4.0% (n=6) y SRIF-14
87.6 +/- 6.0 % (n=8). Las cpm totales (corregidas a 100% de recuperacion.) asociadas a
cada una de las fracciones peptidicas ilustradas en las Figs. |-13 y |-14 estan resumidas

en la Tabla I-1.

El andlisis de los perfiles cromatograficos obtenidos por CLAP-i-1, e ilustrados en las

Figs. I-13 y |-14 reveld que:

€ Las cpm totales asociadas a las fracciones de AVP en las neurohipdfisis fueron un
orden de magnitud mayor que los valores correspondientes en las fracciones de los
hipotalamos.

€ Las cpm totales asociadas a las fracciones de OT en las neurohipéfisis fueron de 3-
5 veces mayores que en las fracciones correspondientes de los hipotalamos.

& Las cpm totales asociadas a las fracciones de SRIF-14 en los hipotalamos fueron
aproximadamente 10 veces mayores que en las neurohipéfisis (notese que las
escalas de L-[**S]Cys en las Figs. I-13B y |-14B estan amplificadas).

€ Las cpm totales asociadas a las fracciones de AVP y de OT en los extractos
hipotaldmicos y neurchipofisiarios de las ratas deshidratadas fueron
aproximadamente 3 y 2 veces mayores, respectivamente, que los valores

correspondientes obtenidos en las ratas hidratadas.
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® Los niveles de SRIF-14-L-[**S]Cys en el hipotalamo y la neurchipdfisis no se

afectaron por el estado de hidratacién de las ratas.

¢ Contenido endégeno neurohipofisiario de AVP y OT

Los valores de absorbencia UV a 210 nm de AVP y de OT medidos en los
cromatogramas de los extractos neurchipofisiarios (Figs. I-13B y I-14B), representan la
suma de las absorbencias de los péptidos endégenos y de los péptidos acarreadores
sintéticos atadidos al inicio del proceso de purificacién. Después de restar los valores
de las absorbencias debidas a los péptidos acarreadores y corrigiendo a 100% de
recuperacion, los niveles neurohipoﬁsiarioé endégenos de AVP y de OT en las ratas
hidratadas fueron 21.4 y 6.1 ug, respectivamente. Con la deshidratacion, estos valores
se redujeron a 3.0 y 1.3 ug, respectivamente, paralelamente con un incremento en los

niveles de incorporacion de L-[**S]Cys a estas fracciones peptidicas.

Caracterizacion y determinacion dei grado de pureza

radioquimica de los neuropéptidos-L-[**S]Cys purificados

por CLAP-|-1

Todas las fracciones peptidicas marcadas in vivo con L-[**S]Cys y obtenidas p;:r CLAP-
1-1 de los extractos de hipotalamos y de neurohipéfisis de ratas hidratadas (Fig. I-13) y
de ratas deshidratadas (Fig. |-14) se recromatografiaron por algun precedimiento de
CLAP o se modificaron quimicamente y luego se recromatografiaron, con ef propdsito
de confirmar su identidad y de conocer su grado de pureza radioquimica. Los resultados
de los analisis de las fracciones obtenidas de ratas deshidratadas estan ilustrados en
las Figs. 1-15, I-16 y I-17 y aparecen resumidos en la Tabla I-1, junto con los valores

comrespondientes para las mismas fracciones peptidicas de las ratas hidratadas. La

proporcién entre la radioactividad de cada fraccién peptidica-L-[**S]Cys obtenida por
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recromatografia o por mocdificacién quimica seguida de recromatografia y el total de la
radioactividad de esa fracc idn peptidica-L-[**S]Cys obtenida en CLAP-i-1, constituye su

indice de pureza radioquirnica en CLAP-I-1.

« Fracciones con la movilidad de AVP-L-[*S]Cys y OT-L-{**S]Cys
obtenidas por CLAP-I-1

» Recromatografia en CLAP-I-2
En la Fig. |-15 se ilustran sobrepuestos los perfiles cromatogréﬁdbs de absorbencia UV
a 210 nm y de radioactividad, en cpm, obtenidos por CLAP-|-2, de allcuotas de las
fracciones radioactivas de hipotalamo (Figs. 15A y 15C) y de las fracciones radioactivas
de las neurohipofisis correspondientes (Figs. 15B y 15D), que coeluyeron con AVP y
con OT sintéticas en CLAP-I-1 {ver Figs. I-14A y I-14B, respectivamente). En |a Tabla I-
1 se resumen los indices d_e pureza radioquimica de cada fraccién peptidica analizada.
(Debido a su baja recuperacion, no fue posible caracterizar la fraccién de AVP-L-

[*S]Cys ilustrada en la Fig. I-14A).

» Oxidacién con acido perférmico y recromatografia en CLAP-I-1
Dado que los contaminantes radicactivos pueden comigrar con las fracciones peptidicas
de interés en mas de un sistema cromatografico, se examiné también por modificacion
quimica y recromatografia en CLAP-I-1 la identidad y el grado de pure-za radioquimica
de las fracciones de AVP—L-[”S](_:ys y de OT-L-[**S]Cys obtenidas en CLAP-I-1.
Alicuotas de las fracciones peptidicas de hipotalamo y neurohip&fisis se oxidaron con
acido performico y recromatografiadas por CLAP-I-1. En la Fig. |-16 se muestran
sobrepuestos los perfiles de absorbencia UV a 210 nm y de radioactividad de los
derivados suifénicos correspondientes: en las Figs. I-16A y I-16C se ilustran los

cromatogramas obtenidos para las fracciones peptidicas de hipotalamo y en las Figs. |-
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168 y -16D los de las fracciones peptidicas de neurohipéfisis. Una fraccién importante
del total de la radicactividad de cada fraccion peptidica obtenida por CLAP-I-1 comigré
con el acarreador sintético oxidado. Los indices de pureza radioquimica de las
fracciones peptidicas modificadas quimicamente y recromatografiadas aparecen en la

Tabla |-1.

El grado de pureza radioquimica de las fracciones de AVP-L-{*S]Cys y OT-L-[**S]Cys
medido por CLAP-I-2 o por modificacién quimica y recromategrafia en CLAP-|-1 fueron
similares en todos los casos, exceptuando el caso de la OT-L-{*S]Cys neurohipoﬁsiaria,
que por modificacion quimica resultdé 20% menos pura que por recromatografia en

CLAP-I-2 (con apareamiento ionico).

 Fracciones con la movilidad de SRIF-14-L-[**S]Cys
obtenidas por CLAP-I-1

» Recromatografia por CLAP-I-3
Todas las fracciones con movilidad de SRIF-14-L-[**S]Cys de extractos de hipotdlamos
y de neurohipdfisis obtenidas por CLAP-I-1 (Fig. 1-14) se recromato-grafiaron por CLAP-
I-3. Los perfiles sobrepuestos de absorbencia UV a 210 nm y de radioactividad
ilustrados en las Figs. I-17A y 1-17B muestran que una proporcion aita del total de la
radioactividad asociada a las fracciones de SRIF-14-L-**S]Cys obtenidas por CLAP-I-1
volvid a coeluir con la SRIF-14 sintética en CLAP-I-3, una demostracion de su identidad

y de su alto grado de pureza radioquimica en CLAP-I-1 (ver Tabla |-1).

» Carboximetilacién y recromatografia por CLAP-I-3
Las fracciones de SRIF-14-L-[**S]Cys de hipotalamo obtenidas por CLAP-I-3 (Fig. |-

g SRIF-14-L-["S]Cys de neirohipofisis de 10 ratas hidratadas,
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purificadas sucesivamente por CLAP-I-1 y CLAP-I-3, se carboximetilaron y
recromatografiaron por CLAP-I-3. Como se aprecia en {os pefrfiles sobrepuestos de
absorbencia UV a 210 nm y de radioactividad en la Figs. I-17C y I-17D, tanto el material
radioactivo como la SRIF-14 sintética, se desdoblaron en 2 productos de
carboximetilacion identificados como CM-SRiF-14-1 y CM-SRIF-14-1i. La relacién de
CM-SRIF-14-/CM-SRIF-14-ll varié de una preparacion a la otra, pero fue la misma para
el péptido acarreador y el péptido radicactivo de una preparacion dada. En los ejemplos
ilustrados, la relacién fue de 2 para la preparacién de hipotalamo y de 4 para la
preparacion de neurchipéfisis. El grado de pureza radioquimica de cada una de las
fracciones de SRIF-14-L-[**S]Cys est4 indicado en la Tabla I-1. Con CLAP-I-3 no fue
posible mejorar el grado de pureza radioquimica de las fracciones hipotalamicas de
SRIF-14-L-[**S]Cys obtenidas en CLAP-I-1. En cambio, la pureza radioquimica de las
fracciones de SRIF-14-L-[**S]Cys de las 10 neurohipéfisis de las ratas hidratadas

ascendid de 68% en CLAP-I-1 a 100% en CLAP-I-3.

Incorporacién especifica de la L-[>*S]Cys a la proteina precipitada con acido

acético de los extractos de los hipotélamos y las neurchipéfisis de las ratas

hidratadas y las ratas deshidratadas.

La incorporacién especifica de L-[**S]Cys a la proteina precipitada con HOAc 2M en el
primer paso de extraccion de los neuropéptidos-L-[**S]Cys de hipotalamos y de
neurohipofisis de ratas hidratadas fue de 306 cpm/ug y de 80 cpm/ug, respectivamente,
y de 331 cpm/ug y de 277 cpm/ug, respectivamente, para el caso de Ias ratas

deshidratadas.
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FIGURA 1. ESTRUCTURA PRIMARIA DE LA OT, LA AVP Y LA
SRiIF-14. Estdn representadas las cadenas |aterales (ionizadas,
alifaticas y aromaticas) de la OT, la AVP y la SRIF-14 que determinan
las diferencias en su comportamiento cromatografico en los sistemas
de CLAP-I-1, CLAP--2 y CLAP-{-3.
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FIGURA 1-.. ESTRUCTURA QUIMICA DEL OCTADECILSILANO. Esta
representada la extension alifdtica del soporte cromatogréfico de la
columna pu Bondapak Cy¢ empleada en los sistemas de CLAP-i-1,
CLAP-I-2 y CLAP-I-3.
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FIGURA |-3. SITIO DE INYECCION DE LA L-**S|Cys. El precursor
radioactivo se inyectd an el Itl V a -2 mm de bregma. Se ilustra un corte
coronal del cerebro de la rata a -1.8 mm de bregma (corte méas cercano
al sitio de inyeccién). A. Esquema del corte de tejido en B. B. Imagen
det corte de tejido. Figuras tomadas de Paxinos y Watson (1-22). PaDC,
nicleo paraventricular, cdépsula dorsomedial;, PalM, nicieo
paraventricylar, magnocelular lateral, PaMP, nicleo paraventricular,
parvocelular medial; PaV, nicleo paraventricular, ventral; Pe, nucleo
periventricular.
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FIGURA 4. DISECCION DE LOS BLOQUES HIPOTALAMICOS.
Haciendo 2 cortes coronales (A), se obtuvo una rebanada de cerebro
de rata entrg - 0.30 mm (B} (en e quiasma 6ptico, ox) y - 4.80 mm (C)
(anterior a los cuerpos mamilares, M) de bregma. Luego, colocando [a
rebanada sobre su superficie caudal, se hicieron 2 cortes sagitales a 3
mm de cada lado de la linea media. El bloque hipotaldmico se obluvo
finalmente haciendo el ditimo corte a la attura de la comisura anterior
(ac). Las ilustraciones son de (I-23, A) y de Paxinos y Watson (1-22,
B,C).
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FIGURA |-8, PERFILES DE RADIQACTIVIDAD (L-[**S|Cys) DE LOS
EXTRACTOS DE HIPOTALAMO ¥ NEUROHIPOFISIS DE LAS RATAS
HIDRATADAS OBTENIDOS POR FILTRACION EN GEL. Se purificaron
por filtracién en gel la mitad del extracto soluble-en écido de
hipotalamos (A) y el total del extracto de neurohipdfisis (B) de 5 ratas
hidratadas, que recibieron intraventricularmente c/u 50 uCi de L-
[*S]Cys. AVP, OT y SRIF-14, marcados con L{**S|Cys, se obtuvieron
en {a fraccidn peptidica, el pico de radicactividad que eluye después del
volumen vacio (Vo) . Vs es e volumen de sal. Los perfiles de
radioactividad correspondientes de 5 ratas deshidratadas fueron
similares a los de las ratas hidratadas, sélo que en el extracto de
neurchipéfisis el tamafo de los picos se duplicd (pico en Vo) o triplicd
{fraccién peptidica).
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FIGURA 8. CURVA PATRON DE ALBUMINA PARA LA
DETERMINACION DE PROTEINAS POR EL METODO DE LOWRY.
La proteina patron es albomina sérica bovina, fraccién V (Sigma
Chemical Co). {I-25).
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FIGURA |-7. PERFILES DE ABSORBENCIA UV A 210 nm de LA AVP,
LA OT y LA SRIF-14 OBTENIDOS POR CLAP-I-1 y POR CLAP--2. A.
Separacién simultinea de 3 pg ¢/u de AVP, OT y SRIF-14 sintéticos en
CLAP-I-1: Gradiente lineal : CHsCN de 540% en acetato de amonio
0.01M, pH 4.0.Duracién: 40 min. Flujo: 2 mb/min. Temperatura:
Ambiente (20°C). B. Cromatografia de 1 pg <u de AVP y de OT
sintéticas en CLAP-I-2: Gradiente lineal : CH3CN de 5-60% en HOAc
0.02M, con 0.1% de la sal sddica del acido 1-hexanosulfnico
(apareamiento idnico). Duracién: 40 min. Flujo: 2 mU/min, Temperaturs:
60°C. Se indican los tiempos de retencién de cada péptido en minutos.
G marca el inicio de los gradientes.
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FIGURA 1-8. PERFIL DE ABSORBENCIA UV A 210 nm DE LA SRIF-14
OBTENIDO POR CLAP-I-3. Se cromatografiaran 3 ug de SRIF-14
sintética en CLAP-I-3: Condiciones isocriticas: CHyCN al 26% en
acetato de trietilamonic 0.25M, pH 3. Fiujo: 1.5 ml/min. Temperatura:
Ambiente. Su tiempo de retencién esta indicado en minutos. S marca ef
inicio de la cromatografia.
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FIGURA |-9. ESTRUCTURA QUIMICA DE LOS OERIVADOS
SULFONICOS DE LA AVP Y DE LA OT. Estdn representados los
grupos funcionales ionizados de los derivados sulfGnicos de la AVP y
de la OT sintéticos obtenidos por oxidacién con écido perférmico, que
determinan su comportamiento cromatogréfico en CLAP-I-1.
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FIGURA 1-10. PERFILES DE ABSORBENCIA A 210 nm DE LOS
DERIVADOS SULFONICOS DE LA AVP Y LA OT OBTENIDOS POR
CLAP-I-1. Los derivados sulfénicos de ta AVP y la OT se obtuvieron por
oxidacién con &cido perférmico. A. 2 pg de (SOy)rAVP después de
prepurificar la mezcla de reaccidn en DEAE-celulosa. Se indica el
tiempo de retencién de la AVP. B. 2 ng de (SOs)-AVP obtenidos en la
mezcia de reaccién y sin prepurificacion comidos junto con 2 ug de
AVP. C. 3 ug de (S0s)-OT después de prepurificar la mezcla de
reaccién en DEAE-celulosa. Se indica la posicién de etucion de la OT.
D. 3 pg de (SOy)-OT obtenidos en la mezcla de reaccién y sin
prepurificacién. Se indica la posicién de elucidon de la OT. Los tiempos
de retencién de ios péptidos estan indicados en minutos (min). A:
Absorbencia. G:Inicio de! gradiernte.
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FIGURA |-11. PERFILES DE ABEORBENCIA A 210 nm DE LA SRIF-
14 y DE LA SRIF-14-CARBOXIMETILADA OBTENIDOS POR CLAP-I-
3. A: 3 ug de SRIF-14. B: CM-SRIF-14- y CM-SRIF-14-11 son productos-
de la reaccién de carboximetilacién de 8 ug de SRIF-14. Se indica la
posicion de elucidn de la SRIF-14. C: Productos obtenidos en la mezcla-
de reaccién de carboximetilacitn sin SRIF-14. A: Absorbencia. S: Inicio
de la cromatografia.
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FIGURA 12, ESTRUCTURA QUIMICA DE LA SRiIF-14
CARBOXIMETILADA. Se ilustra la estructura primaria de la SRIF-14
con grupos carboximetilo (-CHxCOO?) unidos covalentemente 2 los
azufres de los 2 residuos de cisteina.

57




Ala-Gly-Cys-Lys—Asn—Phe-Phe-Trp-Lys-Thr-Phe-Thr-Ser—Cys
T |
S—-CH,~-C00~ S-CH,-C00~
SOMATOSTATINA CARBOXIMETILADA




FIGURA !-13. PERFILES DE ABSORBENCIA A 210 nm Y DE
RADIOACTIVIDAD EN CLAP--1 DE LOS EXTRACTOS
PREPURIFICADOS DE HIPOTALAMOS Y NEURGHIPOFISIS DE LAS
RATAS HIDRATADAS, MARCADAS CON L-{*S|Cys. Cinco ratas
hidratadas recibieron 50 uCi de L{°°S|Cys c/u en el Hl ventriculo. Al
cabo de 4h, las ratas se decapitaron y sus hipotdlames y sus
neurchipéfisis se disecaron, combinaron y homogeneizaron con HOA¢
2M, en presenciade 20y 10 pgde AVP, de 6y 3 pgde OTyde By 8
ug de SRIF-14 sintéticas, respectivamente. Los extraclos de tejido se
prepurificaron por fitracién en gel y quimioadsorcién a octadecilsilano y
iuege se analizaron por CLAP-I-1. Se colectaron fracciones de 600 i y
se midi6 la radioactividad'en 100 uL (A) y 200 uL (B) da cada fraccién.
A: Cromatografia de la mitad del extracto de los 5 hipotilamos de ratas
hidratadas. B8: Cromatografia del exiracto completo de las 5
neurchipéfisis de ratas hidratadas. En (B) se emplearon 2 escalas para
graficar las cuentas por minuto (cpm). A: Absorbencia. G: Inicio del
gradiente.
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FIGURA |-14, PERFILES DE ABSORBENCIA A 210 nm Y DE
RADIOACTIVIDAD CBTENIDOS POR CLAP-I-1 DE LOS EXTRACTOS
PREPURIFICADOS DE HIPOTALAMOS Y NEUROHIPOFISIS DE LAS
RATAS DESHIDRATADAS, MARCADAS CON L-[**S|Cys. Cinco ratas
deshidratadas recibieron 50 pCi de L-[*S]Cys c/u en el I ventriculo. Al
cabo de 4h, las ratas se decapitaron y sus hipotdlamos y sus
neurchipdfisis se disecaron, combinaron y procesaron tal y como se
indica en la leyenda de la Fig. +13. A; Cromatografia de la mitad del
extracto de les 5 hipotdlamos de las ratas deshidratadas. B:
Cromatografia del extracto completo de las 5 neurohipofisis de las ratas
deshidratadas. En (B) se empiearon 2 escalas para graficar las cuentas
por minuto (cpm). A: Absorbencia. G: Inicio del gradiente.
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FIGURA [-18. CRITERIOS DE IDENTIDAD Y DE PUREZA
RADIOQUIMICA DE LA AVP-L-L%SICys Y LA OT-L-*SiCys
OBTENIDAS POR CLAP-I-1: CARACTERIZACION POR CLAP--2. Se
ilustran sobrepuestos los perfiles de absorbencia a 210 nm y de
radioactividad obtenidos CLAP-1-2 de las fracciones de AVP-L-[°S]|Cys
y OT-L-[®¥S|Cys purificadas por CLAP-I-1 de los exiractos de los
hipotalamos y de las neurohipéfisis de las ratas deshidratadas. A:
AVP-L-[**S$]Cys de hipotélamo (46% del materiai obtenido por CLAP-I-
1, Fig. 1-14); OT, 1.2 pg, marcador intemo. B: AVP-L{"°S|Cys de
neurchipéfisis (33% del material obtenido por CLAP-I-1, Fig. 1-14); OT,
2.4 pg, marcador intemo. C: OT-L-{*S|Cys de hipotdiamo (31% del
material obtenido CLAP-1, Fig. 1-14); AVP, 1.2 ng, marcador
intemo. D: OT-L- S]Cys de neurchipéfisis (13% de material obtenido
por CLAP-I-1, Fig. 1-14); AVP, 2.4 ug, marcador intermo. En todos los
casos se colectaron y contaron (centelleo liquido) fracciones de 600 ulL.
A; Absorbencia. G: Inicio del gradiente. Los tiempos de elucién se
expresan en minutos (min). Las escalas de radioactividad en cuentas
por minuto (cpm) son diferentes para cada case. Los resultados de este
andlisis estian resumidos en la Tabla I-1.
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FIGURA [-18. CRITERIOS DE IDENTIDAD Y DE PUREZA
RADIOQUIMICA DE AVP-L-sS|Cys Y OT-L{®S]Cys OBTENIDAS
POR CLAP-I-1: CARACTERIZACION POR DERIVATIZACION Y
RECROMATOGRAFIA EN CLAP-I-1. Se ilustran sobrepuestos los
perfiles de absorbencia a 210 nm y de radioactividad obtenidos por
CLAP-I-1 de los derivados sulfénicos de fas fracciones de AVP-L-
(*sSiCys y OT-L-P?S|Cys obtenidas por CLAP--1 de extractos de
hipotdlamos y de neurchipéfisis de ratas deshidratadas. A: (SOx)r
AVP-L-[**S]Cys de hipotélamo (46% det material obtenido en CLAP-I1,
Fig. I-14, oxidado). B: (SO3)-AVP-LLSICys(SOs )-AVP-L{**S]Cys de
neurohipéfisis (33% del materiat obtenido en CLAP--1, Fig. !-14,
oxidado). C: (SO3)-OT-L-°°S|Cys de hipotdlamo (31% del material
obtenido en CLAP-I-1, Fig. I-14, oxidado). D: (SOy)z-OT-L-[**S|Cys de
neurchipdfisis (13% del material obtenido en CLAP-I-1, Fig. 1-14,
oxidado). Previo a su recromatografia, los neuropéptidos se oxidaron
con &cido perférmico. En todos los cases se indica el tiempo de elucién
del péptido original. En todos los casos se colectaron y contaron (por
centelleo liquido) 600 ul. A: Absorbencia. G: Inicio del gradiente. Los
tiempos de elucidn se expresan en minutos (min). Las escalas ds
radioactividad en cuentas por minuto (cpm) son diferentes para cada
caso. La recuperacién de los péptidos oxidados fue de 65-70%. Los
resultados de este andlisis astan resumidos en la Tabla I-1.
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FIGURA [-17. CRITERIOS DE IDENTIDAD Y DE PUREZA
RADIOQUIMICA DE SRIF-14-L*°S|Cys OBTENIDA POR CLAP-i-1:
CARACTERIZACION SUCESIVA POR CROMATOGRAFIA EN CLAP-I-
3 Y PCR CARBOXIMETILACION Y RECROMATOGRAFIA EN CLAP-I-
3. Se ilustran sobrepuestos los perfiles de absorbencia a 210 nm y de
radioactividad obtenidos por CLAP-I-3 de las fracciones de SRIF-14-L-
*s]Cys obtenidas por CLAP-I-1 de ios extractos de los hipotdlamos y
de las neurohipéfisis de (as ratas hidratadas o deshidratadas, antes y
después de carboximetilar. A: Total de la SRIF-14-L[**S|Cys de los
hipotdlamos de las ratas deshidratadas obtenida por CLAP-I-1 (Fig. I-
14). B: Total de la SRIF—14-L-[“S]Cys de las neurohipdfisis de las ratas
deshidratadas obtenida por CLAP-I-1 (Fig. -14). C: SRIF—14—L—[°°S]Cys
obtenida en (A), carboximetilada. D: SRIF-14-L-[“S]Cys de 10
neurchipdfisis de ratas hidratadas, obtenida sucesivamente por CLAP-I-
1y CLAP-I-3, carboximetilada y recromatografiada en CLAP-I-3. En (A)
y {B) se colectaron fracciones de 500 pul y se coniaron {por centelleo
liquido) alicuotas de 100 b (A) y 200 ul (B). El material restantie en
(A) se carboximetilé y recromatografié en CLAP-I-3 (C). En (C) ¥ (D), se
colectaron y contaron {por centellec liquido) fracciones de 500 ul. CM-
SRIF-14-} y CM-SRIF-14-1l denotan los productos de carboximetilacion
de la SRIF-14. S: Inicio de la comida.
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TABLA 1, CARACTERIZACION DE AVP, OT Y SRIF, MARCADAS CON L—(jS‘S)CYS, DE HIPOTALAMOS Y

NEURGHIPDFISIS DE RATAS HIDRATADAS (H) Y DE RATAS DESHIDRATADAS (D)

% DE _PUREZA RADIOQUIMICA

FRACCIONES AISLAMIENTD RPOR CLAP 1 F
PEPTIDICAS-  TEJIDD® D/H RECROMATOGRAFIA' DERIVATIZACIONY
L-(355)CYS H D H D H D
AVP HIPODTALAMO
cpm totalesb 722 2,613 ‘3,6 - - - -
NEUROHIROF ISIS
cpm totales 17,562 30,103 .7 56 60 65 62
cpg sspecificas 11,415 18, 664 1.6
9 21,4 3.0 0.14
cpm/pg especificas 533 6,221 1.7
0T HIPOTALAMOD
cpm totalas 5,258 17,391 3.3 49 90 70 100
cpm especifitas 3,681 17,391 4,7
NEUROHIPOFISIS
cpm totales 27,328 48,123 1.8 73 73 50 56
cpm aespecificas 13,664 26,949 2.0
o] 6.1 1.2 0.21
cpm/pg especificas 2,240 20,730 9,3
SRIF HIPOTALAMO
cpm totales 10, 370 9,356 0.9 71 81 Be 72
cpm especi{ficas 7,363 7,578 1.0
NEUROHIPOFISIS
cpm totales 1,709 2,205 1.3 50 45 - -
cpm especificas B854 992 1.2 .
cpm totales 2,103 - - 68 - 100 -
cpm aspecificas 1,430 - -

oTn

pureza radioquimica.

©~on

Extractos combinados de 5 ratas.
Cpm corregidas con base en su recuperacion y vida media de la L-{™S|Cys.
Radioactividad incorporada especificamente a los péptidos-L{"S]Cys, determinada segim su grado de

Contenido enddgeno neurchipofisiario, corregido con base en su recuperacion.
Material combinado de 10 ratas.
Recromatografia por CLAP-I-2 (AVP y OT) y CLAP-I-3 (SRIF-14).
Derivatizacién de AVP y OT por oxidacion con écido perférmico y de SRIF-14 por carboximetilacion,

seguida de su recromatografia en CLAP-\-1 y CLAP-1-3, respectivamente.




Discusion

Partiendo de la premisa de que los ﬁiveles de biosintesis in vivo de neuropéptidos
reflejan el estado de actividad de las neuronas peptidérgicas correspondientes, se
desarrollé un procedimiento, basado en la CLAP; para estimar la actividad de ciertas
poblaciones de neuronas vasopresinérgicas, oxitocinérgicas y somatostatinérgicas
hipotalamicas a través de la medicién simuitdnea de AVP-L-[*¥*S]Cys, OT-L-[**S]Cys y
SRIF-14-L-[*S]Cys en extractos acidos de hipotalamos y de neurohipéfisis de ratas
posten’or a la administracién in vivo de L-[**S]Cys en et |l ventriculo. El procedimiento
se valoré comparando los niveles de biosintesis in vivo de AVP-L-[**S]Cys, OT-L-
[}*S]Cys y SRIF-14-L-[**S]Cys entre ratas hidratadas y deshidratadas como indice de

actividad de las neuronas peptidérgicas comrespondientes frente a la deshidratacién.

Metodologia

Se disefaron 3 sistemas de CLAP para la medicion de AVP-L-[**S]Cys, OT-L-[**S]Cys y
SRIF-14-L-[*S]Cys biosintetizadas en hipotalamos y acumuladas en neurohipéfisis de
ratas después de la administracién intracerebroventricular de L-[**S]Cys. Los péptidos
marcados se obtuvieron simultaneamente por CLAP-I-1 y su identidad y grado de
pureza radioquimica se determinaron individuaimente por recromatografia en CLAP del

péptido en su forma natural o después de ser derivatizado.

Los extractos radioactivos &cidos crudos de hipotalamo o de neurohipdfisis se filtraron
por columnas de Sephadex G25 para separar ias fracciones peptidicas de la proteina
de alto peso molecular. Las fracciones conteniendo los neuropéptidos-L-[**S]Cys se

concentraron y purificaron por quimioadsorcion a octadecilsilano, empleando cartuchos

comerciales Sen Pak. Dada la inespecificidad relativa det métado de purificacion por
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quimioadsorcion, basado en las propiedades quimicas (no biolégicas) comunes de los
péptidos, la AVP-L-[**S|Cys, la OT-L-[*S]Cys y la SRIF-14-L-{**S]Cys se recuperaron
simultdneamente en ia misma fraccién. En este paso se iogro la eliminacién de la mayor

caritidad de radicactividad contaminante.

Los neuropéptidos-L-{**S]Cys prepurificados por Sephadex G25 y quimioadsorcion a
octadecilsilano luego se separaron por CLAP-I-1, un sistema de CLAP en fase reversa
con gradiente lineal de CH;CN, en el cual los péptidos eluyeron en orden ascendente de
hidrofobicidad. De los 3 péptidos analizados, la AVP es la menos hidrofébica, por lo cual

eluyé al inicio de la corrida; la SRIF-14 es la mas hidrofébica y por ello eluyd al final.

Los cromatogramas radioactivos obtenidos por C{LAP-I-1, muestran los niveles de
radioactividad asociados a las fracciones de AVP, OT y SRIF-14 de hipotalamo y de
neurchipéfisis, obtenidas 4h después de la administracién intracerebroventricular de la
L-[**S]Cys. La radioactividad asociada é estas fracciones se midio facilmente en todos
los casos, con excepcion de la AVP-L-[**S]Cys en los extractos de hipotalamo, que
apenas pudo distinguirse por arriba del nivel de fondo radioactivo. Es posible que ios
bajos niveles de AVP-L-[**S]Cys en el extracto de hipotalamo sean atribuibles a
pérdidas en el curso de su purificacién. Dada su naturaleza ionica, es probable que la
mayor perdida de AVP haya ocurrido por particion en el HOAc durante la filtracién de la
fraccion peptidica obtenida por Sephadex G25 (20mL) a través de los cartuchos Sep-
Pak. (Esta deficiencia metodolbgica aparece corregida en el Capltulo lI. El manejo de
hipotalamos y de neurchiptfisis individuales permitié eliminar el paso de purificacién por
filtracion en Sephadex G25 y con ello mejorar el rendimiento de la AVP). No obstante, si
pudo establecerse aqui la identidad de la AVP-L-[**S]Cys en los extractos de hipotalamo

en analisis subsecuentes por CLAP-I-2 y su recromatografia por CLAP-I-1, posterior a
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su oxidacion con &cido perférmico. A pesar de ello, no fue posible determinar con

confianza su grado de pureza isotdpica.

La confirmacién de identidad y la medicion del grado de pureza isotépica de las demas
fracciones peptidicas marcadas se obtuvieron directamente por su recromatografia en
CLAP-I-2 (AVP, OT) o en CLAP-I-3 {SRIF-14), o bien por CLAP después de su
modificacién quimica: los derivados sulfénicos de la AVP-L-[*S]Cys y de la OT-L-
[(¥S]Cys se analizaron por CLAP-I-1 y la SRIF-14-L-[**S]Cys carboximetilada se
recromatografié en CLAP-1-3. CLAP-I-2 es un sistema de cromatografia en fase reversa
y gradiente lineal de CH;CN en el cual la movilidad de los péptidos depende de sus
propiedades hidrof6bicas adquiridas por interaccion con el acido hexanosuifénico, un
agente apareador ibnico afiadido a la disolucion amortiguadora det sistema. CLAP-I-3

es un sistema isocratico en fase reversa descrito por Rivier (I-12).

El analisis de la OT-L-[**S]Cys de hipotalamo y de la AVP-L-[**S]Cys de neurohipdfisis,
obtenidas por CLAP-I-1, mostraron niveles de pureza isotépica equivalentes en su
forma natural y después de ser oxidadas. Esto no fue el caso para ia OT-L-[**S]Cys
neurohipofisiaria. La radioactividad asociada a esta fraccion recromatografiada en
CLAP-I-2 fue 20% mayor que aquella asociada a la fraccion del derivado sulfénico de
OT-L-[**S]Cys neurohipofisiaria obtenida en CLAP-i-1, sugiriendo la coeiucién de
contaminantes radioactivos en la fraccidn de la OT-L-[**S]Cys en CLAP-I-2. Es por elio
que la actividad especifica de incorporacién de L-[**S]Cys a esta fraccién en la Tabla I-1
esta dada en funcion de su grado de pureza radioquimica medida después de su

medificacion quimica y recromatografia en CLAP-I-1.
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La medicién por CLAP de la SRIF-14-L-[**S]Cys en los extractos de hipotalamo y de
neurchipéfisis, constituye la primera demostracion bioquimica rigurosa de la biosintesis
in vivo de SRIF-14 en |a rata. Con anterioridad, solamente habia sido reportada la
biosintesis in vitro de SRIF-14 inmunorreactiva (SRIF-14-1) en fragmentos de hipotalamo
en cultivo {I-10). El 70 a 80% de la radioactividad asociada a ia fraccidn hipotalamica de
SRIF-14 en CLAP-I-1, se comporté como SRIF-14-L-[**S]Cys en CLAP-I-3 tanto en su
forma natural como después de ser carboximetilada, lo que constituye una

demostracion satisfactoria de su identidad y grado de pureza radioguimica. La fraccién
neurchipofisiaria de SRIF-14-L-[**S]Cys obtenida por CLAP-I-1 y recromatografiada por
CLAP-1-3 inclusive alcanzé el 100% de pureza isotépica después de ser carboximetilada
y recromatografiada por CLAP-I-3, Esta SRIF-14-L-[**S]Cys neurohipofisiaria
seguramente es de origen hipotaldmico y viaja al I6bulo neural en la via discreta
identificada por Hokfelt et al. (I-26), que contrasta con la via muy desarroliada de los
péptidos neurohipofisiarios clasicos de AVP y OT (I-27). De hecho, los niveles
neurchipofisiarios de SRIF-14-L-[**S]Cys son 10 veces menores que sus niveles en el
hipotalamo, mientras que los niveles neurohipofisiarios de AVP-14-L-[*S]Cys y OT-L-
[*S]Cys siempre son mayores que sus niveles en hipotalamo. Por otra parte, los niveles
endégenos de la SRIF-14 inmunocdetectable en la neurohipdfisis (1-28) son 1000 veces
menores a los niveles inmunodetectables de AVP (I-29) y de OT (1-30). Por ahora se

desconoce el significado fisioldgico de ta SRIF-14 neurohipofisiaria {I-28).

La carboximetilacion de la SRIF-14 de hipotalamo o de neurohipdfisis siempre resulté
en el desdoblamiento del material en 2 fracciones, la CM-SRIF-14-| y la CM-SRIF-14-Il,
con movilidades en CLAP-I-3 menor y mayor a la SRIF-14 original, respectivamente. En
sus estudios para caracterizar la SRIF-14 de pancreas de paloma, Spiess et al. (I-13)

observaron que controlando el pH de la reaccién podian carboximetilar uno o los dos
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residuos de Cys de la SRIF-14. Trabajando a pH 6.0, obtenian un producto
carboximetilado en una sola posicién (no identificaron la posicién), con un tiempo de
retencién en CLAP-I-3 mayor que la SRIF-14. En cambio, carboximetilando el material a
pH 8.7, obtenian un producto carboximetilado en los 2 residuos de Cys, con un tiempo
de retencién en CLAP-I-3 menor que la SRIF-14. Independientemente del tiempo de
reaccidn y a pesar de llevar a cabo la reaccién en condiciones cuidadosamente
controladas a pH 8.7, inexplicablemente aqui la carboximetilacién de la SRIF-14
sintética o de la SRIF-14-L-[**S|Cys, siempre resultd en la formacién de 2 productos de
reaccion. De hecho, la demostracién de que después de la carboximetilacién conjﬁnta
de SRIF-14 sintética y SRIF-14-L.-[**S]Cys la relacién entre el par de productos
marcados fuera igual a la relacién entre el par de productos no radioactivos, fue prueba

de identidad de la SRIF-14-L-[**S]Cys.

Biosintesis in vivo de AVP;L-[”S]Cys, OT-L-{**S]Cys y

SRIF-14-L-{*S]Cys en el hipotalamo y su acumulacién en la

neurohipofisis de ratas hidratadas y deshidratadas.

Una vez establecida la metodologia, se aplicod ésta a la comparacion de los niveles de
biosintesis in vivo de AVP-L-[**S]Cys, OT-L-[**S]Cys y SRIF-14-L-[**S]|Cys entre ratas
hidratadas y deshidratadas. En respuesta a los estimulos osmético {I-18) y natriurético
(1-18), posterior a la administracion de NaCl al 2% durante 5 dias, la incorporacion de la
marca a AVP y a OT en los extractos de hipotalamos de ratas deshidratadas fue 3 a 4
veces mayor que ios valores correspondientes obtenidos en los extractos de
hipotalamos de ratas hidratadas, que sélo recibieron agua. La incorporacién de la marca
a AVP y a OT en los extractos neurohipofisiarios de las ratas deshidratadas fue 2 veces
mayor que en las ratas hidratadas. Estos cambios ocurrieron paralelamente con una

caida pronunciada en los niveles endégenos neurohipofisiarios de AVP y de OT en las

ratas deshidratadas al 20% de sus niveles en las ratas hidratadas.
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No hubo ning(in cambio apreciable en el grado de pureza isotdpica de los péptidos
marcados en los extractos de lds ratas deshidratadas en comparacion con las ratas
hidratadas, con excepcion de la fraccidn hipotalamica de OT-L-[*S]Cys cuya pureza
radioquimica fue mayor debido probablemente a que la induccién de su biosintesis en
respuesta a los estimulos osmético y natriurético ocurrié sin cambio en el nivel de los

contaminantes radioactives que coeluyeron con el neuropéptido.

Independientemente del estado de hidratacién de las ratas, tanto en los extractos de
hipotalamo como de neurohipéfisis, la radioactividad asociada a las fracciones de OT
siempre fue mayor que aquella asociada a las fracciones de AVP (una obsefvacion que
no cambid en los estudios descritos en ef Capitule Il, ain después de simplificar el
procedimiento de purificacién de la AVP-L-[**S]Cys y lograr un rendimiento de AVP-L-
[**S]Cys similar ai de la OT-L-[**S]Cys). Estos resuitados contrastan con las
observaciones de Gainer et al. (I-31), quienes encontraron que después de inyectar L-
[3*S]Cys en el nucleo supradptico (SON), la relacién de AVP-L{*S]Cys a OT-L-[**S]Cys
en la neurchipéfisis era de 1.8. Es factible que esta discrepancia sea atribuible a la

diferencia en el sitio de inyeccion det precursor radioactivo.

La deshidratacion de las ratas no alteré el nivei de incorporacion de la marca a la
proteina de hipotalamo precipitable con HOAc (una medida de la sintesis de proteinas
total en hipotalamo), aunque si resulté en un aumento notable en el nive!l de la proteina-
L-[**S]Cys neurohipofisiaria precipitable con HOAc. Este aumento paralelo al incremento
en los niveles de AVP-L-[**S]Cys y de OT-L-{**SICys en las ratas deshidratadas sugiere
que se trata de una fraccion proteinica ligada a los neuropéptidos, probablemente rica

en precursores biosintéticos residuales (i-31, 1-32, 1-33, 1-34,) con alto contenido de
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cisteina (1-35), y formando agregados de alto peso molecular (I-36). No se conoce el
porcentaje de precursores residuales de AVP y de OT en la neurchipdfisis de la rata,

pero en el humano constituye de un 10-16% del material precursor total.

A diferencia de su efecto sobre las neuronas vasopresinérgicas y oxitocinérgicas, los
estimulos osmético y natriurético en ias ratas tratadas con NaCl al 2% durante 5 dias no
afectaron sensiblemente la actividad de las neuronas somatostatinérgicas. Los niveles
de SRIF-14-L-[**S]Cys en el hipotalamo y en la neurchipdfisis no variaron
significativamente entre las ratas deshidratadas y las ratas hidratadas. Este resultado es
congruente con las observaciones de Rossier et al. (I-37), quienes encontraron
inalterados los niveles neurohipofisiarios de ta SRIF-14 inmunorreactiva en ratas que
habian recibido NaCl al 2% durante 5 dias. Al parecer las neuronas somatostatinérgicas
que se estdn marcando radicactivamente, en su mayoria neuronas perventriculares (I-
26, 1-38), no son osmosensibles. Hay duda respecto a la existencia de neuronas
somatosatinérgicas que se han identificadas inmunohistoquimicamente en los nicleos

magnocelulares (i-39), que de existir tampoco parecen ser osmosensibles.

Ademas de los estimulos osmotico y natriurético a los que se sometieron a las ratas
deshidratadas, tanto éstas como las ratas hidratadas estuvieron expuestas a la
anestesia con pentobarbital y al trauma post-operatorio de la trepanacion y del sangrado
del seno sagital superior que pudiera haber afectado la biosintesis in vivo de AVP-L-
[**S]Cys, OT-L-[*S]Cys y SRIF-14-L-[**S]Cys. Existe evidencia experimental que
demuestra que el pentobarbital y el estrés quirGrgico pueden estimular la secrecién de
AVP (1-40) y de OT (I-41), por lo cual es probable que estos factores hayan alterado la
biosintesis de AVP-L[**S]Cys y de OT-L-[**S]Cys en los dos grupos experimentales. En

consecuencia, los niveles de incorporacion de L-[**S]Cys a estos péptidos en las ratas
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hidratadas no corresponden a niveles de incorporzcién de la marca basal y en las ratas
deshidratadas no son atribuibles enteramente a la estimulacion por la deshidratacion.
Por lo que toca a la biosintesis de SRIF-14-L-[**S]Cys, se sabe que la anestesia con
pentobarbital inhibe {a secrecion de SRIF-14, observandose paralelamente un aumento
en su contenido en el hipotalamo (1-42), por lo que es posible especular que los niveles
de biosintesis de SRIF-14-L-[**S]Cys que se reportan aqui, tanto para las ratas
hidratadas como para las ratas deshidratadas, son menores a sus niveles de biosintesis
basal. De hecho, posterior a la publicacion de este trabajo (I-43), Van ltallie y Femstrom
(I-44) demostraron que en ratas anestesiadas con uretano, un anestésico que induce la
secrecién de SRIF-14 (1-42), la incorporacion de la marca a la SRIF-14 es el doble del

valor obtenido en ratas anestesiadas con pentobarbital.

Las interferencias en la medicion de la biosintesis in vivo de AVP-L-[*S]Cys, OT-L-
[**S]Cys y SRIF-14-L-[**S]Cys en e! hipotalamo y la neurohipéfisis de ratas hidratadas y
deshidratadas descritas en este Capitulo, debidas a la anestesia y al trauma quirurgico,
se han superado en los estudios descritos en el Capitulo Il. Mediante la implantacion
intracraneal de canulas guia dirigidas al ll{ V para la administracion de la marca
radioactiva a ratas despiertas y recuperadas del trauma quirdrgico, se aseguran
mediciones mas precisas de biosintesis in vivo de los neuropéptidos, tanto det nivel de
incorporacion de la marca basal como de niveles de incorporacion de la marca en

respuesta a manipulaciones experimentales hechas a las ratas.

72




Conclusiones

1. Se demostré que en [a rata es posible medir simultdneamente la biosintesis in vivo de
AVP-L-[*S]Cys, OT-L-[**S]Cys y SRIF-14-L-[**S]Cys en extractos combinados de 5
hipotalamos asi como medir su acumulacién en los extractos combinados de las 5
neurohipofisis correspondientes (junto con AVP y OT neurohipofisiarias endégenas)
posterior a la administracion al !l ventriculo de 50 uCilrata del precursor radioactivo. [En
este modelo, se marcan principaimente las neuronas vasopresinérgicas y
oxitocinérgicas del nicleo paraventricular y las neuronas somatostatinérgicas
periventriculares).

2. La medicion de los neuropéptidos-L-[**S]Cys en los extractos de hipotalamos y
neurohipdfisis fue posible gracias al alto poder de resolucidn de la CLAP. Extraidos con
HOAC, prepurificados en bloque por filtraciéon en gel y quimioadsorcidn a octadecilsilano
AVP-L-[*S]Cys, OT-L-[**S|Cys y SRIF-14-L-[*3]|Cys fueron separados mediante la
CLAP en fase reversa [octadecilsilano (fase sdlida)/gradiente de CH,CN (fase moévil)] y
cuantificados por centelleo liquido.

3. A pesar de que cada una de las fracciones peptidicas marcadas obtenidas asi fue
solamente una pequeiiisima fraccion del material radioactivo administrado para
marcarias, fue posible aislarlas simuitaneamente en un sélo paso por CLAP (previa
prepurificacén en blogque) con un grado de pureza radioquimica mayor al 50%, tal y
como se demostr por CLAP ya fuera de los neuropéptidos-L-{**S]Cys naturales o
después de ser éstos modificados quimicamente y recromatografiados.

4. Debido al grado de pureza radioquimica de las fracciones peptidicas las mediciones
de biosintesis de AVP-L-[**S]Cys, OT-L-[**SICys y SRIF-14-L-[**S]Cys constituyen un
buen indice de actividad neuronal. De esta manera fue posible medir {a respuesta de las

neuronas peptidérgicas correspondientes a los estimulos osmético y natriurético que
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ocurren en ratas deshidratadas comparativamente con su actividad en ias ratas
hidratadas. El aumento en los niveles de incorporacién de la marca a AVP-L-[**S]Cys y
a OT-L-[**S]Cys hipotalamicas y neurohipofisiarias en las ratas deshidratadas en
relacion a las ratas hidratadas es un reflejo del aumento en |a actividad de las neuronas
vasopresinérgicas y oxitocinérgicas (principamente paraventriculares) bajo estas
condiciones experimentales, mientras que la similitud de la incorporacion de la marca a
la SRIF-14-L-{**S]Cys en ratas hidratadas y deshidratadas es una demostracion de que
las neuronas somatostatinérigicas periventriculares no son osmosensibles.

5. Este trabajo fue publicado en:

Franco-Bourland RE, Femstrom JD /n vivo biosynthesis of L-[**S] -arginine
vasopressin, -oxytocin, and somatostatin: rapid estimation using reversed phase high
pressure liquid chromatography. Endocrinology 109 (1981) 1097-1106.

Ha sido citado 16 veces.

1. Swann RW, Birkett SD, Gonzélez CB, Pickering BT Precursors in the biosynthesis of vasopressin and oxytocin in the
rat - characteristics of all the components in high-performance liquid-chromatography. Biochemical J 208 (1982) 339-348.
2. Van Hallie CM, Fernstrom JD Hypothalamic¢ somatostatin-14 and -28 biosynthesis: effect of anesthetics and
hypophysectomy. Brain Res 243 (1982) 177-183.

3. Van Hallie CM, Fernstrom JD In vivo studies of somatostatin-14 and somatostatin-28 biosynthesis in rat hypothalamus.
Endoacrinology 113 (1983) 1210-1217.

4. Robinson ICAF, Jones PM An intermediate in the bicsynthesis of vasopressin and neurophysin in the guinea-pig
posterior pituitary. Neurosci Lefts 39 (1983) 273-278.

5. White JD, Krause JE, McKelvy JF In vivo biosynthesis and transpart of oxytocin, vasopressin and neurophysing to
posterior pituitary and nucleus of the solitary tract. J Nsurosci 4 (1984) 1262-1270.

8. Zingg HH, Patel YC, Habener JF Approaches to the study of somatostatin biosynthesis. Adv Exp Med Biol 188 (1985)
49-58,

7. White JD, Stewart KD, McKelvy JF, Krause JE Biochemistry of peptide-secreting neurons. Physiol Rev 65 (1985) 553-
606.

8. Camier M, Barre N, Cohen P, Morel A in vivo synthesis and processing of rat hypothalamic prosomatostatin. FESS
Letts 196 (1986) 1418,

9. Clements JA, Funder JW Arginine vasopressin and oxytocin in organs outside the nervous system. Front
Neuroendocrinol 10 (1988) 117-152,

10. Vantol HHM, Kiss JZ, Burbach JPH Differential responses in vasopressin and oxytocin gene-expression in distinct
hypothalamic nuclei after hypothalamoneurchypophyseal disconnection and vasopressin substitution.
Neurpendocrinology 49 (1989) 337-343.

11. Fernstrom JD, Fernstrom MM, Kwok RPS In vivo somatostatin, vasopressin, and oxytocin synthesis in diabetic rat
hypothalamus. Am J Physiol 258 (1990) E661-E666.

12. Meister B, Cortes R, Villar MJ, Schalling M, Hokfeit T Peptides and transmitter enzymes in hypothalamic
magnocellular neurons after administration of hyperasmotic stimuli - comparison between messenger RNA and peptide
protein-levels. Cell Tiss Res 260 (1990) 275-287.

13. Vantol HHM, Snijdewint FGM, Boer GJ, Burbach JPH Hypothalamic oxytocin messenger-RNA during development of
the Brattleboro rat - comparison to vasopressin messenger-RNA. Nourosci Res Commun 7 (1880) 25-33.

14, Vanvliet RAC, Walton JS, Wildeman AG, Betteridge KJ, Gibbins AMV Absence of oxytocin-neurophysin messenger-
RNA in the day-18 bovine conceptus. J Reprod Fert 91 (1991) 73-79.

15. Burbach JPH, Adan RAH, Debree FM Reguilation of oxytocin gene-expression and forms of oxytocin in the brain. Ann
NY Acad Sci 652 (1992) 1-13. .

16. Dheen ST, Tay SSW, Wong WC Arginine vasopressin-ike and oxytocin-like immunoreactive neurons in the
hypothatamic paraventricular and supraoptic nuciei of streptozoiocin-induced diabetic rats. Arch Histol Cytol 57 (1994)
481-472.

74




Bibliografia

I-1. Sachs H Vasopressin biosynthesis. I. In vivo studies. J Neurochem 5 (1960) 297-

303.

l-2. Sachs H Vasopressin biosynthesis. Il. Incorporation of [**S] cysteine into

vasopressin and protein associated with cell fraction. J Neurochem 10 (1863) 299-311.

I-3. Sachs H, Fawcett P, Takabatake Y, Portanova R Biosynthesis and release of

vasopressin and neurophysin. Rec Prog Horm Res 25 (1969) 447-491.

I-4. Sachs H, Takabatake Y Evidence for a precursor in vasopressin biosynthesis.

Endocrinology 75 (1964) 943-948.

I-5. Sachs H, Goodman R, Osinchak J, McKelvy J Supraoptic neurosecretory neurons
of the guinea pig in organ culture. Biosynthesis of vasopressin and neurophysin. Proc

Natl Acad Sci USA 68 (1971) 2782-2786.

I-6. Takabatake Y, Sachs M Vasopressin biosynthesis. /il. in vitro studies.

Endocrinology 75 (1964) 934-942.
I-7. Pickering BT, Jones CW /solation of radioactive oxytocin and vasopressin from the

posterior pituitary gland of the rat after the injection of labelled tyrosine into the

cerebrospinal fluid. J Endocrinot 49 (1971) 93-103.

75




I-8. Noe BD, Fletcher DJ, Bauer GE, Weir GC, Patel Y Somatostatin biosynthesis

occurs in pancreatic isfets. Endocrinology 102 (1978) 1675-1685.

[-9. Zuhlke M, Ziegler M, Jahr M, Titze R, Schmidt S Biosynthesis of somatostatin in

pancreas islets of Wistar rats. Acta Bio Med Ger 37 (1978) K15-K18.

I-10. Ensinck JW, Laschansky EC, Kanter RA, Fijimoto WJ, Koerker DJ, Goodner CJ
Somatostatin biosynthesis and release in the hypothalamus and pancreas of the rat.

Metabolism 27 Suppl 1 (1978) 1207-1210.

I-11. Snyder LR, Kirkland JJ Introduction to Modem Liquid Chromatography.

Second Edition. John Wiley & Sons, inc, New York, 1979.

I-12. Rivier JE Use of tnalkyiammonium phosphate (TAAP) buffers in reverse phase
HPLC for high resolution and high recovery of peptides and proteins. J Liq

Chromatography 1 (1978) 343-366.

I-13. Spiess J, Rivier JE, Rodkey JA, Bennet CD, Vale W Isolation and characterization

of somatostatin from pigeon pancreas. Proc Natl Acad Sci USA 76 (1979) 2974-2978.
I-14. White JD, Krause JE, McKelvy JF In vivo biosynthesis and transport of oxytocin,

vasopressin and neurophysins to posterior pituitary and nucleus of the solitary tract. J

Neurosci 4 (1984) 1262-1270.

76




I-15. Burgus R, Rivier J Use of high pressure liquio chromatography in the punfication of

peptides. In: Loffet A (Ed) Peptides, 1976. Editions de I'Universite de Bruxelles,

Belgium, 1976, pp. 85-94.

I-16. Biemond MEF, Sipman WA, Qiivié J Quantitative detemmination of polypeptides by
gradient elution high pressure liquid chromatography. J Liq Chromatogr 2 (1979) 1407-

1435.

I-17. Morris HR, Etienne AT, Dell A, Albuquerque R A rapid and specific method for the
high resolution, punfication, and charactenzation of neuropeptides. J Neurochem 34

(1980) 574-582.
I-18. Jones CW, Pickering BT Comparison of the effects of water depnivation and
sodium chloride imbibition on the hormone content of the neurohypophysis of the rat. J

Physiol 203 (1969) 449-458.

I-19. Hirs CHW Performic acid oxidation. In: Hirs CHW (Ed) Methods in Enzymology.

XI. Enzyme Structure. Academic Press, New York, 1967; pp. 197-199.

I-20. Toennies G, Homiller RP The oxidation of amino acids by hydrogen peroxide in

formic acid. J Amer Chem Soc 64 (1942) 3054-3056.

I-21. Kénig JFR, Knippel RA The Rat Brain. A Stereotaxic Atlas of the Forebrain and

Lower Parts of the Brain Stem. Robert E Krieger Pubi Co, Inc, New York, 1967.

77




[-22. Paxinos G, Watson C The Rat Brain in Stereotaxic Coordinates. Academic

Press, Sidney, 1986.

I-23 Schwartz MW, Woods SC, Porte Jr D, Seeley RJ, Baskin DG Central nervous

system control of food intake. Nature 404 (2000) 661-671.

I-24. Hirs CHW Reduction and S-carboxymethylation of proteins. In. Hirs CHW (Ed)
Methods in Enzymology. XI. Enzyme Structure. Academic Press, New York, 1967;

pp. 199-203.

I-25. Lowry OH, Rosebrough NJ, Farr AL, Randall RJ Protein measurement with Folin

phenol reagent. J Biol Chem 193 (1951) 265-275.

I-26. Hokfelt T, Efendic S, Hellerstrdm C, Johansson O, Luft R, Arimura A Cellular
localization of somatostatin in endocrine-like cells and neurons of the rat with special
reference to the A1 cells of the pancreatic islets and to the hypothalamus. Acta

Endocrinol 80 Suppl 200 (1975) 5-41.
I-27. Defendini R, Zimmeman EA The magnoceliular neurosecretory system of the
mammalian hypothalamus. In: Reichlin S, Baldessarini RJ, Martin JB (Eds) The

Hypothalamus. Raven Press, New York, 1978; pp. 137-152.

I-28. Patel YC, Reichlin S Somatostatin in hypothalamus, extrahypothalamic brain, and

peripheral tissues of the rat. Endocrinology 102 (1978) 523-530.

78




I-29. George JM Vasopressin and oxytocin are depleted from rat hypothalamic nuclei

after oral hypertonic saline. Science 193 (1976) 146-148.

I-30. George UM, Staples S, Marks BM Oxytocin content of microdissected areas of rat
hypothalamus. Endocrinology 98 (1976) 1430-1433.

I-31. Gainer H, Sarne Y, Brownstein MJ Biosynthesis and axonal transport of rat

neurohypophysial proteins and peptides. J Cell Biol 73 (1977) 366-381.

1-32. Rosenoir JC, North WG, Moore GJ Putative precursors of vasopressin, oxytocin,

and neurophysins in the rat hypothalamus. Endocrinology 109 (1981) 1067-1072.

1-33. —Russeil JT, Brownstein MJ, Gainer H Time course of appearance and release of
[°Sjcysteine labelled neurophysins and peptides in the neurohypophysis. Brain Res 205

(1981) 299-311.

I-34. Gainer H, Loh YP, Neale EA The organization of post-transiational precursor
processing in peptidergic neurosecretory cells. In: Proteins in the Nervous System:

Structure and Function. Alan R Liss, Inc, New York, 1982; pp. 131-145.

I-35. Verbalis JG, Robinson AG Characterization of neurophysin-vasopressin
prohommones in human posterior pituitary tissue. J Clin Endocrinol Metab 57 (1983) 115-

123.

ESTA TESIS NO SALR

ZYratati ) )

DE LA BIBLIOTECA

79




I-36. Cupo A, Rougon-Rapuzzi G, Delaage MA Immunochemical detection of
vasopressin precursors: ariificial processing and quantification along the hypothalamo-

hypophysial axis. Eur J Biochem 115 (1981) 169-174.

I-37. Rossier J, Battenberg E, Pittman Q, Bayén A, Koda L, Miilar R, Guillemin R, Bloom
F Hypothalamic enkephalin neurones may regulate the neurohypophysis. Nature 177

(1977) 653-655.

[-38. Parsons JA, Edandsen SL, Hegre OD, McEvoy RC, Elde RP Central and
peripheral localization of somatostatin immunoenzyme immunocyrochemical studies. J

Histochem Cytochem 24 (1976) 872-882.

I-39. Dierickz K, Vandesande F Immunocytochemical localization of somatostatin-

containing neurons in the rat hypothatamus. Cell Tissue Res 201 (1979) 349-359.

1-40. Bonjour JP, Malvin RL Plasma concentrations of ADH in conscious and

anesthetized dogs. Am J Physiol 218 (1970) 1128-1132.

|-41. Dogterom J, Van Wimersma Greidanus TjB, Swaab DF Evidence for the release of
vasopressin and oxytocin into cerebral fiuid: measurements in plasma and CSF of intact

and hypophysectomized rats. Neuroendocrinology 24 (1977) 108-118.

1-42. Saito H, Ogawa T, Ishimaru K, Oshima |, Saito S Effect of pentobarbital and

urethane on the release of hypothalamic somatostatin and pituitary growth hormone.

Horm Metab Res 11 (19879) 550-554.

30




I-43. Franco-Bourland RE, Femstrom J In vivo biosynthesis of L-[**S]Cys-arginine
vasopressin, -oxytocin, and -somatostatin: rapid estimation using reversed phase high

pressure liquid chromatography. Endocrinology 109 (1981} 1097-1106.

l-44. Van Itallie CM, Femstrom JD Hypothalamic somatostatin-14 and -28 biosynthesis:

effect of anesthetics and hypophysectomy. Brain Res 249 (1982) 177-183.

I-45. Van ltallie CM, Fernstrom JD /n vivo studies of somatostatin-14 and somatostatin-

28 biosynthesis in rat hypothalamus. Endocrinology 113 (1983) 1210-1217.

81




Publicaciones

Articulo

» Franco-Bourland RE, Fernstrom JD

In vivo biosynthesis of L-[**S] -arginine vasopressin, -oxytocin, and somatostatin: rapid
estimation using reversed phase high pressure liquid chromatography. Endocrinology

109 (1981) 1097-11086.

*» Restmenes en memorias de congresos internacionales

» 1. Franco-Bourland RE, Fernstrom JD

In vivo biosynthesis of L-[**S]Cys-arginine vasopressin, -oxytocin, and -somatostatin:
rapid estimation using reversed-phase high pressure liquid chromatography, p.110,
Abstr. 86. International Symposium on Pituitary Hormones and Related Peptides from

Cell Biotogy to Clinical Applications. Republic of San Marino, May 25-27, 1981.

» 2. Franco-Bourland RE, Fernstrom JD
In vivo biosynthesis of L-[**S]Cys-arginine-vasopressin, -oxytocin, and -somatostatin
after osmotic stimulation, p. 51. 2™ International Symposium on Somatostatin. Athens,

Greece, June 13, 1981.

» 3. Franco-Bourland RE, Femnstrom JD
In vivo biosynthesis of brain peptides: rapid estimation using HPLC, p. 167.
VIl Intemational Biophysics Congress and |ll Pan-American Biochemistry Congress,

Mexico City, México, August 23-28, 1981.

82



. Q13.7227/81/1054-1097802.00/0
{ Copyright © 1881 by The Endocrine Society

Vol. 109, Nu 4
Printed in 1.S.A

In Vivo Biosynthesis of L-[*S]Cys-Arginine Vasopressin,
-Oxytocin, and -Somatostatin: Rapid Estimation Using
Reversed Phase High Pressure Liquid Chromatography*

REBECCA E. FRANCO-BOURLAND{ anp JOHN D. FERNSTROM}
Laboratory of Brain and Metabolism, Department of Nutrition and Food Science, Massachusetts

Institute of Technology, Cambridge, Massachusetts 02139

ABSTRACT. L{®S]Cys-arginine vasopressin, -oxytocin, and
-somatostatin were purified from hypothalami and neurohy-
pophyses 4 h efter rats received L{*S)Cys via the third ventricle.
Afier acetic rcid extraction, Sephader G-25 filtration, and che-
moadsarption to Cuetilice {Sep-Pak cartridges), the iabeled pep-
tides were rapidly separated by gradient elution, reversed phase,
h:g’h pressure liquid chromatography (HPLC). The identity and

notqnc purity of the labelod peptides were determined by .

several reversed phase HPLC procedures in conjunction with
chemical modification. The labeled peptide fractions were st
least 50% radiochemically pure. Using this HPLC isolation pro-

cedure, incorporation of L-{™S)Cys into each peptide was deter-
mined in hydrated and dehydrated rats. Label incorporation into
arginine vasopressin and oxytocin in the hypothalamus and the
peurohypophysis of dehydrated rata was 2-3 times greater than
that in hydmated rats. Incorporation of label into hypothalamic
and neurchypophyseal somatostatin was unaffected by the hy-
dration state of the animal This procedure thus provides & very
rapid, but sensitive, set of techniques for studying the control of
zmall peptide bicsynthesis in the brain (Endocrinology 109:
1097, 1981}

HE STUDY of brain peptide biosynthesis has tech-

nically been a formidable area of investigation for
many years. Significant in vivo incorporation of radiola-
beled amino acids into peptides has not been a great
problem. However, major difficulties have arisen in at-
tempting to isolate, in pure form, specific labeled peptides
from the morass of other compounds labeled after tracer

injection. Sachs and associates (1) made fundamental’

contributions by succeeding in the isolation of labeled
vasopressin after intraventricular administration of
[**S])cysteine. However, the isolation-purification proce-
" dures took weeks, required several steps (eg. ion ex-
change chromatography, isoelectric focusing, and affinity
chromsatography), and resulted in the processing of only

a emall number of samples at a time. Moreover, only

modest amounts of redicactivity were usually recovered.
Similar techniques have been applied more recently by
others to the study of the synthesis of ACTH in pituitary
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tumor cells (2} and somatostatin (SRIF) in pancreatic
tissue (3, 4).

It seems likely that the complerity of t.hese techniques
and the ability to study only e single peptide at a time
may have discouraged other investigators from pursuing
studies of peptide biosynthesis. Ceruainly, active interest
in this area might surface if more rapid, simple, and
reliable methods become available for purifying labeled
peptides.

We recently explored a pownt.lal]y powerful method
for studying peptide biosynthesis using isotope labeling
and, in the process, developed a rapid peptide purification
procedure. In this report, we describe the methodology,
which involves a gradient elution, reversed phase, high
pressure liquid chromatography (HPLC) technique for
the simultaneous sepmnon of three labeied neuropep-
tides, arginine vasopressin {AVP}, oxytocin (OXT), and
SRIF, from the hypothalami and neurohypophyses of
rats after third ventricular administration of L-[*S]Cys.
Using this methodology, we also demonstrate the in vivo
biosynthesis of SRIF in the rat hypothalamus and the
presence of labeled SRIF in the neurchypophysis, and
provide data on the in vivo biosynthesis of OXT and
AVP in the hypothalamus-neurchypophysis of the rat.

Materials and Methods

Male Wistar rats (200-250 g; Charles River Breeding Labo-
ratories, Wilmington, MA) were housed in our animal facilities
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for 1 week. Food and water were provided ad libitum. For 5
days, some rats received tap water, while others received 2%
NaCl. During this period, fluid intake and urine flow increased
progressively in animals given NaCL at the end-of the experi-
ment, they weighed an average of 40 g less than rats that
consumed water.

* Rats were anesthetized with sodium pentobarbital (Nembu-
tal, Abbott Laboratories, North Chicago, IL). Their heads were
fized in a stereotaxic device (David Kopf Instruments, Tujunga,
CA), and a scalp incision was made over the injection site
[posterior, 2.00; lateral, 0.0; vertical, 8.5 (Bregmoidal refer-
ence}]). A 10-x] Hamilton syringe was then lowered into the
third ventricle, and 50 pCi L-[*S]Cys (543.02 Ci/mmiol; New
England Nuclear Corp., Boston, MA) in 1 pl 0.9% NaCl con-
taining 10 mm dithiothreitol (DTT) were injected over a period
of 7min (the accuracy of injection was determined anatomically
by injecting 1 ul methylene blue into other- rats). The scalp

FRANCO-BOURLAND AND FERNSTROM
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would was then closed, and the rats were decapitated 4 h later. -

The brain was removed and placed on a chilled glass plate,
ventral side up. A brain slice was obtained by making coronal
sections rostral to the optic chiasm and then rostral to the
mammilary bodies. This slice was placed flat on the cutting
glass, and two more (sagittal) incisions were made, 3 mm to
either side of the midline. A final (horizontal} cut was made at
the anterior commissure, allowing removal of the hypothala-
mus. The neurohypophysis was separated from the adenchy-
pophysis with a pair of fine forceps.

All solutions were prepared with deionized water prefiltered
through a Milli Q@ water purification system (Millipore Corp.,
Bedford, MA), Tissues were extracted in 2 M HOAc containing
0.01% bovine serum albumin (BSA; fraction V, ICN Pharma-
ceuticals Inc., Cleveiand, OH) and 0.01% NaN,.

Solvent mixtures for HPLC were made up with Millipore-
filtered (0.5 um; FH filter) HPLC grade CH,CN (Fisher Scien-
tific Co., Fair Lawn, NJ) in the following Millipore-filtered (0.45
pm; HA filter} solutions: 1) 001 M ammonium acetate
{NH.OAc), pH 4.0; 2} 0.02 m HOAc (pHix buffer grade, Pierce
Chemical Co., Rockford, IL) containing 0.1% 1-hexane sulfonic
acid, sodium salt {Eastman Kodak Co., Rochester, NY) recrys-
tallized from ethanol; and 3} 0,25 N triethylammonium formate
(pH 3.0). Just before chromatography, solvent mixtures were
degassed for 3 min by ultrasonication in vacuo.

The hypothalami and neurchypophyses from hydrated and
dehydrated rats were removed within 2 min of decapitation,
They were immediately homogenized in 4 or 2 ml ice-cold 0.01
M NHL,OAc, pH 4, respectively, in a polypropylene tube with a
tight fitting pestle. The following carrier peptides were added
just before homogenization of the hypothalami or neurchy-
-pophyses: 20 or 10 ug AVP (Ferring AB, Malmo, Sweden); 6 or
3 pg OXT (Bachem Fine Chemicals, Inc., Torrance, CA); and
8 and 8 pg SRIF (Bachem Fine Chemicals, Inc.), respectively.

The foliowing steps were then performed at 4 C. Homoge-
nates were centrifuged at 10,000 x g for 1 h. The pellets were
reextracted once with 4 ml (hypothalamic preparation) or 2 ml
(pituitary preparation} 0.01 M NH.OAc, pH 4, and stored at
~70 C for later estimation of 1.-[®S]Cys incorporation into 2 M
HOAc-precipitable protein. Supernatants were pooled and

stored at 0 C avernight,
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Clear tissue extracts were subsequently run on 2.5 X 18-¢m
columns {in Plexiglass tubing) of Sephadex G-25 (previously
coated with 2 ml 2% BSA in 0.01 m NH.OAc, pH 4; Pharmacia
Fine Chemicals, Piscataway, NJ) in 0.0 M NH.OAc (pH 4} at
a flow rate of 40 ml/h. Two-milliliter fractions were collected in
Falcon tubes (Oxnard, CA). Radioactivity was measured in 50-
gl aliquots counted in 3 ml liquid scintillation fluid using a
Beckman liquid scintillation spectophotometer {model LS
7000, Beckman Instruments, Irvine, CA) with an efficiency for
*S of 90-95%. The liquid scintillation fluid (SV-T) was made
by combining Scinti Verse (Fisher Scientific Co.) and Triton
X-100 (Amersham Corp., Arlington Heights, IL} in an 8:1 ratio.
The fractions eluting between the void volume and the salt
volume contained AVP, OXT, and SRIF (columns were cali-
brated with ['®lliode-PRL and '®L; New England Nuclear

Corp.). These fractions were combined and applied onto Sep-

Pak Cys reversed phase cartridges (Waters Associates, Milford,
MA) previously washed with 5 ml isopropanol and then 10 ml
deionized water. After washing the Cys support with 5 mt clean
0.01 M NH,OAc (pH 4), the peptides were eluted in 6 ml 75%
CHLCN in this same buffer. The eluates were lyophilized in
polypropylene tubes in a Savant Speed Vac concentrator
{Hicksville, NY).

“The lyophilized samples were subsequently analyzed by one
ot more HPLC steps. Before chromatography, they were resus-
pended in 100 or 200 ul of the starting solvent mixture. Any
insoluble material was removed by centrifugation in an Eppen-
dorf centrifuge (Brinkmann Instrumnents, Westbury, NY).

“The HPLC apparatus consisted of a Micromeritics liquid
chromatograph {(model 7000 B, Norcross, GA) and employed a
4-mm x 30-cm C,p p-Bondapak column (Waters Associates).

" Eluate absorbance at 210 nm was monitored in a Gilford model

203 flow cell, with a Gilford spectrophotometer (model 2400,
Oberlin, OH). Absorbance was recorded on a Linear Instru-
ments chart recorder (mode] 285, Irvine, CA).

The partially purified material obtained from Sep-Pak car-
tridges was run on the HPLC using conditions specified in Fig.
1. Further chromatographic steps were then performed on the
fractions from the initial run, thought te contain AVP, OXT or
SRIF, using the conditions specified in Figs. 2-4.

L-[*S]Cys-AVP and L-[*S]Cys-OXT fractions were also sub-
jectzd to performic acid oxidation, as described by Hirs (5). The
samples were lyophilized, and oxidation products were analyzed
by HPLC (Fig. 3}. L-[®S]Cys-SRIF fractions were also S-car-
boxymethylated by a method similar to that of Spiess et al. (6).

‘Reactions were carried out at ambient temperature, L-[*S]Cys-

SRIF was reduced in 50 pl fresh 5) my DTT in 0.5 m triethyi-

.ammonium acetate (pH 8.7) for 4 h and then carboxymethyl-

ated in the dark with 50 ul fresh 50 mm iodoacetic acid in 0.5
M triethylammonium acetate (pH 8.7). The pH of the DTT and
iodoacetic acid solutions had to be readjusted to pH 8.7 with
triethylamine. After 5 min, the reaction wes terminated by
adding 1 ml 10% HOAc. The samples were lyophilized and iater
analyzed using the isocratic system of Rivier (7).

L-[¥S)Cys incorporation into 2 M HOAc-precipitable protein
was measured as described by Sachs (8). After incubation at
100 C, the trichloroacetic acid protein precipitate was washed
with ethanoi and ether and finally taken up in 1 m! (hypotha-
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lamic preparation) or 0.5 m) {neurchypophyseal preparation) ]
w NaOH. Aliquots were removed for radioactivity and protein
determinations. Protein determinations were made by the
method of Lowry et al. (9).

Results

Figure 1 shows the UV absorbance -and radioactivity
elution patterns of partially purified hypothalamic and
neurchypophyseal extracts pooled from five dehydrated
rats. The corresponding radioactivity patterns represent
1z of the total hypothalamic extracts and % of the total
neurohypophyseal extracts, respectively. The retention
times of each carrier peptide, determined from the UV
absorbance profiles, were found to be the same in both
preparations and also the same as those obtained using
pure solutions of standards (see Fig. 1). The radioactivity
patterns showed pesks in the three fractions coeluting
with the carrier peptides, although AVP labeling in the
hypothalamic extract was barely detectable above back-
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Fic. 1. Initial HPLC separation of AVP,.OXT, and SRIF in extracts of

-partially purified hypothalami end neurohypophyses from debydrated
rats. Five dehydrated rats received 50 pCi L-[®8)Cys via ‘the third
ventricle. After 4 h, they were decapitated, and their hypothalami and
neurohypophyees were excited :and pooled. Tissue extracts were par-
tially purified (see text), and then half of the hypothalamic (A) and the
total neurohypophyseal (B) extracts were anilyzed by HPLC using s
40-min linear gradient -of 5-40% CH,CN 'in 0.01 M NH.OAc (pH 4).
Fractions (0.6 ml) were callected, ‘and radicactivity was messured in
100-pl (A) or 200-41 (B) aliquots from each fraction. Carrier peptides
(20 end 10 pg AVP, 6 and 8 pg OXT, and 8 and 8 ug SRIF, respectively)
were added to the hypothalamic and neurchypophyseal preparations.
‘The retention times of the standards were: AVP, 163 1 0.1 min (b =
24}); OXT, 20.8 £ 0.1 min (n = 23); and SRIF, 328 % 0.1 min (n = 17).
G signifies the start of the gradient. Note in B that the counts per min
data are presented twice, using two different scales.
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ground. Ne other significant peaks were observed in the
radioactivity pattern of the hypothalamic extract. How-
ever, the neurohypophyseal preparation contained addi-
tional, although minor, radioactive components. These
patterns were specific for the hypothalamus and the
neurchypophysis; cerebral cortical and adenohypophy-
seal extracts showed no incorporation into these frac-
tions. :

Overall recoveries of the synthetic peptides from stand-
ard solutions and tissue extracts carried from homoge-
nization through the above HPLC procedure were: AVP,
34.9 + 2.3% (n = 6); OXT, 90.6 = 4.0% (n = 6); end SRIF,

-87.6 £ 6.0% (n = 8). The absolute counts per min &s80-
ciated with the peptide fractions, corrected for recovery,
are given in Table 1 [see GE(D) column]. Levels of
incorporation into AVP in the neurchypophysis are an
order of magnitude greater than those in the hypothala-
mus; those for OXT are only 34 times as high. In general,
label incorporation into OXT was higher than that into
AVP for both hypothalamic and pituitary extracts (Table
1). In contrast, L-[**S]Cys counts in SRIF were much
higher in hypothalamic chromatograms than in those of
the posterior pituitary (Table 1; the L-[¥S]Cys counts

" per min scale is expanded in Fig. 1B).

The UV absorbance of AVP and OXT in the extract
from the neural lobe was the sum of the absorbances of
the endogenous and synthetic carrier peptides. After
subtracting the UV absorbance corresponding to the
-carrier peptide and correcting for recovery, the endoge-’
nous levels of AVP and OXT for the pooled glands (n =
5) after 5-day oral hypertonic saline treatment were
roughly 3.0 and 1.3 pg, respectively.

" 'The incorporation of L-[*S]Cys into 2 M HOAc-precip-
‘itable protein from the hypothalami and neurohy-
pophyses of dehydrated rats in the experiment described
in Fig. 1 was determined; the values were 331 and 277
CPIR/ug, respectively.

iquots from the labeled AVP and OXT fractions
obthined from the chromatographic separation described
in ¥ig. 1 were further characterized and their radiochem-
ical purities were determined using a second HPLC sep-
‘eration. Representative UV absorbance and radioactivity
patterns from these analyses are illustrated in Fig. 2.
‘Comigrating with-carrier AVP and OXT, labeled material
from both extracts was readily seen as peaks above

: mfxgmﬁcant ‘background levels. Most notable was the

.appearance of a clear radioactive peak associated with
AVP from-the hypothalamic fractions where no such
peak had been seen in the earlier HPLC step (Fig. 1).
The radiochemical purity of the labeled material in the
fractions obtained from the first HPLC step (Fig. 1) was
determined using the data from the second HPLC run
after correcting for recovery of carrier peptide in the
second run (Fig. 2). The resulting values for each peptide
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TabLE !. Characterization of L-{*S]Cys-AVP, -OXT, and -SRIF otained after HPLC
Isolation % Radinchemical purity
“andes Tissue® GE(D) Porl PA or CM
GE(D) GEH) =
GE(H) D- H D H
AVP Hypothalamus (total cpm)* 2,613 2 3.6
Neurchypophyais -
Total cpm - 30,103 17,562 1.7 .60 _ 56 % 62 65
Specific cpm” 18,664 11,415 15 ’
e 30 214 0.14
Total epm/ug . 10,034 821 122
Specific cpm/ug 6,221 533 11.7
OXT Hypothalamus
Total cpm o 17.391 5,258 33 . % 1 100 70
Spectfic cpm 17,391 a.681 4.7
Neurchypophysis A - _ ;"
_ Total cpm 48123 27328 18 73 73 - BB-- 50
Specific cpm 26,949 13,664 20
fIrs 13 6.1 T 021
Total cpm/ug 37,018 4,480 83
Specific cpm/pg 20,730 2,240 93
"SRIF Hypothalamus -
Total cpm 9,356 10,370 09 81 71 2 86
Specific cpm 7,578 7,363 10 i
. Neurohypophyszia .
Total cpm 2,206 1,709 1.3 45 50 .
- Specific cpm 992 854 1.2
Total cpm” 2,103 &8 . 100
Specific cpm”’ 1,430

GE, Gradient elution HPLC using 0.01 M NHOAc; 1P, ion-pairing gradient elution HPLC using 0.02 s AcOH coptaining 0.1% hexane sulfonic
acid; 1, isocratic HPLC; PA, performic acid oxidation; CM, S-carboxymethylatmn, H, hydrated; D, dehydrated.

* Extracts from five rata.
* Corrected for recovery and L-{2S)Cys half.life.

 Radicactivity in HPLC fractions specifically incorporated into the peptides determined by PA (AVP and OXT) or I (SRIF).

“ Endogenous tissue content corrected for recovery.
* Pooled from 10 rats.

were compared to the amount of label originally present
in the fractions from the first HPLC separations. The
recoveries each peptide were 36.0 + 6.7% (n = 5) from
hypothalamic extracts and 890 = 34% (n = 6) from
neurohypophyseal extracts. The radiochemical purity of
the peak fractions obtained in the second HPLC run
were: hypothalamic L-{*S]Cys-OXT, 90%; neurchypoph-
yseal L[®S]Cys-OXT, 73%; and neurohypophyseal L-
[*S]Cys-AVP, 60%. The low levels of L-[*S]Cys-AVP-in
the fractions from the initial HPLC run of hypothalamic
extract allowed us to identify the species in the second
HPLC step, but not to measure its isotopic purity.
Because radioactive contaminants may migrate with
the peptide of interest, even with multiple chromato-
graphic steps, we examined isotopic purity and identity
further after derivatization. Aliquots of the presumed L-
[*S]Cys-AVP and L-[®S]Cys-OXT fractions obtained
after the first HPLC step (Fig. 1) were oxidized with
performic acid (thereby excluding the possibility of non-

specific S-S bond formation} and rechromatographed
using the same HPLC conditions. {Beforehand, we char-
acterized the chromatographic behavior of {505 )-AVP
and (S0, }>-OXT in this HPLC system, after ion ex-
change chromatography on diaminoethyl aminoethyl-
cellulose, a standard technique used for their purifica-
tions (10).] Figure 3 shows the chromatographic proper-
ties of both carrier and labeled (S0,)-AVP (Fig. 3; A
and B) and (50,7)~0XT (M. 3, C and D) from hypo-
thalamic and neurohypophyseal extracts. After oxida-
tion, the label was observed to chromatograph with oxi-
dized standard for both OXT and AVP. The recoveries
of oxidized products of both OXT and AVP were the
same: from standard solutions, 76.7 £ 5.2% (n = 3);
hypothalamic extracts, 16.5 £ 3.8% (n = 4); and neuro-
hypophyseal extracts, 348 + 2.5% (n = 6). The radi-
ochemical purity determined after performic acid oxida-
tion of the putative izsbeled AVP and OXT was found to
parallel the values obtained using the HPLC conditions
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FiG. 2. Subsequent separation of HPLC fractions containing AVP or OXT by HPLC using &n ion-pairing agent. Pooled HPLC fractions containing
AVP or OXT from the chromatography procedure described in Fig:1 were analyzed further by HPLC using a 40-min linear CH:CN gradient of 5~
30% in 0.02 M AcOH containing 0.1% hexane sulfonic acid. A, The chromatogram for L{*S]Cys-AVF from the hypothalamus, representing 46% of
the materia} in the pooled fractions obtained from the first chromatographic step (Fig. 1). B, L{®S)Cys-AVP from the neurchypophysis.
representing 33% of the combined fractions from the first chromatographic step. C, L{*S[Cys-OXT from the hypothalamus, representing 31% of
the combined fractions. D, 1L{*S)Cys-OXT from the neurchypophysis, representing 13% of the combined fractions, For A and C, 1.2 and 2.4 pg
OXT were added as internal markers, respectively; for B and D, 1.2 and 2.4 ug AVP were added as internal markers, respectively. Fractions (600
ul) were eollected and counted. The retention times of the standard peptides were: AVP, 29.5 + 0.3 min (n = 13), and OXT, 30.8,+ 0.3 min (n = 13}.

described in Fig. 2: hypothalamic L-[*S]Cys-OXT, 100%,

neurohypophyseal L-[*S)Cys-OXT, 56%; and neurchy- -
pophyseal 1-[*S]Cys-AVP, 62%. However, neurohypoph- -
yseal L-[*S]Cys-OXT purity, a5 assessed by performic -

acid oxidation, was 20% lower than that obtained after -
HPLC analysis using the jon-pairing solvent (Fig. 2).
The radiochemical purities of the hypothalamic and

°. - neurohypophyseal L-{*S]Cys-SRIF fractions obtained

after the first chromatographic step (Fig. 1) were also
estimated after rechromatography (Fig. 4). The major
radioactive peak detected in both instances matched the

mobility of the synthetic carmer SRIF. The recovery of -

the carrier from either preparation was 63.7 = 6.3% (n
" = §), From these runs, the percentages of label in the
hypothalamic and neurohypophyseal SRIF fractions of
the first chromatographic step that actually represented
. L-[*S)Cys-SRIF could be estimated and were found to

- : be 81% (A) and 45% (B), respectively.

* 1-[®S)Cys-SRIF fractions obtained from the isocratic
: HPLC runs were also derivatized, by S-carboxymethyl-
. ation, and the reaction products were rechromato-

) graphed using the same isocratic conditions. As seen in

: Fig. 4 {C and D), S-carboxymethylation of the synthetic
carrier peptides and the labeled material resulted in two

carboxymethylated (CM-SRIF) products (denoted CM-
SRIF-1 and CM-SRIF-II in Fig. 4). The radioactive and
synthetic derivatives showed identical chromatographic
properties. CM-SRIF-I eluted at 10.4 and 9.3 min, and
CM-SRIF-II eluted at 15.4 and 13.3 min, respectively, in
runs of hypothalamic and neurohypophyseal SRIF-deri-
vatized fractions. These retention times matched those
of standard CM-SRIF-I and -II for each particular chro-
matographic run. The CM-SRIF products occurred in
relatively fixed proportions of about 2:1 (CM-SRIF-1:
CM-SRIF-11) in hypothalamic runs and 4:1 in neurchy-
pophyseal runs. The mobilities of SRIF and its carboxy-
methylated products in this chromatographic system

. ehowéd small day to-day variations, but were constant

under a given set of experimental conditions.

The yields of CM-SRIF-1 and -1I from standard solu-
tions of SRIF were 94.4 + 1.5% (n = 9), but were some-
what Jless (488 + 2.6%; n = 4) from SRIF in tissue
extracts. The isotopic purity of the labeled hypothalamic
SRIF preparation (72%; Table 1) was slightly affected by
carboxymethylation. The neurochypophyseal SRIF prep-
aration from 10 (hydrated) rats, which had been esti-
mated to be 68% radiochemically pure after the first

- o

chromatographic step (Tsable 1}, was found o be 100%
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Fic. 3. HPLC chromatogram of performic acid oxidation products of L-[*S]Cys-AVP and -OXT. Aliquots of pooled HPLC ¥ractions from a
chromatograph similar to that in Fig. 1 that contained each of the labeled peptides (AVP or OXT) were oxidized with performic acid and
rechromatographed using the same HPLC conditions. A, The chromatogram for L-{*S])Cys-{80,")+AVP from hypcthelamus, representing 46% of
the material from the pooled fractiona. B, L-{®S)Cys-(S0;7)»-AVP from the neurohypophysis, representing 33% of the combined fractions. C, L-
[®S]Cys-(S0;"}-OXT, representing 31% of the pooled fractions. D, 1-[®S)Cys-{50,")-OXT from the neurohypophysis, representing 13% of the
combined fractiona. Fractions (600 ul} were collected and counted. The retention times of the oxidized standards were: (50,7)-AVP, 14.9 £ 0.1 min

{n = 13}); and (S0,7),-0XT, 17.2 £ 0.1 min (o = 11}.

pure after the isocratic HPLC step, as assessed after S-
carboxymethylation and rechromatography.

To test the utility of this chromatographic sysbem for
- studying peptide synthesis changes after physiological
manipulations, we compared the incorporation of L-

[*SICys into AVP, OXT, and SRIF in the hypothalami

and neurchypophyses of normal and dehydrated rats.
Figure 5 depicts the UV absorbance and radioactivity
profiles of hypothalamic (Fig. 5A) and neurchypophyseal
(Fig. 5B) extracts from five normal hydrated rats. Both
the labeling and UV absorbance patterns are essentially
the same as those in Fig. 1 for dehydrated animals,
However, the amounts of some compounds detected by
radioactivity and/or UV absorbance are different. In
hydrated rats, the absolute counts per min of L-[*S]Cys
{corrected for recovery) incorporated into AVP and OXT
in the hypothalamic and neurohypophyseal extracts were
50% and 67% lower, respectively, than those in the prep-
arations from dehydrated rats (see Table 1}. In contrast,

the levels of L-[*S]Cys-SRIF in the hypothalamus and
neurohypophysis were not affected by the state of hydra-
tion (note expanded L-[*S]Cys counts per min scale in
Fig. 5B). The endogenous levels of AVP and OXT in the
neurchypophyses of hydrated rats (n = 5) assessed by
UV absorbance were 21.4 ug for AVP and 6.1 pg for OXT,
values 5- to 6-fold higher -than those of glands from
dehydrated rats (compare Figs. 1B and 5B).

The incorporation of L-{*S]Cys into 2 M HOAc-precip-
itable protein in the hypothalami and neurochypophyses
of hydrated animals was 306 and 80 cpm/pg, respectively.
Compared to the corresponding values obtained in de-
hydrated rats, the level of incorporation into hypotha-
lamic protein remained unchanged, while that into neu-
rohypophyseal protein showed a 70% decrease.

Discussion

The results presented here describe a series of HPLC

conditinns that allow rapid relisble catimation of L-
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F16. 4. Isocratic HPLC runs of SRIF fractions from a prior chromatographic step: effect of S-carboxymethylation. Sep-Pak supernatants of
hypothalami and neurohypophyses from 5 dehydrated rata were chromatographed using the conditions described in Fig. 1. The total resulting
hypothalamic end neurohypophyseal SRIF fractions were then subjected to a second HPLC chromatographic step (7) (isoeratic; 1.5 ml/min; using
26% CHYCN in 0.25 ¥ triethylammonium formate, pH 3). Fractions (500 u1) were collected, and radioactivity was measured in 100-u) {hypothalami;
A} or 200-4) (neurchypophyses; B) aliquots. In a separate experiment, Sep-Pak supernatants of hypothalami from § dehydrated rats and
neurohypophyses from 10 hydrated rats were subjected to the same sequence of chromatograph steps. The SRIF fractions obtained from the
second HPLC runs were S-carboxymethylated at pH B.7 and then rechromatographed using the same isocratic parameters. Fractions (500 ul) were
collected and counted (C, hypothalami; D, neurohypophyses). The retention times of standard SRIF and its derivatives were: SRIF, 11.9 minin A
and B. and 130 and 12.1 min in € and D, respectively; CM-SRIF-1, 10.3 and 9.3 min in C and D, respectively; and CM-SRIF-I1, 15.4 and 13.5 min -
in C and D, respectively. § signifies the start of the run. '

[®S]Cys incorporation into AVP, OXT, and SRIF in the  matographic step yielded equivalent levels of purity alone
hypothalamus and neurohypephysis of the rat. The iden-  or after performic acid oxidation. The neurchypophyseal
tity and radiochemical purity ef the labeled peptides  L-[*S]Cys-OXT preparations, however, were 20% more
pure when run in this HPLC system without prior oxi-

. tion. dation, perhaps suggesting comigration of radiochemical

“e

Instead of using immuno- or bioadsorption techniques  impurities with the unmodified L-[*¥*8]Cys-OXT in this
{1, 3), L{®S)Cys-AVP, -OXT, and -SRIF were initially  system. Hence, specific incorporation of L-[*S]Cys into
isolated from radioactive contaminants by adsorption  the OXT in these fractions was estimated afier derivati-

: 10 Sep-Pak cartridges. Peptide separation was then  zation After dehydration, incorporation of label into

" achieved by HPLC. . hypothalamic AVP and OXT was 3- to 4-fold greater

In the radioactive chromatograms obtained from this . than that in the normal hydration state. Label incorpo-
first HPLC step, the levels of incorporation of L-[¥S)Cys . ration into neurchypophyseal AVP and OXT from de-
inte hypothalamic and neurchypophyseal neuropeptides  hydrated rats was increased 2-fold over hydrated values,

-were.above background in all but one case, In aliquots of  There was no appreciable change in the isotopic purity

hypothalamic extracts (with readily measurable amounts  of these labeled peptides after osmotic stimulation, with
of L{¥S]Cys-OXT and L-{*S]Cys-SRIF), labeled AVP  the exception of hypothalamic L-[**8]Cys-OXT. The ra-

. peaks were barely, if at all, distinguishable from back-  diochemical purity of this species was greater in the

ground. The presence of this species only became appar-  dehydrated than in the hydrated state, whether analyzed
ent after additional chromatography using an ion-pairing  -intact or after performic acid oxidation. Perhaps this
agent with or without performic acid oxidation. AHl other  greater purity in dehydrated preparations reflects a

- labeled peptide fractions were easily characterized for  imarked induction of OXT biosynthesis (and secretion)
. identity .and isotopic purity. Analysis of hypothalamic ’and an increase in labeled OXT over background radio-

L-[¥S]Cys-OXT and neurohypophyseal L-{*S)Cys-AVP  activity levels.
fractions from the first HPLC run using a second chro- Regardless of the state of hydration, we ohserved the

(ad
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Fi6. 5. Assessment of L{™5]Cys present as AVP, OXT, and SRIF in fractions of partially purified hypothalamic {A} and neurohypophyseal (B}
extracts from five hydrated rats. The conditions are identical to those described in Fig. I for amounts of tissue extracts analyzed and counted and

for the conditions of the chromatography.

absolute labeling of OXT exceeded that of AVP, and the
specific activity of Iabeled OXT was greater than that for
AVP. These results stand in contrast to the findings of
Gainer et al. (11), who observed, after in vivo labeling of
the supracptic nucleus, that the ratio of labeled AVP to
OXT was 1.8. This difference may reflect differences in
irjection route and, thus, differences in the penetration
of the labeled amino acid into the cells that synthesize
each of these peptides (12).

Data on precursor {cysteine) specific activity would
have been desirable to aid in the interpretation of results
showing differences in label incorporation between treat-
ment groups. However, we are not presently equipped to
make such measurements. Nonetheless, since L-[**S]Cys
incorporation into SRIF and hypothalamic 2 M HOAc-
precipitable protein was roughly the same in all of our
studies, precursor specific activities were probably simi-

lar. Hence, differences in labeled AVP and OXT in hy-
drated vs. dehydrated rats most likely represent changes
in the rate of peptide synthesis {(or turnover), rather than
changes in precursor specific activity. In future studies,
however, we hope to develop a liquid chromatographic
method for isolating cysteine to allow such determina-
tions.

The presence of L-[*S]Cys-SRIF in these hypotha-
lamic preparations constitutes the first demonstration of
in vivo SRIF biosynthesis in the rat hypothalamus. Pre-'
viouily, SRIF biosynthesis has been reported in vitro in
rat hypothalamic fragments (13) and in dissociated cell
cultures of rat cerebral neurons (14). The observation
that approximately 100% labe! purity could be obtained
after chemical modification provides strong evidence that
the label under the SRIF peak actually was covalently
bound to SRIF.
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Spiess et al. (6} observed that SRIF could be carbox-
ymethylated in one or both of its sulfhydryl (SH) groups,
depending on the pH of the reaction. At pH 6.0, SRIF
was carboxymethylated at one SH site, and the resulting

product eluted after SRIF in the isocratic HPLC system.
At pH 8.7, both SH groups were S-carboxymethylated,
yielding a species that eluted ahead of SRIF (6). In our
experiments, despite performing the reaction at pH 8.7,
carboxymethylation of synthetic and labeled SRIF al-
ways resulted in the production of both CM-SRIF-I and
.II. We presently lack an explanation for the differences
obtained by us and by Spiess (6].

Though dehydration markedly stimulated the incor-
poration of label into AVP and OXT, it did not affect the
incorporation of L-[¥*S]Cys intc SRIF. This result is
consistent with those of Rossier et al. (15), who found no
changes in radioimmunoassayable SRIF in the neural
lobes of rats given 2% NaCl for 5 days. These data suggest
that SRIF is not synthesized by osmoresponsive magno-
cells of the supraoptic and paraventricular nuclei, as has
been suggested previously (16).

The neurchypophyseal L-[¥S]Cys-SRIF we observed
in the rat may originate in the hypothalamus, perhaps
reaching the neurohypophysis via the pathway identified
by Hokfelt et al. (17). The finding that the amount of
lebeled SRIF in the hypothalamus exceeded by a factor
of 10 that in the neurohypophysis would be consistent
with this possibility. However, the SRIF system .is re-
puted to be considerably less extensive than those of the
two classical neurohypophyseal peptides, AVP and OXT
{18). Our data would support this view and those of
others that show endogenous levels of SRIF in the neu-
rohypophysis (19) to be 1000 times lower than levels of

AVP (20) and OXT (21). Certainly, if a hypothalamo- -

hypophyseal tract for SRIF exists, our data would suggest
that the transfer rate of the peptide to the neural lobe is
much slower than that of AVP or OXT. At present, the

functional importance of neural lobe SRIF is unknown. -

Apsrt from the long term osmotic and natriuretic
stimuli for AVP and OXT release, the anesthetic and

surgical stress during the third ventricular administration -

of the label probably influenced the intensity of AVP and
OXT secretion during the 4-h period of label incorpora-
tion. Pentobarbital and surgical stress are both known to
stimulate AVP (22) and OXT release (23). Pentobarbital
anesthesia is also known to inhibit SRIF release and
produce a concomitant rise in the hypothalamic levels of
this hormone (24). Thus, the levels of L-[*S)Cys-SRIF
we observed may correspond to lnw rates of this peptide’s
synthesis. For these reasons, we;cannot report true rest-
ing rates of in vivo biosynthesis for AVP, OXT, or SRIF.

Perhaps injection of label into conscious rats 1-2 days
after implantation of a third ventricular cannula will
allow more accurate estimations of in mivo synthesis

1105

rates. :

In summary, the present results suggest that in vivo
synthesis of several cysteine-containing peptides can con-
veniently and easily be studied in the brain using a
combination of HPLC separstion techniques. While a
single HPLC step appears to give reliable, though rough,
indices of label incorporation in most cases, two liquid
chromatographic steps, alone or combined with chemical
modification, appear advisable for mare accurate esti-
mates. Even when performing all three steps, total sam-
ple processing to final chromatographs takes several days
at most. Hopefully, development of these and similar
techniques will encourage more active investigations of
the regulation of synthesis and turnover of these pep-
tides.
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CAPITULO Il

Medicion simultanea de la biosintesis /n vivo de
vasopresina-L-{**S]Cys, oxitocina-L-{**S]Cys y somatostatina-14-L-[**S]Cys
en los hipotalamos y las neurohipéfisis individuales de ratas despiert-1s:
Efecto del estrés crénico por inmovilizacion intermitente y
de la adrenalectomia.

Introduccioén

Metodologia

Las mediciones de la biosintesis in vivo de vasopresina (AVP)-L-[**S]Cys, oxitocina
(OT)-L-[**S|Cys y somatostatina-14 (SRIF-14)-L-[**S]Cys en los hipotalamos y de su
acumulacion en las neurohipéfisis de ratas hidratadas y deshidratadas, descritas en el
Capitulo |, reflejan adecuadamente las diferencias en la actividad de las neuronas
peptidérgicas correspondientes entre los dos grupos de animales, aunque fueron
hechas en ratas anestesiadas y recién trepanadas. A pesar de representar un avance
importante en cuanto a la metodologia para medir simultaneamente la biosintesis in vivo
de tres neuropéptidos hipotaldmicos marcados con L-[**S]Cys, el procedimiento debe
simplificarse con el propésito de tener un modelo de trabajo mas versatil para la
determinacion del estado de actividad de las neuronas vasopresinérgicas,
oxitocinérgicas y somatostatinérgicas bajo diferentes condiciones experimentales, ya no
en extractos combinados de varias ratas, sino en extractos de tejido individuales, y sin

las interferencias de la anestesia ni del trauma de una cirugia intracraneal.

Aqui se describen los resultados de una nueva metodologia para la medicion en ratas
despiertas de la biosintesis in vivo de AVP-L-{**S]Cys, OT-L-[**S]Cys y SRIF-L-[*S]Cys
en hipotadlamos y neurohipdéfisis individuales, junto con la medicion del contenido
enddgeno neurchipofisiario de AVP y OT, aplicada a la evaluacion del estado de

actividad de la neuronas vasopresinérgicas, oxitocinérgicas y somatostatinérgicas en
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rat-as sometidas a estimulos del eje hipotalamo-hipdfisis-suprarrenales por estrés por
inmovilizacién crénica intermitente y por adrenalectoniia. Para eliminar las interferencias
" debidas a la anestesia y al trauma de la cirugia en las mediciones de biosintesis in vivo,
a las ratas se les implantaron cénulas guia dirigidas al Il ventriculo parala
administracion del precursor radioactivo [un minimo de 10 dias después de la cirugia).
Los niveles de los neuropéptidos-L-[**S]Cys en los extractos individuales de hipotalamo
y de neurohipéfisis, obtenidos sucesivamente por 2 pasos de CLAP en fase reversa y el
contenido endégeno neurohipofisiarios de AVP y OT fueron de una magnitud adecuada

pafa permitir la obtencion de valores independientes y confiables para cada una de las

. ratas estudiadas.

Estimulos del eje hipotalamo-hipéfisis-suprarrenales en la rata:

su efecto sobre las neuronas vasopresinérgicas, oxitocinérgicas y
somatostatinérgicas.

Existe evidencia expefimental que sugiere que en la rata la AVP, ia OT y la SRIF-14 -
sean hormonas de estrés multifuncionales. Dependiendo de las condiciones de estrés

de la rata se ha visto que estos neuropéptidos hipotalamicos pueden ser liberados:

€ al torrente sanguineo via la neurchip&fisis, para modular el metabolismo alterado de
diversos 6rganos en respuesta a los estimulos estresantes;

€ al sistema porta-hipofisiario, para regular las secreciones de la hormona
adrenocorticotropica (ACTH) y de la hormona de crecimiento.

¢ directamente a! sistema nervioso central, para mediar funciones de regulacién

-

central
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e Vasopresina

Los niveles plasmaticos de la AVP aumentan poco, pero significativamente en
respuesta a diferentes tipos de estrés, tales como, la adrenalectomia (il-1), la
inmovilizacién (l1-2, |I-3), el choque eléctrico (II-2), y la inhalacién de éter (I1-4).

Ello ha llevado a proponer que la AVP pudiera ser un modulador de las respuestas
homeostaticas periféricas del organismo (1I-5, 11-6) frente a ciertos estimulos
estresantes. Varios tejidos poseen receptores especificos a AVP (lI-7) que pudieran
mediar estos efectos periféricos. El sistema vasopresinérgico que ha sido implicado en
estos casos es el sistema neurosecretor clasico de las neuronas magnocelulares dei
nucleo supradptico (SON) y del nicleo paraventricular (PVN) con sus terminales
nerviosas en la neurohipdfisis. Al parecer, estas neuronas se encuentran bajo el control

negativo de los glucocorticoides (lI-1, 11-8) y de la beta-endorfina {l1-9).

Por otra parte, existe evidencia que sugiere que la AVP pudiera formar parte de un
complejo multifactorial de secrecién de ACTH. Diversos estudios han revelado la
capacidad de la AVP para potenciar la accién del factor liberador de ACTH pre-
dominante, ef CRF-41 (ll-10), para e.stimular la secrecion de ACTH, tanto in vitro (f1-11,
i1-12, #§-13, {I-14, H-15, II-16) como ir; vivo en ratas (11-17, 1I-18, 11-19), en humanos (lI-
20) y en monos (1}-21), una accién de la vasopresina que ademas pudiera ser
potenciada por serotonina (SHT) (1-22). Las neuronas vasopresinérgicas que se han
implicado en la regulacién de la secrecién del ACTH pertenecen a un grupo de
neuronas del PVN denominadas parvocelulares, que tienen sus terminales nerviosas en
la zona externa de la eminencia media (ZEEM) (11-23) y constituyen el sistema
vasopresinérgico tuberoinfundibular. Estas neuronas vasopresinérgicas estan bajo la
regulacion de neuronas productoras de CRF-41 (11-24) [que a su vez estan baio
regulacién de neuronas vasopresinérigcas y oxitocinérgicas (l1-25]. Las neuronas
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vaéopresinérgicas parvocelulares del PVN también estan bajo la regulacién de
neuronas catecolaminérgicas (1-26, il-27, 1-28, 1i-29, 11-30, 1i-31, 1I-32) del sistema
limbico (11-33, 1I-34). El sistema limbico es rico en receptores de glucocorticoides (II-35,
1I-36, 11-37) cuyos niveles de expresion son sensibles tanto a glucocorticoides (I1-38)
como a AVP ({I-39). Estudios inmunocitoquimicos en ratas adrenalectomizadas han
revelado la presencia de AVP (normalmente no detectable) en las neuronas parvo-
celulares del PVN (11-40, 11-41, 1I-42, 11-43), colocalizada con CRF-41 {lI-44, |1-45, |I-46,
11-47, 11-48), que desaparece con un tratamiento sustitutivo con glucocorticoides (1140,

[1-41).

La presencia de AVP inmunodetectable en estas neuronas parvoceiulares del PVN
después de la adrenalectomia concuerda con el aumento en estas células en ratas
adrenalectomizadas del nivel de incorporacién de [*H]-citidina a ARN (1i-49) y el
aumento en la sintesis de ARNm de AVP (1i-50). La destruccion electrolitica de las
neuronas parvocelulares vasopresinérgicas del PVN (l1-42) anula el aumento de AVP
inmunodetectable en la ZEEM posterior a una adrenalectomia (11-40, 11-41, 1-42, 11-43, II-

44 11-45, 11-46, 11-47, [I-48).

Es razonable pensar que el aumento de AVP en la ZEEM de ratas adrenalectomizadas
resulta en un aumento en la concentracién de AVP en el sistema porta hipdfisiario (su
via de acceso al corticotropo) que pudiera correlacionarse con el aumento en la
secrecion de ACTH que ocurre en la insuficiencia suprarmrenal. Se ha demostrado que la
estimulacion eléctrica del PVN resuita en un aumento en el nivel de secrecién de ACTH,
que se puede inhibir con la administracién simuitanea de un antisuero anti-AVP (lI-51).
Por otra parte, dado que los "niveles basales" de AVP en el sistema porta hipofisiario de

ratas (I-52) y de monos (11-53) normales son lo suficientemente elevados como para
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inducir la secrecidn de ACTH (Il-54), se piensa que estos valores no son "niveles
basales reales” de la AVP en el sistema porta hipofisiario, sino que son niveles del
neuropéptido que ocurren en respuesta al estado de estrés de los animales durante la
toma de muestra. Es posible también que parte de la AVP en el sistema porta
hipofisiario provenga de la neurchipéfisis por flujo retrégrado (1I-55, 11-56). Se ha
demostrado que la estimulacién de la neurohipéfisis puede resultar en un aumento en la

secrecion de ACTH (lI-57, 11-58).

Los niveles adenohipofisiarios de la vasopresina aumentan después de la
adrenalectomia (11-59) y desaparecen con una terapia sustitutiva con glucocorticoides
(11-59). El aumento de AVP adenohipofisiaria no ocurre en animales severamente
deshidratados (1-60), lo que sugiere independencia entre la via vasopresinérgica
tuberoinfundibular y la via neurosecretora clasica (11-43, 11-61, 1-62). En la
adenohipéfisis se han identificado receptores especificos de AVP (11-63, 1I-64), aigunos
de los cuales pudieran mediar la estimulacion de la secrecién de ACTH (ll-15, 11-65, II-

66, 1-67, 11-68, 11-69, 1I-70, 1I-71, 11-72, 1I-73).

* Oxitocina

La OT ha sido propuesta recientemente como una hormona de estrés. Se ha observado
que los niveles plasmaticos de OT aumentan selectivamente en respuesta a ciertos
tipos de estrés tales como la inmovilizacién (1i-4, 11-74), nado forzado (lI-74) sin cambio
paralelo en los niveles plasmaéticos de AVP. Los tejidos blanco de la OT bajo estas
circunstancias podrian ser el sistema vascular (11-75, 11-78), el tejido adiposo (11-77), el
pancreas (1l-78) y el timo (lI-6), todos ellos tejidos en los que se han identificado

receptores especificos de alta afinidad para la OT.
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La OT, como la AVP, parece ser un componente del complejo multifactorial de
regulacién de la secrecién de ACTH. Unos han demostrado que la OT posee cierta
capacidad intrinseca para inducir la secrecién de ACTH in vitro (11-14, 11-79), aunque
otros no han logrado detectar ningun efecto de la OT sobre la secrecién basal de ACTH
in vivo (1i-17) ni in vitro (11-80). También existe controversia respecto a su capacidad
para potenciar o inhibir la secrecién inducida de ACTH. Unos han demostrade que la OT
puede potenciar la secrecién de ACTH inducida por el CRF-41 (lI-14, 1I-15, li-81), 0
modular ia secrecion de ACTH inducida por estrés (il-82, {I-83). Ctros han reportado
que in vitro la OT inhibe la secrecion de ACTH inducida por AVP (li-80), y que in vivo
inhibe la secrecién de ACTH inducida por un estado de hipoglucemia {Ii-84), Por su
parte Yates et al. (li-17) no observaron ningtin efecto in vivo de la OT-sobre la secrecién
inducida de ACTH. No obstante, la demostracién de la presencia de OT en el sistema
porta hipoﬁsiario en concentraciones biolégicamente relevantes (11-85, 11-86), que
inclusive varian ciclicamente en la rata hembra (lI-87) sugiere un papei fisiolégico de la
OT en la regulacion de las secreciones adenohipofisiarias, aunque no estén implicados
necesariamente los corticotropos. Al parecer, la OT en el sistema porta hipofisiario
proviene de un grupo de neuronas o>£itocinérgicas parvocelulares dei PVN (II-88, 11-89)
que terminan en la ZEEM, donde los 'niveles de OT inmunodetectabie son bajos (11-88,

li-90) y no se alteran en respuesta a la adrenalectomia (11-40, 11-43, 11-91).

+ Somatostatina-14

La evidencia experimental sugiere que la SRIF-14 sea un componente mas del
complejo multifactorial que regula la secrecion de ACTH. In vitro (11-92, 11-93),
empieando células adenohipofisiarias tumorales, e in vivo en humanos (1-94, 11-95}, se

ha demostrado que la SRIF-14 puede inhibir ia secrecién inducida de ACTH,
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En ia rata se ha observado también que los niveles circulantes de la hormona de
crecimiento caen bruscamente en respuesta al estrés (11-96, 11-97). Dado que la
administracion de un antisuero anti-SRIF-14 a ratas estresadas inhibe esta respuesta
(1-98, 11-99), se ha propuesto que la caida en los niveles plasmaticos de la hormona de
crecimiento pudieran atribuirse a un aumento en la concentracion de SRIF-14 en el
sistema porta hipofisiario, debido probablemente a la activacién por estrés de neuronas
somatostatinérgicas periventriculares (lI-100), en un fenémeno én el que también esta
involucrade el CRF-41 (li-101). Ademéas se ha visto que las neuronas
somatostatinérgicas en cultivo, obtenidas de hipotalamos de animales es'tresados, son

particularmente sensibles a la accién moduladora de péptidos opiaceos (11-102).

De lo expuesto hasta aqui resulta notable que nd se hayan realizado estudios para
medir en ratas despiertas los niveles de biosintesis de AVP, OT y SRiF-14 en el
hipotalamo de ratas sometidas a alguno de los estimulos estresantes mencionados,
como una medida del estado de activacion de las neuronas peptidérgicas
correspondientes, a reserva del trabajo de Russell et al. (11-8), quienes midieron en las
neurohipdfisis de ratas adrenalectorrizadas y bajo anestesia, los niveles de

acumulacién de AVP y OT, marcadas radioactivamente in vivo.
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Planteamiento del problema

Las mediciones de la biosintesis in vivo de vasopresina (AVP)-L-[**S]Cys, oxitocina
(OT)-L-[*S]Cys y somatostatina-14 (SRIF-14)-L-[**S]Cys en ios hipotél;amos y de su
acumulacion en las neurohipéfisis de ratas hidratadas y deshidratadas, descritas en el
Capitulo |, reflejan adecuadamente las diferencias en la actividad de tas neuronas
peptidérgicas correspondientes entre los dos grupos de animales, aunque fueron
hechas en extractos de tejido combinadas de varias ratas anestesiadas y recién

trepanadas.

Aqui se planted la posibilidad de simplificar el procedimiento descrito en el Capitulo |
con el propésito de tener una forma mas versatil de medicion de la biosintesis in vivo de
AVP-L-*S]Cys, OT-L-[**S]Cys y SRIF-L-[**S|Cys para la determinacién def estado de
actividad de las neuronas vasopresinérgicas, oxitocinérgicas y somatostatinérgicas bajo
diferentes condiciones experimentales, ya no en extractos de hipotalamos o
neurohipéfisis combinados de varias ratas, sino en extractos de tejido individuales, y sin

las interferencias de la anestesia ni del trauma de una cirugia intracraneal.

Objetivos

€ Disefar un procedimiento para la administracion intracerebroventricular de L-
[**S]Cys a ratas despiertas para medir la biosintesis in vivo de vasopresina-L-
[**S]Cys, oxitocina-L-[**S]Cys y somatostatina-14-L-[3*S]Cys en los hipotdlamos y su
acumulacidn en las neurohipdfisis, sin la interferencia de una anestesia profunda ni

del trauma postquirirgico de una trepanacion y sangrado del seno sagital superior.




® Disefiar un método de separacién simultanea por cromatografia liquida de aita
presion en fase reversa de los neuropéptidos-L-[**S]Cys y del contenido endégeno
neurchipofisiaric de AVP y de OT a partir de extractos acidos prepurificados de

hipotalamo y de neurohipéfisis individuales.

® Deteminar el grado de activacién de las neuronas vasopresinérgicas,

oxitocinérgicas y somatostatinérgicas en respuesta a manipulacicnes del eje

hipotalamo-neurchipéfisis-suprarrenal (estrés crénico por inmovilizacién intermitente

o adrenalectomia) por medicién simultanea de la biosintesis in vivo de AVP-L-
[**S]Cys, OT-L-[**S]Cys y SRIF-14-L-[**S]Cys en los hipotdlamos y su acumulacién
en las neurohipdfisis, junto con ia medicién del contenido endégeno

neurchipofisiario de AVP y de OT, en ratas individuales y despiertas.
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Materiales y Métodos

Animales

Se usaron ratas Wistar macho, criadas en los Laboratorios Miles (Instituto Politécnico
Nacional, México, D.F., México) o en e! bioteric de! Instituto Nacional de la Nutricion
Salvador Zubiran. Las ratas se recibieron en el laboratoric pesando 150-180 g. Se
distribuyeron en pares y se mantuvieron bajo observacién en jaulas colgantes a 22°C y
bajo iluminacion natural durante 2-3 semanas. (Las ratas con canulas gufa
intracraneales se mantuvieron en jaulas colgantes individuales). Solamente se
emplearon en los experimentos aquellas ratas gue mostraron un incremento de peso
corporal de 3-5 g/dia durante este periodo de aclimatacién y que alcanzaron un peso de

240-260 g.

Las ratas tuvieron acceso libre a alimento para roedores Purina o Distribuidora Roma
(México, D.F., México) y a agua de la llave con 1 g/l de Vitafort A (Parfarm, SA, México,
D.F.) como suplemento vitaminico. Las ratas adrenalectomizadas y las de control

correspondientes, recibieron ademas 0.9% de NaCl en el agua de beber.

Reactivos

Todos los reactivos empleados fueron del grado de pureza mas alto disponible en el
mercado. A continuacién se especifican algunos de los reactivos especiales. Péptidos
sintéticos: AVP, Vega Biochemicals (Tucson AZ, USA); OT, Vega Biochemicals; SRIF-
14, Sigma Chemical Co.(St. Louis MO, USA); precursores radioactivos: L-[**S]cistina (L-
[**S)Cys) con actividades especificas entre 350-500 Cifmmol, New England Nuclear
Corp. (Boston MA, USA) y la L-[*S]cisteina (L-[**S]Cys) con actividad especifica de 988

Ci/mmol, New Enaland Nuclear Cormn.; reactivos empleades en la preparacién ds
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liquidos de centelleo: 2,5 difeniloxazol (PPO), Sigma Chemical Co., (bis-(O-metil-estiril)-
benceno (bis MSB), New England Nuclear Corp., (1,4 bis(2-(4-metil-5-fenil oxazolil)
benceno (dimetiiPOPOP), Packard Instruments Co., Inc., Downers Grove, IL, USA,;
reactivos para CLAP: CHyCN, grado HPLC, Fisher Scientific Co.; trietilamina, Eastman

Kodak (Rochester, NY, USA); sal sédica del acido 1-hexanosulfénico, Eastman Kodak.

Equipo

s Equipo quirdrgico

Instrumento estereotaxico para animaies pequefios de David Kopf Instruments,
(Tujunga CA, USA), medelo 800; jeringas Hamiiton 701-N de 10 uL (Reno NE, USA)

para la administracion intracerebroventricular del precursor radicactivo.

¢ Equipo cromatografico

El cromatégrafo para gradientes fue de Attex/Beckman Instruments (Berkeley CA, USA),
modelo 332, con un mi_croprocesador. modelo 420. La columna fue una pBondapak Cis
de Waters de 3.9 mm x 30 cm (Milford MA, USA), protegida con una precolumna
Whatman CSK |, empacada con Co:Pell ODS de Whatman Inc. (Clifton NJ, USA). Ei
calentador para columnas fue de Bioanalytical Systems, Inc. (West Lafayette, IN, USA)},
modelo LC-23A. El detector UV fue un Uvicord-S de LKB (Bromma, Suecia), modeio
2138, ajustado a 206 nm, al que se adapté una celdilla para CLAP de 8 pL. El integrador
fue un Chromatopac Shimadzu, modelo C-R1A (Beckman Instruments), ajustado a una
atenuacion de 7 6 de 5 para ef analisis de los extractos de los hipotalamos o de las
neurohipdfisis, respectivamente. La velocidad del papel se ajust6é a 1 cm/min durante la
elucién de las fracciones peptidicas y de las fracciones cercanas a ellas; de lo contrario

el papel corrié a 0.1 em/min. El colactor de fracciones fue un Ultrorac de LKB, modeio
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7000. La inyeccidon de muestras se hizo usando jeringas herméticas Hamilton (Hamilton

Co., Reno NE, USA), modelo 1725 TEFLL de 250 uL.

o Espectrometro de centelleo liquido

El espectrometro de centelleo liquido fue un Tri Carb, Packard, modelo 3330, ajustado a
14°C, con una ganancia de 7% y una ventana de 50-1000. La eficiencia maxima de
conteo del [**S] fue del 75%. Esta eficiencia-decay6 con el decaimiento del radioisétopo,

pero fue independiente del volumen y de la composicién quimica de las muestras.

Métodos
¢ Técnicas quinirgicas :

> Implantacién intracraneal de canulas gula dirigidas
al llf ventriculo de ratas

Bajo control estereotaxico, se implantaron intracranealmente canulas guia a ratas como
via de administracién del precursor radioactivo al itl ventriculo para el marcaje
simultaneo de neuronas hipotalamicas vasopresinérgicas y oxitocinérgicas
magnocelulares y parvocelulares del PVN y de neuronas somatostatinérgicas del nucleo
periventricular [ver corte a -1.8 mm de bregma (Fig. I-3, Capitulo 1), tomado de Paxinos

y Watson (lI-104)).

Las canulas guia fueron de fabricacién casera, hechas con cénulaé de acero inoxidable
calibre # 21 de 1.60 - 1.65 cm de longitud y con un tope de teflén de aproximadamente
1 em de léngitud, que se ajusté a presién y se fijé a la canula con pegamento

instantaneo Kola Loka (Fig. II-1).
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Bajo anestesia profunda, se centré y se fijé la cabeza de la rata (previamente rasurada)
en el instrumento estereotaxico, con a nariz dirigida 3.4 mm por debajo de la linea
interaural, segun las coordenadas de Paxinos y Watson (11-104). Se lavé la cabeza con
agua y jabdn. Enseguida se hizo una incision sagital-media en Ia piel de
aproximadamente 2 cm de longitud. Se expuso el craneo retrayendo ia piel con un
blefarostato. Se removid el tejido conectivo del craneo presionando con un aplicador
estéril y raspando suavemente con una legra, para visualizar las suturas y dejar la
superficie limpia de tejido para facilitar la fijacién del acritico, como se describe mas

adelante.

La canula guia, atornillada a un soporte del instrumento estereotaxico, se posiciono en
la linea media, a -1.9 mm de bregma, segun Paxinos y Watson (Il-104) (Figs. lI-2A y |l-
2B). Se marcd esta posicion en el créneo, y manualmente se hizo una trepanacion con
una broca fina de 1.2 mm de seccion, a la que se te adaptd un tope de polietileno
ajustado, a 3 mm de la punta. Se aspiré la sangre al vacio que brotd del seno sagital
superior, y una vez controlado el sangrado, se bajé la canula hasta quedar asentado el
tope de teflén sobre la superficie del craneo (Fig. 11-2A). Antes de aplicar el acrilico para
fijar la canula guia, al craneo expuesto se aplico cera para hueso en aquellos puntos del
craneo que estuvieran sangrando (Bonewax, Ethicon W31), y esponja gelatinosa estéril

(Gelfoam, The Upjochn Co., Kalamazoo Mi, USA) al musculo circundante sangrante.

La canula se fijé con acrilico dental autopolimerizable transparente (Orthodent, Dientes
Acrilicos Mexicanos, México), que se fijé con 2 tomillos de acero inoxidable (Small
Parts, Inc., # MX-080-2F, Miami Fl, USA), colocados diagonaimente a 5 mm de la

canula (Figs. [i-2A y I1-2B). Una vez endurecido el acrilico, se desatomiil6 el soporte de
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la canula y a ésta se le colocd un mandril de acero inoxidable de 1.60-1.65 cm de

longitud para manteneria permeable.

Para prevenir cualquier infeccion (de la herida, de los oidos o algan trastomo de las vias
respiratorias) se les inyectd intramuscularmenteiso 000 U de penicilina de accién

prolongada (Benzetacil, Wyeth-Vales, México, D.F., México)

Mantenidas en jaulas individuales, las ratas canuladas recuperaron su peso corporal
original 8-10 dias después de la cirugia, siendo entoces posible someterias a otras
manipulaciones experimentales (adrenalectomia y estrés cronico por inmovilizacién).

» Adrenalectomia
Las ratas con canulas guia implantadas se adrenalectomizaron. Bajo anestesia
profunda, se rasurd el sitio de incisién y se lavd con agua y jabdén. Ensequida se hizo
una incision en la piel en la linea media dorsal, de apreximadamente 3 cm de longitud
(de |la 13* vértebra toracica hasta la 4" vértebra lumbar). Luego se hicieron 2 incisiones
en el musculo delgado, una de cada lado del animal, justo por abajo de la tercera
costilla flotante, empleando una pinza punzante, a través de las cuales se extirparon las
glandulas suprarrenales encapsuladas, contenidas generaimente dentro de una masa
de tejido adiposo. El misculo y la piel se suturaron con seda quirargica, calibre 3/0. Al
término de la cirugia las ratas recibieron 150 000 u de penicilina de accion prolongada.
Las ratas control correspondientes se sometieron a una adrenalectomia simulada, es
decir, se manipuiaron quiridrgicamente en la misma forma que las adrenalectomizadas,

solo que sin extirparseles las suprarrenales.
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El suplemento vitaminice afadido al agua de beber de todas las ratas experimentales
previno en las ratas adrenalectomizadas la deficiencia de vitamina B, que ocurre al
extirparseles las suprarrenales (l1-105), y minimizé las alteraciones metabdlicas que se
pudieran haber producido por esta deficiencia, tales como la diuresis, el balance
nitrogenado negativo, c_el incrementoc en la excreciéon de amoniaco y urea, el desequilibrio
de electrolitos y una disminucién en la actividad de aminotransferasas (l-105). En esta
forma fue posible mantener sanas a las ratas adrenalectomizadas por 20 dias antes del

dia del experimento.

« Otras manipulaciones experimentales

» Administracion intracerebroventricular de L-[**S]Cys -
Bajo control estereotaxico y anestesia ligera inducida con éter, se administraron en el lii
ventriculo, via una canula guia (Fig. 1-3A), 40 uCi de L-[**S]Cys (L-{**S]cistina o L-
[**S]cisteina) en 1 L de una disolucién de ditiotreitol (DTT) 10 mM en salina. Se emple6
una jeringa Hamilton, modelo 75-N de 5 pL, fija al soporte universal del estereotaxico.
Se hizo descender la aguja S mm al interior dei cerebro de la rata hasta alcanzar el |1
ventriculo, quedando la punta entre 1.0 - 1.2 mm de la base del craneo. La
administracién del radioisétopo tuvo una duracién de 3 min (Fig. |1-3B). (La precisién en
la administracién de la marca en el il! ventriculo se verificd en otro grupo de ratas,

inyectando 1 ulL de azul de metileno disuelto en salina).
» Estrés crénico por inmovilizacion intermitente

Las ratas con canulas guia implantadas, se sometieron a un tratamiento de estrés

cronico de 3 periodos de inmovilizacion intermitente (11-96) de 6h/dia, durante 3 dias
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un alambrado, amarrandoles las patas al mismo y sosteniéndoles ia cabeza con un
collar metdlico también atado al alambrado (Fig. 1-4). Al cabo de los 3 dias, las ratas se
encontraron en un estado de estrés cronico severo. Las ratas control correspondientes
se mantuvieron en las mismas condiciones ambientales que las estresadas, pero sin

manipulacion alguna.

» Anestesia profunda
La anestesia profunda se indujo administrandoles a las ratas, por via intramuscular, 10
mg/kg de peso corporal de clorhidrato de xilacina {Rompun, Bayer, México, D.F.,
México) seguido, 10 min después, de 80 mg/kg de peso corporal de quetamina (Ketalar,

Parke-Davis, Compaitia Medicinal "La Campana” SA de CV, Méxice, D.F., México).

o Sistemas cromatograficos en fase reversa CLAP-[l-1 y CLAP-II-2

» CLAP-iI-1
Gradiente lineal: CH,CN de 5-49% en formiato de trietlamonio 0.005 M, pH 4.5.
(Disolucidn amortiguadora orgéanica liofilizable). Duracion: 40 min. Flujo: 2 mL/min.

Temperatura: Ambiente (puede fluctuar entre 20 y 23°C de un dia para otro). Fracciones
colectadas: 600 ul {20 seg) en tubos de polipropileno Eppendorf (Brinkmann

Instruments, Westbury NY, USA) de 1.5 mi..

» CLAP-I-2
Gradiente lineal: CH;CN de 10-60% en HOAc 0.02 M, con 0.1% de la sal sédica del
acido 1-hexanosulfénico. Duracién: 60 min. Flujo: 2 mL/min. Temperatura: 60 °C.

Fracciones colectadas: 300 uL (10 seg) en tubos de polipropileno Eppendorf de 1.5 mL.

98



Las disoluciones amortiguadoras acuosas se prepararon con agua bidestilada,
desionizada y ultrapurificada en un sistema de filtracién Nanopure (Sybron/Bamstead,
Boston, MA USA). Antes de mezclarse con el disolvente orgénico, las disoluciones
amortiguadoras acuosas se filtraron a través de membranas Millipore (Bedford MA,
USA), tipo GSWP de 0.22 um. Antes de usarse las disoluciones amortiguadoras

organicas se desgasificaron al vacio, con ultrasonicacion.

¢ Extraccién acida, ﬁur'rﬁcacién y cuantificacion de AVP, OTy SRIF-14

marcadas con L-["S]Cys de los hipotalamos y las neurchipdfisis individuales

de ratas adrenalectomizadas o sometidas a estrés crdnico por inmovilizacién

» Diseccion de los bloques hipotaldmicos

Se extirpd el cerebro del créneo cortando ventralmente los nervios é;pticos y luego el
tallo hipofisiario, quedando éste unido al hipotadlamo. Ensegquida se colocé el cerebro
sobre una placa de vidrio sobre hielo con la parte ventral viendo hacia arriba.
Empleande un bisturi #11 de Aesculap-Werke AB, (Tiibingen, Alemania} se cbtuvo una
rebanada de cerebro haciendo 2 cortes coronales, unc anterior al quiasma éptico y otro
anterior a los cuerpos mamilares (ver Fig. |-4). Luego, colocando la rebanada sobre su
superficie caudal, se hicieron 2 cortes sagitales a 3 mm de cada lado de la linea media.

El blogue hipotaldmico se obtuvo finalmente haciendo el ditimo corte a la aitura de la

comisura anterior.

Con el propésito de prevenir la degradacion de los neuropéptidos marcados con L-
[**S]Cys, una vez disecados los bloques hipotalamicos se procesaron inmediatamente
sin pesarlos. Su tamaiio se estimé por su contenido de proteina total precipitable con
HOAc 2M (obtenido en el primer paso de purificacion de los neuropéptidos marcados),

gue en promedio fue de 7.7 +/- 0.9 mg/bloque (n=24).




» Diseccién de las neurohipéfisis
Las neurchip&fisis se separaron de las adenochipéfisis con pinzas finas. En ocasiones se
separaron las neurohipéfisis junto con el [6bulo intermedio.

» Extraccion con acido acético, prepurificacion por quimicadsorcion a

octadecilsilano y purificacion por CLAP-li-1 y CLAP-lI-2 sucesivas.

Los bloques hipotalamicos y las neurohipdfisis de ratas canuladas y marcadas con L-
[**S]Cys (adrenalectomizadas o sometidas a estrés crénico por inmovilizacion) se
procesaron individuaimente a 4°C en tubos de polipropilenc inmediatamente después
de su diseccion. Los neuropéptidos-L-[**S]Cys se extrajeron per homogeneizacién de
los tejidos en 4 mL de HOAc 2M, conteniendo 0.01% de albumina sérica bovina

(fraccidn V, Sigma Chemical Co.) y 0.01% de NaNj,, en presencia de 2 ug ¢/u de AVP,

QT y SRIF-14 sintéticas (extracto de hipotalamo) o de 1 ug de SRIF-14 sintética
(extracto de neurohipdfisis) como acarreadores de los neuropéptidos marcados y
marcadores cromatograficos. En tas neurohipéfisis la AVP y la OT endbdgenas
(aproximadamente 1 ug/glandula de cada una) fueron acarreadores de los

neuropéptidos marcados correspondientes y marcadores cromatograficos.

Los extractos solubles en acido se obtuvieron por centrifugacién a 10 000 xg durante 1h
en una centrifuga Sorvall refrigerada RC-5B. Las pastillas residuales de proteina
precipitada en el HOAc se lavaron con 2 mL adicionales de la disolucién acida -
extractante. Los lavados se combinaron con los extractos solubles anteriores y se
guardaron en hielo a 0°C hasta continuar su procesamiento al dia siguiente. Las
pastillas de proteina residuales se almacenaron a -70°C hasta que se les midio su nivel

de incorporacién de L-[*S]Cys.
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Los extractos solubles en acido (hipotalame o neurchipéfisis) en su totalidad se filtraron
a través de cartuchos Sep Pak C,g previamente humedecidos con isopropanol y lavados
exhaustivamente con agua. Los neuropéptidos-L-[**S]Cys se adsorbieron a!
octadecilsilano y lavados con 3 mL de HOAc 2M. Enseguida se eluyeron eluidos con 9
mL de CHyCN al 40% en HOAc 2M. Posterior a este paso de prepurificacion, los
extractos peptidicos marcados se concentraron a un volumen de 200 ul en un
concentrador Speed Vac previo a su purificacion sucesiva por CLAP-ii-1 y CLAP-{I-2.
Las fracciones peptidicas obtenidas por CLAP-I-1 se combinaron, concentraron a 200
ul y recromatografiaron en CLAP-Ii-2. La radioactividad ascciada a las fracciones

colectadas se midié por centelleo liquido.

» Medicion por centelleo liquido de la L [”S]Cys en las fracciones
obtenidas por CLAP-/I-2

La cantidad de radicactividad (L-[**S]}Cys) asociada a las fracciones peptidicas (300 pl)
obtenidas por CLAP-|I-2 se obtuvo contando los 300 ul completos en frasquitos de
polietileno con S mL de la disolucién centellante de Bray para muestras acuosas (ll-
106): etilenglicol, 40 mL; metanol, 200 mL; naftaleno (recristalizado de metanoi), 120 g;

PPQ, 8 g; dimetil-POPOP, 0.4 g; dioxano, aforoa 2 L.

> Medicién por centelleo liquido de AVP-L-[*S]Cys, OT-L-f*S]Cys
y SRIF-14-L-f*S]Cys

Los porcentajes de recuperacién de los neuropéptidos-L-[**S]Cys de hipotalamo
obtenidos por CLAP-II-2 son iguales a los porcentajes de recuperacién de sus analogos
sintéticos afadidos al inicio del proceso de extraccion. Los porcentajes de recuperacion
de los péptidos neurohipofisiarios endégenos AVP y OT, y de los péptidos-L-[**S]Cys

correspondientes, se consideraron iguales a los porcentajes de recuperacidn de la
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SRIF-14 sintética afadida a los extractos neurohipofisiarios al inicio del proceso de
purificacion. Los porcentajes de recuperacién de cada péptido sintético se determina por
absorbencia UV a 206 nm, integrando el area bajo la curva y relacionandolo al area bajo

la curva de un patrén conocido.

» Medicién de la incorporacién de L-[°S]Cys a Ia proteina de los extractos de
los hipotalamos y las neurohipdfisis precipitada con acido acético

La incorporacién de L-{**S]Cys a !a proteina de hipotalamo o neurchipdfisis precipitada
con HOAc 2M al inicio del proceso de purificacién de los neuropéptidos-L-[**S]Cys se
midié conforme al procedimiento de Hirs (11-107).

Los pasos a seguir fueron:

w Eliminar, por evaporacion, el HOAc¢ residual de una fraccién peq.ueﬁa de las pastillas
de proteina precipitada con HOAc de un hipotalamo o del residuo completo de una
neurohipdfisis.

m Suspender los residuos proteinicos de hipotalamos o de neurohipéfisis en 800 uL &
200 uL de urea 10M y adicionar 10 pL 6 1 uL de B-mercaptoetanol a cada fraccién,
respectivamente, y calentar 2 min a 100°C.

m Afadir a los extractos proteinicos de los hipotdlamos o de las neurohipdfisis 200 uL
620 L, respéctivamente, de una disolucién de acido yodoacético 2.5 M (Sigma
Chemical Co.) recién preparada y calentar 30 min a 37°C. (La carboximetilacién de
las fracciones proteinicas tiene por objeto eliminar la L-f*°S]Cys de alta actividad
especifica asociada inespecificamente a la proteina a través de puentes disuifuro.)

w Adicionar 50 uL y 5 uL de B-mercaptoetanot a las fracciones hipotalamicas o
neurchipofisiarias, respectivamente, y precipitar la proteina con el volumen de
tricloroacético (TCA) al 100% necesario para obtener en las muestras una

concentracion finai de TCA det 10%, y calentar 5 min a 100°C.
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w Lavar los precipitados sucesivamente con TCA al 10%, etanol y éter. Evaporar el
éter.

m Resuspender a 37°C durante 10 h las fracciones proteinicas precipitadas de los
hipotalamos o de las neurohipéfisis en 1 mL y 0.6 mL de NaOH 1N,
respectivamente.

» Por duplicado, precipitar alicuotas de 100 uL y 200 ul | de las disoluciones alcalinas
de las fracciones proteinicas de los hipotalamos y de las neurohipdfisis,
respectivamente, con 2 mL de TCA al 10%,

» Recoger ios precipitados en discos de fibra de vidrio 934-AH (Whatman) de 2.4cm
de diametro y lavarlos sucesivamente por filtracién con vacio con TCA al 5%, etanol
y éter. | .

m Secar los discos durante 45 min bajo una lampara de luz infrarroja, colocada a una
altura de 25 cm del nivel de los discos.

» Medir la radicactividad recogida en los discos, colocandolos en frasquitos de vidrio
conteniendo 5 mL de un liquido de centelleo a base de tolueno: PPQO, 4g; bis MSB,
81.63 mg, y aforo a 1 L con tolueno. La eficiencia maxima de conteo fue det 86%.

w En duplicado, medir ta concentracién de proteina por el método de Lowry (11-108) en
alicuotas de 5 pL y 50 ul de las disoluciones alcalinas de proteina de hipotalamo y
de neurchipdfisis, empleando albumina sérica bovina come patrén. En la Fig. -6

(Capitulo 1) se muestra una curva patron representativa.
¢ Andlisis estadistico

L.os datos en el texto y en las leyendas de las figuras estéan expresados como la media

+/- desviacion estandar para un nimero "n" de determinaciones o de ratas estudiadas.
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Se uso la prueba t de Student para evaluar la significancia de las diferencias entre los

parametros estudiados en los distintos grupos experimentales.




Resultados

Medicién simultanea de AVP-L-[”S]Cys, OT-L[*SICys ¥

SRIF-14-L-[**S]Cys en los hipotalamos y las neurohipéfisis individuales

de ratas: purificaciéon por CLAP-II-1 y CLAP-I|-2 sucesivas.

L-[**S]Cys se administré al Il! ventriculo de ratas a través de cénulas guia implantadas
por lo menos 10 dias antes det estudio. Los neuropéptidos se marcaron en las ratas
despiertas, sin estar bajo la influencia de ninglin anestésico ni del estrés de una cirugia
intracraneal (como lo estuvieron en los estudios descritos en el Capitulo 1). A tiempos
definidos, los animales se sacrificaron y la AVP-L-[*S]Cys, la OT-L-[**S|Cys y la SRIF-
14-L-[**S]Cys, se extrajeron con HOAc 2M de los hipotalamos y, junto con la AVP y la
OT endégenas, de las neurohipdfisis individuales. Los neuropéptidos-L-[**S]Cys y la

AVP y la OT endbgenas neurohipofisiarias se purificaron por quimioadsorcion a

octadecilsilano y se separaron sucesivamente por CLAP-lI-1 y CLAP-II-2.

En la Fig. 1I-5 se ilustran perfiles de absorbencia UV a 206 nm representativos obtenidos
por CLAP-H-1. Estos perfiles muestran el comportamiento cromatogréfico de los
extractos acidos de hipotalamo (Fig. lI-5A) y de neurohipdfisis (Fig. 1-5B) prepurificados
por quimioadsorcion a octadecilsilano. En el cromatograma del extracto de hipotalamo
se distinguen los picos de absorbencia de los péptidos sintéticos (acarreadores y
marcadores cromatograficos) AVP, OT y SRIF-14 aiadidos al inicio del proceso de
purificacién. En el cromatograma del extracto de neurohipéfisis se distinguen los picos
que corresponden a la AVP y a la OT endébgenas (*), asi como al pico de la SRIF-14
sintética, afiadida al inicio del proceso de extraccion. Las 3 fracciones peptidicas
purificadas por CLAP-I-1 de hipotalamo y de neurohipdfisis se combinaron,

concentraron y recromatografiaron por CLAP-II-2, obteniéndose para cada tejido
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(hipotalamo o neurohipdfisis) perfiles de absorbencia UV a 206 nm y de radioactividad

similares a los ilustrados en la Fig. 11-6.

Las recuperaciones de AVP, OT y SRIF-14 (sintéticas) en CLAP-II-2 (Fig. Il-6A) al
término del proceso de purificacion de los extractos peptidicos hipotalamicos
individuales (también una medida de la recuperacién de AVP-L-[**S]Cys, OT-L-[**S]Cys
y SRIF-14-L-[*S]|Cys biosintetizadas, Fig. {-6C) fueron (en %):

@ AVP,70.17 +/- 4.59, n=15,

© OT,69.78 +/- 4.04, n=15,

© SRIF-14, 82.57 +/- 3.68, n=15.

La recuperacién de la SRIF-14 sintética en CLAP-1I-2 (Fig. [I-6B) al término de!
procesamiento de las neurohipdfisis individuales (una medida de la recuperacion de
AVP y OT endégenas asi como de AVP-L-[*S]Cys, OT-L-[**S|Cys y SRIF-14-L-[*S]Cys
acumuladas en la neurchipdéfisis, Fig. 1-6D) fue (en %):

® SRIF-14, 73.44 +/- 447, n=15.

Los niveles de concentracion normal de AVP y de OT neurohipofisiarias endégenas,
medidos a pariir de perfiles de absorbencia UV a 206 nm obtenidos por CLAP-1)-2,
similares al de la Fig. II-6B, y corregidos a un 100 % de recuperacién fueron:

& AVP, 1.17 - 1.62 pg/giandula (1.41 +/- 0.15, n=10),

@ OT, 1.02 -1.41 pg/glandula (1.29 +/- 0.11, n=9).
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Efecto del estrés cronico por inmovilizacién intermitente en |a rata

sobre la biosintesis in vivo de AVP-L-{**S]Cys, OT-L-[’*S]Cys y

SRIF-14-L-[**S]Cys en e! hipotlamo y su acumulacion en la neurchipéfisis.

A 12 ratas se les implantaron canulas guia dirigidas al ll ventriculo. Después de un
periodo de 10 dias de recuperacién, estas ratas se dividieron en 2 grupos de 6 ratas
cada una. Se sometié un grupo de 6 ratas a estrés cronico por inmovilizacion
intermitente durante 3 dias (6h/dia) (Fig. |I-4). E! otro grupo de 6 ratas, el grupo control,
se mantuvo en las mismas condiciones ambientales que las estresadas, pero sin ser
manipuladas. Al cabo del tratamiento estresante, las ratas mostraron una pérdida de
peso corporal del 15.4%: su peso promedic antes de ser inmovilizadas fue de 275.8 +-
8.5 g y después fue de 236.5 +/- 7.5 g. Ademas, en la autopsia se observé la hipertrofia
de sus glandulas suprarrenales: el peso promedio de las suprarrenales de )as ratas
control fue de 21.7 mg/100 g de peso corporal, mientras que el peso promedio de las

suprarrenales de las ratas estresadas aumenté en un 28.1% y fue de 27.8 mg/100 g de

peso corporal.

Inmediatamente después del ultimo periodo de inmovilizacién se midié el curso
temporal de incorporacién de la L-**S]Cys a AVP, OT y SRIF en los hipct&lamos v,
junto con la AVP y la OT enddégenas, el curso temporal de su acumulacién en las
neurchipdfisis de las ratas control y de las ratas estresadas. Cada rata recibi¢
intracerebroventricularmente 40 puCi de L-[**S]Cys. Tres ratas de cada grupo se
decapitaron 2 y 4h después de la administraciéon de la marca. Los péptidos marcados se
extrajeron simultdneamente de los hipotadlamos y de las neurohipdfisis. Los cursos
temporales de incorporacién de la marca a AVP-L-{*S]Cys, OT-L-{**S]Cys y a SRIF-14-
L-[*¥S]Cys hipotalamicas y neurohipofisiarias se midieron a partir de perfiles de

radioactividad obtenidos por CLAP-II-2, similares a los ilustrados en las Fig. [1-6C y Fig.
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11-6D y corregidos a 100% de recuperacién. Los resultados aparecen graficados para

hipotadlamos y para neurohipdfisis individuales en la Fig. II-7.

De los resultados ilustrados en la Fig. II-7 se desprende que de los 3 sistemas
peptidérgicos estudiados, sélo el oxitocinérgico respondié al estrés crénico por
inmovilizacién. Con curso temporal descendente, los niveles dg incorporacion de la
marca a la OT en los hipotalamos de las ratas estresadas fueron mas elevados que en
los hipotalamos de tas ratas control (Fig. lI-7A). Igualmente, pero con curso temporal
ascendente, los niveles de acumulacién de OT-L-[*S]Cys en las neurohipéfisis dé las
ratas estresadas fueron mayores que los niveles de acumulacion de esta especie en las
neurohipdfisis de las ratas control ((Fig. 11-7B). Paralelamente con estos resultados, se
observd una disminucién significativa (p<0.05) de un 28.2% en el contenido endégeno
neurohipoﬁsiaﬁo de OT de 1.41 +/- 0.22 ug (n=6) en las ratas control a 1.02 +/- 0.18 ug

(n=6) en las ratas estresadas.

Los cursos temporales de incorporacién de L-[**S]Cys a AVP y a SRIF-14 en los
hipotalamos (Fig. li-7A) y de su acumulacién en las neurchipdéfisis (Fig. 1I-7B} de Ias;
ratas control y de las ratas estresadas fueron simitares entre si. También el contenido
endégeno neurohipofisiario de AVP no se alterd significativamente en respuesta al

estrés crénico por inmovilizacion siendo de 1.31 +/- 0.07 ug (n=6) para las ratas control

y de 1.35 +/- 0.24 ug (n=6) para las ratas estresadas.
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Efecto de la adrenalectomia en la rata sobre la biosintesis

in vivo de AVP-L-[*S]Cys y OT-L-[**S]Cys en el hipotdlamo y

su acumuiacién en la neurchipéfisis.

Diez dias después de la implantacion de canulas guia dirigidas al (Il ventriculo a 6 ratas,
3 ratas se adrenalectomizaron y 3 se sometieron a una adrenalectomia bilateral
simulada {(ratas control). Veinte dias después, las 6 ratas recibieron

intracerebroventricularmente 40 .Ci de L-[**S]Cys y se decapitaron 4h después. Sus

hipotalamos y sus neurchipdfisis se disecaron y procesaron individualmente.

Eﬁ la Fig. II-8 se ilustran los perfiles de radioactividad representativos de extractos
purificados de hipotalamo (Fig. 1I-8A) y de sus correspondientes neurohipdfisis (Fig. -
8B) de una rata control y de una rata adrenalectomizada, ésociadosa las fracciones
peptidicas acarreadoras (hipotalamo) o a las fracciones peptidicas endoégenas
(neurohipdfisis) correspondientes, obtenidas por CLAP-II-2 {ver Fig. 11-6).
Comparativamene con el caso control (adrenalectomia simulada), la rata
adrenalectomizada mostré tanto en hipotalamo como en neurchipdfisis un aumento
significativo en AVP-L-[**S]Cys. Por lo que toca a los niveles de OT-L-[**S]Cys, éstos
aumentaron significativamente en la neurohipéfisis aunque sin cambio apreciable en el

hipotalamo.

El histograma de la Fig. |- muestra los promedios de las dpm totales de AVP-L-
[**S]Cys y de OT-L-[**S|Cys (corregidas a 100% de recuperacidn) obtenidas en los
extractos de hipotalamo (Fig. II-9A) y de neurchipdfisis (Fig. 11-9B) individuales de 3
ratas control y de 3 ratas adrenalectomizadas, 4h después de la administracién de la
marca. Como se vio en los perfiles de radioactividad representativos de estas fracciones
peptidicas de hipotalamo y de neurohipdfisis de una rata control y de una rata

i

adrenalectomizada (Fig. {I-8), aqui se vuelve a apreciar que: para todas las ratas, los
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niveles neurohipofisiarios de AVP-L-[**S]Cys y de OT-L-[**S]Cys fueron mayores que
sus niveles correspondientes en hipotalamo; los niveles de AVP-L-[**S]Cys en los
hipotalamos y en las neurohipéfsis de las ratas adrenalectomizadas fueron
significativamente (p<0.05) méas elevados que en las ratas control; los niveles
neurchipofisiarios de OT-L-{**S]Cys aumentaron significativamente (p<0.01) después de

la adrenalectomia sin variacién apreciable de sus niveles en el hipotalamo.

En ia Fig. 1I-10 se muestra, que comparado con sus niveles en las neurohipéfisis de ias
ratas control, el contenido endégeno neurohipofisiario de AVP y OT no vario
significativamente en las ratas con insuficiencia suprarrenal, a pesar del aumento

significativo en sus niveles de AVP-L-[**S]Cys y de OT-L-{"S]Cys. .

La Fig. 1-11A muestra que la incorporacién de L-[>*S]Cys por mg de proteina de
hipotalamo precipitable con HOAc¢ (una medida de la sintesis de proteina totaf en este
tejido) no se alterd significativamente, como consecuencia de la adrenalectomia,
mientras que la incorporacién de la marca a proteina precipitable con HOAc por
glandula neurohipofisiaria (Fig. tI-11B) [una fraccién proteinica rica en precursores
biosintéticos de alto peso molecular de AVP y de OT (lI-109, 1i-110)] aumenté
significativamente (p<0.01),-y paralelamente con el aumento en los niveles

neurchipofisiarios de AVP-L{**S|Cys y de OT-L-[**S|Cys (Figs. lI-8 y 11-9).
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Figura H-1. DIAGRAMA DE LA CANULA GUIA DE FABRICACION
CASERA. Las céanulas guia se fabricaron con una canula de acero
inoxidable calibre # 21 de 1.60 - 1.65 cm de longitud y un tope de tefién
de 1.0 cm de longitud y 5 mm de didmetro, que se ajustd a presién y se
fij6 a la canula con pegamento instanténeo Kola Loka. Escala 1:5.
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Figura II-2. SITIO DE IMPLANTACION INTRACRANEAL DE
CANULAS GUIA. Baje control estereotéxico, se impiarntaron
intracraneaimente a ratas cdnulas guia (C-G) dirigidas al ill ventriculo.
A. Vista dorsal del craneo de la rata (modificada de Paxinos y Watson
(I1-104). Se ilustran los sitios de colocacién de la C-G en la linea media
a -1.9 mm de bregma y de los tomillos (T). B. Se muestra el momento
durante la cirugia de implantacidn de la C-G justo antes de ser fiiada
con acrilico autopolimerizable. La C-G aparece atomillada a un soporte
del instrumento esterectaxico y asentada en ia linea media, a -1.9 mm
de bregma (Paxinos y Watson (li-104)) sobre ei craneo limpic vy no
sangrante, en medio de 2 tomillos colocados en diagonal que sirven
para anclar el acrilico,
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Fa ura 11-3. ADMINISTRACION INTRACEREBROVENTRICULAR DE

SjICys EN LA RATA. A Via de administracion
mtracerebroventncular de L{**S|Cys. Vista lateral intracerebral de la
canula guia colocada en el cerebro de una rata y dirigida al Il
ventriculo. B. Se muestra un momento durante la administracién
intracerebroventricular de L{**S]Cys. Bajo control estereotdxico y
anestesia ligera inducida con éter, se administraron ai Il ventriculo, a
través de una canula guia, 40 pCi de L-[“S]Cys en tul de una
disolucién de DTT 10 mM en salina empleando una jeringa Hamilton,
modelo 75-N de 5 uL, fija al soporte universal del estereotdxico. Se hizo
descender la aguja 9 mm al interior del cerebro hasta liegar atf Il
ventriculo. La administracién del radicisétopo tuvo una duracidn de 3
min. (La precisién en la administracién de la marca al lil ventriculo se
verifica en ofro grupo de ratas, inyectando 1 ul de azul de metieno
disuelto en salina).
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Figura 4. INDUCCION DE ESTRES CRONICO POR
INMOVILIZACION EN RATAS CON CANULAS GUIA IMPLANTADAS.
Bajo anestesia ligera con éter, se inmovilizé a un grupe de ratas a las
que previamente se les habian implamtado cénulas guia. A, Postradas
sobre un alambrado, se les amarraron las patas al mismo,
sosteniéndoles la cabeza con un collar metdlico también atado al
alambrado. Al cabo de 3 periodos de inmovilizacidn intermitente de
6h/dia durante 3 dias consecutives (1-96), las ratas se encontraren en
un estado de estrés cronico severo mostrando una expresién de dolor y
agotamiento (B).
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Figura II-3. CROMATOGRAMAS/CLAP-il-1 DE ABSORBENCIA UV
REPRESENTATIVOS DE EXTRACTOS ACIDOS COMPLETOS DE
HIPOTALAMOS Y DE NEURCHIPOFISIS  INDIVIDUALES,
PREPURIFICADOS POR QUIMIOADSORCION A
OCTADECILSILANO. Se aprecian los picos de absorbencia de las
fracciones peptidicas de AVP, OT y SRIF-14 sintéticas afiadidas como
marcadores cromatogrificos y acameadores de los neuropéptidos-L-

S]Cys, 2l inicio del proceso da su extraccién de hipotalamos (A) y de
neurohipdfisis (B) individuales recuperadas por quimicadsorcién a
octadecilsilano (empleando carfuchos .Sep Pak Cig): 2ug de cada
neuropéplido se afadieron al extracto del hipotdlamo y 1 ug de SRIF-14
se afadid al de la neurohipdfisis. También se distinguan los picos de
absorbencia de la AVP y la OT endbégenas neurohipofisiarias (*). "A",
absorbencia a 208 nm; los tiempos de retencidn de las fracciones
peptidicas estdn indicados en minutos; las flechas en el exiremo
izquierdo de los cromatogramas marcan el inicio de los gradientes.

116




SRIF




Figura -6. CROMATOGRAMAS/CLAP-II-2 DE ABSORBENCIA UV Y
DE RADIOACTIVIDAD REPRESENTATIVOS, DE FRACCIONES
PEPTIDICAS MARCADCRAS/ACARREADORAS DE AVP, OT y SRIF-
14 SINTETICAS O ENDOGENAS (") Y LAS CORRESPONDIENTES
DPM TOTALES DE AVP-L-(“S]Cys, OT-L{¥SICys Y SRIF-14-L-
["S}Cys DE EXTRACTOS DE HIPOTALAMO Y NEUROHIPOFISIS
INDIVIDUALES, PREVIAMENTE PURIFICADOS POR CLAP-I-1. Se
aprecian los picos de absorbencia UV a 206 nm de las fracciones
peptidicas de AVP, OT y SRIF-14 sintéticas: 2ug de cada una/extracto
de hipotdlamo individual (A) y 1ug de SRIF-14/extracty de
neurohipdfisis individual (B) vy de AVP y OT neurohipofisiarics
enddgenos (% (B). Estos neuropéptidos son marcadores
cromatogréficos y acarreadores de los neuropéptidos-L-[**S]Cys
biosintetizados en hipotélamos (C) y acumulados en neurchipdfisis (D)
individuales. Los tiempos de retencién de las fracciones peptidicas
visualizadas por absorbancia UV estén indicados en minutos (min). Los
perfles de radioaclividad estan representados en dpm/d4h/bloque
hipotaldmico o dpm/4h/neurchipéfisis individuates.
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Figura f-7. BIOSINTESIS /N VIVO DE AVP-L{**S]Cys, OT-L-{®S|Cys
Y SR1F-14—L-['”S]Cys EN HIPOTALAMOS Y NEUROHIPOFISIS
INDIVIDUALES DE RATAS CONTROL Y DE RATAS SOMETIDAS A
ESTRES CRONICO POR {INMOVILIZACION INTERMITENTE. Dos y 4
ras después de recibir intracerebroventricularmenta 40 pCi de L-
S]Cys hipotdlamos y neurchipdfisis de ratas control (no
inmovilizadas) y de ralas sometidas a estrés crbnico por inmovilizacién
se extirparon y procesaron individuaimente. Se ilustran las dpm de
AVP-L-[*SICys, OT-L-[PSICys y SRIF-14-L{**S]Cys en bloques
hipotalémicos (A) y neurchipéfisis (B) individuales de las ratas control
{ ] y de las ratas esiresadas por inmovilizacién intermitente [////]
calculadas de perfiles de radioactividad obtenides por CLAP-II-2
similares a los ilustrados en la Fig. 116 (C y D). Estos valores se
corrigioron a 100% de recuperacién, Cada columna representa la media
+/- desviacién estandar de 3 medicionas. En la relacion de las dpm de
OT-L-{*S]Cys de las ratas estresadas vs. las ratas control: {*) p<0.05;
(**) p<0.01%.
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Figura 8. PERFILES/CLAP-Il2 DE AVP-L{¥S]Cys Y DE OT-L-

S]Cys REPRESENTATIVOS DE EXTRACTOS DE HIPOTALAMOS Y
DE NEUROQOHIPOFISIS INDIVIDUALES DE RATAS CONTROL
(ADRENALECTOMIAS SIMULADAS) Y DE RATAS
ADRENALECTOMIZADAS. Se ilustran las dpm totales de AVP-L-
(S)Cys y de OT-L-{*S|Cys asociadas a las fracciones
marcadoras/acarreadoras peptidicas AVP y OT, obtenidas por CLAP-II-
2 de exiractos de hipotdlamos (A) y de neurohipéfisis (B) individuales
de una rata control, sometida a una adrenalectomia simulada {.___.} ¥
de una rata adrenalectomizada (.-.-.-.), 4h después de la administracion
intracerebroventricular del precursor radioactivo. Estas son muestras
representativas de pares de tejidos similares de ratas control (n = 3) ¥
de ratas adrenalectomizadas (n=3).
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Figura Il-9. DPM TOTALES DE AVP-L-[*S]Cys Y DE OT-L-[¥S|Cys
EN EXTRACTOS DE HIPOTALAMOS Y DE NEUROHIPOFISIS
INDIVIDUALES DE RATAS CONTROL (ADRENALECTOMIAS
SIMULADAS) Y DE RATAS ADRENALECTOMIZADAS. Se ilustran los
promedios de las dpm totales +/- desviacién esténdar, corregidas. al
100% de recuperacion, de AVP-L{“S|Cys y de OT-L- S|Cys,
obtenidas por CLAP-II-2, asociadas a las fracciones peptidicas:
marcadoras/acarreadoras de AVP y de OT afadidas a exiractos de-
hipotalamos (A) y enddgenas en neurchipdfisis (B) individuales de ratas
control, sometidas a adrenalectomias simuladas, [ ], (n=3) y de ratas
adrenalectomizadas, i, {n=3).
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Figura 1-40. CONTENIDO ENDOGENO TOTAL DE AVP Y DE OT EN
NEUROHIPOFISIS INDIVIDUALES DE RATAS CONTROL
(ADRENALECTOMIAS SIMULADAS) Y CE RATAS
ADRENALECTOMIZADAS. Se muestran los promedios del contenido
endégeno total {en pg) de AVP y de OT en las neurohipéfisis
individuales de ratas control, sometidas a adrenalectomias simuladas,
(n=3)[ ]y de ratas adrenalectomizadas (n=3) [///1], calculados a partir
de perfiles de absorbencia UV a 206 nm similares a los itustrados en la
Fig. 6 y  comegides a 100% de  recuperacion.

121



o
— ——

AVP

—=

2 -—

¢ SISAHdOdAHONNAN/BM ‘301Ld3d SNONIOOANI




Figura iI-11. INCORPORACION DE L[®sjCys A PROTEINA DE
HIPOTALAMO Y DE NEUROHIPOFISIS DE RATAS CONTROL
(ADRENALECTOMIAS SIMULADAS) Y DE RATAS
ADRENALECTOMIZADAS, PRECIPITADAS CON ACIDO ACETICOQ.
Se ilustran las dpm de incorporacién promedio +/- desviacion estandar
de L-{®S]|Cys & la proteina precipitada con HOAc 2M en ef primer paso
de purificacion de los neuropéptidos-L-[**S]Cys de los hipotdlamos (A)
[dpm/mg], ¥ de las neurohipdfisis (B) [dpm/proteina precipitada total]
individuales de ratas control, sometidas a adrenalectomia simulada,
[ 1(n=3)y de ratas adrenalectomizadas [////] (n=3).
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Discusion

Metodologia

Se disefié un procedimiento para el estudio simultaneo de la biosintesis in vivo de AVP-
L-**S]Cys, OT-L-[**S]Cys y SRIF-14-L-[**S]Cys en hipotalamos y, junto con la AVP y la
OT endébgenas, su acumulacion en neurohipéfisis individuales de ratas despiertas, con
el propdsito de poder correlacionar con mas precision [sin la interferencia de una
anestesia profunda ni del trauma de una cirugia intracraneal (Capitulo 1)}, los niveles de
incorporacion de la marca a estos 3 neuropéptidos y e! contenido endégeno
neurohipofisiario de AVP y OT, con la actividad de neuronas vasopresinérgicas y
oxitocinérgicas magnocelulares y parvocelulares del nucleo paraventricular y de las
neuronas somatostatinérgicas periventriculares {las neuronas peptidérgicas mas
cercanas al sitio de administracién de! precursor radioactivo] de ratas sometidas a

alguna manipulacién experimental.

En los estudios reportados aqui, el precursor radicactivo se administré
intracerebroventricularmente a ratas despiertas a través de canulas guia intracraneales
dirigidas al lil V un minimo de 10 dias después de su implantacion. En el momento
mismo de la inyeccién intracerebroventricular las ratas se anestesiaron con éter por no
més de 5 min del total de las 2 6 4h en que se marcaron los neuropéptidos. De esta
manera, a diferencia del procedimiento descrito en el Capitulo |, las mediciones de
biosintesis en hipotalamo de AVP-L-[**S]Cys, OT-L-[**S]Cys y SRIF-14-L-[*S]Cys, su
acumulacién en neurchipdfisis y las mediciones del contenido endogeno
neurchipofisiario de AVP y OT, se hicieron sin la interferencia de una anestesia
profunda, ni del trauma de una trepanacién craneal y sangrado det seno sagital

superior. En consecuencia, las mediciones reportadas aqui, refiejan mejor [os cambios

123




en el estado de actividad de las neurcnas peptidérgicas marcadas en respuesta a las

manipulaciones expenmentales realizadas.

Dada la eficiencia de incorporacién de la marca in vivo y ia alta capacidad de resolucion
de los sistemas de CLAP para la purificacion de los neuropéptidos-L-[**S]Cys, fue
posible obtener mediciones confiables y reproducibles de la incorporacién de la marca a
AVP-L-[**S|Cys, OT-L-[**S]Cys y SRIF-14-L-**S]Cys en extractos de hipotalamo y de
neurchipdfisis individuales. Ello permitié simplificar el método de purificacion de los
neuropéptidos-L-{**S]Cys descrito en et Capitulo | (1l-103), eliminando el paso de
cromatééraﬁa por filtracién en gel. Los extractos solubles en acido obtenidos por
centrifugacién de los homogeneizados de los tejidos, se filtraron directamente a través
de los cartuchos Sep-Pak C,, y los neuropéptidos (marcados, sintéticos y enddgenos)
separados en 2 pasos sucesivos por CLAP, lograndose una recuperacion del 70% o
mas para cada uno de los 3 neuropéptidos [lo que significd para el caso de la AVP de
extractos de hipotalamo una recuperacion 40% mayor que su recuperacion al final del

proceso de purificacién descrito en el Capitulo | (11-103)).

Con el uso sucesivo de 2 sistemas de CLAP en fase reversa con gradientes lineales de
CH,CN, se obtuvieron fracciones péptidicas altamente purificadas. De la pureza de los
perfiles de absorbencia de las fracciones peptidicas obtenidas por CLAP-II-2 (Fig. II-6C
y Fig. 1-6D), se infiere {aunque no se midid) que la pureza radioquimica de las
fracciones peptidicas fue mayor que la pureza de las fracciones obtenidas de los
extractos combinados de miuiltiples hipotdlamos o de miltiples neurohipéfisis descrita en

el Capitulo | (11-103), que como minimo fue del 50%.
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Estimulos de! eje hipotalamo-hipdéfisis-suprarrenales en la r: ta: su efecto

sobre la biosintesis in vivo de AVP-L{*S]Cys, OT-L-[**S]Cys y

SRIF-14-L-[*S]Cys en el hipotalamo y su acumulacién en le neurohipofisis.

e Estrés crénico por inmovilizacion intermitente

Dos y cuatro horas después de la administracion intracerebroventricular del precursor
radioactivo los niveles de OT-L-[**S]Cys fueron significativamente més elevados en las
ratas sometidas a estrés crénico por inmovilizacién intermitente durante 3 dias (6h/dia)
que en las ratas control no estresadas, tanto en hipotalamos (con una tendencia
descendente) como en neurchipdfisis (con una tendencia ascendente), sin diferencias
en los niveles de biosintesis hipotaldmica ni acumulacion neurohipofisiaria de AVP-L-
[}*SICys o de SRiF-14-L-[**S]Cys. Ademas, las ratas estresadas mostraron una
disminucién del 30% en el contenido endégeno neurohipofisiaric de OT comparado a su
contenido en las ratas control, en acorde con las observaciones de Guzek et al. (li-111),
y sin cambio en el contenido enddgeno de AVP en las mismas neurchipéfisis. Estos

resultados sugieren que en respuesta al estrés crénico por inmovilizacion en la rata la

OT y no la AVP, es una hormona de estrés (11-74).

No se conoce con certeza la funcién de la OT como una hormona de estrés.

Pudiera estar involucrada en la regulacién de la presién arterial, req_uciendo la
resistencia vascular que aumenta con el estrés (II-75, 11-76). Se hé 'prdbuesto que bajo
ciertas circunstancias estresantes, como la inmovilizacion y el nado forzado (11-74), ia
OT apoya la accién lipolitica de la ACTH y de la epinefrina ejerciendo un efecto anti-
insulinico sobre el tejido adiposo (II-112), que se sabe posee receptores de OT
especificos y de alta afinidad (1i-77). Sin embargo, otros han observado justo lo
contrario, es decir, que la OT antagoniza la accion lipolitica de la ACTH y de la

epinefrina ejerciendo un efecto insulinico (il-113).
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Por otra parte, Gibbs (I1-4, |I-82, 11-83) ha propuesto que la inhibicién de la secrecion de
ta hormona de crecimiento en ratas estresadas no sea atribuible a un aumento en la
liberacién de SRIF-14 [en efecto, los niveles de biosintesis de SRIF-14-L-[*S]Cys de las
neuronas periventricutares no se alteraron en respuesta al estrés crénico por
inmovilizacién], sino que pudiera deberse a un aumento en la secrecién de OT al
sistema porta hipofisiario proveniente de las secreciones de los cuerpos de Herring (I]-
114), [extensiones er: la ZEEM de axones dirigidos a la neurchipdfsis] de las neuronas
magnocelulares oxitocinérgicas activadas. El aumento en la biosintesis de OT-L-
[**S]Cys simultaneamente con el aumento en la secrecion de OT endogena
neurchipofisiaria demostradas aqui, son evidencias del aumento en el estado de
actividad de estas neuronas con el estrés. En este fendmeno, también pudieran estar
implicadas neuronas oxitocinérgicas parvoceiulares {11-88) con terminales en la ZEEM
(1-115). De ser asl, el incremento en l0s niveles hipotaldmicos de OT-L-[*S]Cys en las
ratas estresadas observado aqui, pudiera atribuirse también a la activacion de esta

poblacién neurcnal.

La ausencia de respuesta de las neuronas vasopresinérgicas magnocelulares al estrés
por inmovilizacion crénica observada aqui concuerda con los reportes de Husain et al.
(II-2), Gibbs ef al. (II-4) y Lang et al. (1I-74), quienes no observaron aumento significativo
en los niveles plasmaticos de AVP inmunodetectable en sus ratas inmovilizadas, pero
se opone a los estudios de Krisch (ll-116), en los que se demuestra un aumento en la
inmunotincién debida a AVP en neuronas magnocelulares del PVN y en la ZEEM,
aunque sin cambios en el contenido endégeno neurohipofisiario del nonapéptido (11-117)
tal y como se reporta aqui. Ademas, a diferencia del efecto de la adrenalectomia (que
se comenta a continuacién), el estrés crénico por inmovilizacion tampoco parece haber

activado al sistema tuberoinfundibular vasopresinérgico.
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Existen varios motivos por los que se esperaba que las neuronas somatostatinérgicas
se activaran con el estrés crénico por inmovilizacion. In vivo (11-94, 11-95) e in vitro (11-92,
11-93) ia SRIF-14 administrada en forma exdgena es capaz de inhibir la secrecién ACTH.
Existe evidencia de que las neuronas somatostatinérgicas son sensibles al estrés por
frio (ii-m‘é) y se ha?:ropue’sto que la inhibicion de la secrecion de la hormona de
crecimiento en ratas estresadas por inmovilizacién pudiera atribuirse a un aumento en la
secrecién de SRIF-14 (11-98, 1I-99). También, estudios del grupo de McCann (li-118)
sugieren que la inhibicién de ia secrecion de la hormona de crecimiento en respuesta al
estrés por la inhalacién de éter, pudiera atribuirse a un efe::to de la SRIF-14 directo
sobre la secrecién de la hormona de crecimiento, ademas de bloquear ia accién de la
hormona liberadora de la hormona de crecimiento. Sin embargo, los resultados

obtenidos aqui muestran la resistencia de las neuronas somatostatinérgicas

periventriculares al estrés por inmovilizacion.

¢ Adrenalectomia

" Veinte dias después de una adrenalectomia bilateral y 4 horas después de la
administracién intracerebroventricular de L-[**S]Cys, ratas adrenalectomizadas
mostré-ron niveles AVP-L-[**S]Cys en el hipotalamo 5.5 veces mayores gue ratas
sometidas a una adrenelectomia bilateral simulada (grupo control). No hubo cambios en
los niveles hipotalamicos de OT-L-[**S]Cys ni en el nivel de incorporacién de la L-
[**S]Cys a la proteina de hipotalamo precipitable con HOAc, una medida de biosintesis

de proteina total.

En las neurohipéfisis correspondientes, no hubo cambio en el contenido endégeno de

AVP ni de OT, mientras que los niveles de acumulacién de AVP-L-{**S]Cys y de OT-L-
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[**S]Cys sumentaron significativamente en las ratas adrenalectomizadas,
comparaiivamente con las ratas control, Lo mismo ocurrié con los niveles de

fncorporz ~ién de la marca a la fraccidn de proteina neurohipofisiaria precipitable con
HOAc [una fraccion proteinica rica en precursores biosintéticos residuales de AVP y de

OT (11109, 1110 ).

El aumento selectivo en los niveles de AVP-L-[*S]Cys en el hipotslamo de las ratas
adrenalectomizadas, pudiera reflejar la desinhibicion de neuronas vasopresinérgicas
parvocelulares del PVN por deficiencia de glucocorticoides. Se sabe que estas |
neuronas son sensibles a glucocorticoides (l1-119) y que en ratas adrenalectomizadas
muestran alteraciones marcadas en la expresion génica de la AVP tales como, un
incremento en AVP inmunodetectable, colocalizada con CRF-41 (11-45,11-46,11-47), asi
como un aumento selectivo en el nivel de transcripcion det ARNm de AVP (l1-50, 1i-120).
Es importante sefialar que los estudios reportados aqui se realizaron con ratas macho
adrenalectomizadas, ya que recientemente se ha observado que la regulacién de los
niveles de ARNm de AVP por glucocorticoides en el PVN depende del género (lI-121, II-
122).

Las neuronas vasopresinérgicas parvocelulares del PVN terminan en la ZEEM (11-23, II-
52, 11-115) y es a ellas que se atribuye el aumento de AVP en la ZEEM de ratas
adrenalectomizadas (I1-40, 11-41, {1-42, |1-43), asi como al aumento gradual en los
niveles de AVP inmuncdetectable en ta adenohipéfisis de estas ratas (lI-59). Dada la
inestabilidad de la AVP agranular en la adenohipdfisis por accién de peptidasas
circulantes, aqui no se acumularon niveles medibles de AVP-L-{**S]Cys durante las 4
horas de incorporacion de la marca en las adenohipéfisis de las ratas

adrenalectomizadas.

128



A pesar de que esta demostrada su capacidad in vitro para potenciar la secrecion de
ACTH inducicia por CRF-41 (i1-14, H-15, 11-81) y su capacidad in vivo, en humanos, para
inhibir la secrecién de ACTH inducida por AVP o por insulina (11-84), en ratas
adrenalectomizadas la OT no parece tener un papel en la reguiacién de la secrecién de
ACTH. Las neuronas oxitocinérgicas que pudieran estar involucradas en esta funcién
serian las neuronas oxitocinérgicas parvocelulares del PVN con terminales en la ZEEM
(Il-86, 11-87). Sin embargo, estas neuronas no respondieron a la deficiencia de
glucocorticoides. Los niveles de OT-L-[**S]Cys en hipotdlamos de ratas
adrenalectomizadas fueron iguales a las de las ratas control {(adrenalectomia simulada).
Ademas, otros han demostrado que el contenido endégeno de OT inmunodetectable en
la ZEEM no cambia después de la adrenalectomia (11-40, 11-43, 11-94).

El aumento en los niveles de acumulacion de AVP-L-[**S]Cys y de OT-L-[**S]Cys en las
neurchipdfisis de las ratas adrenalectomizadas, que concuerda con las observaciones
de Russell (I1-8), asi como el aumento en el nivel de la proteina-L-[**S]Cys precipitable
con HOAc [una fraccion proteinica rica en precursores biosintéticos de AVP-L-[**S]Cys y
de OT-L-{**S]Cys (1i-109, lI-110)], pudieran atribuirse a la desinhibicion de las
correspondientes neuronas magnocelulares del PVN (il-40). Al igual que otros
investigadores que evaiuaron la actividad de las neuronas magnocelulares
vasopresinérgicas en ratas adrenalectomizadas (1i-1), aqui se encontrd que la respuesta
a la adrenalectomia de las neuronas magnocelulares vasopresinérgicas y
oxitocinérgicas fue débil. No resuitd en un aumento en los niveles hipotalamicos de OT-
L-{}¥S]Cys, como ocurre cuando estas neuronas estan bajo la influencia de un estimulo
potente, como es la deshidratacion (11-103); no condujo a cambios en el contenido de
AVP ni de OT inmunodetectables en las neuronas magnoceiulares del PVN (11-47), ni a

cambios en su contenido en la ZIEM (11-40, 11-43), y en el presente trabajo, tampoco
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resulté en una disminucién de su contenido endégeno neurohipofisiario. Para evitar que
se produjera un estado de hipovolemia que pudiera interferir con la activacién de los
barorreceptores de las neuronas magnocelulares en las ratas adrenalectomizadas [por
deficiencia de aldosterona (li-1)] se les dié como agua de beber una disolucién salina
isoténica (0.9% de NaCl) [que también recibieron fas ratas control] (Ii-124, [1-125, 11-126,
11-127). Con base en estos resultados, es posible concluir que el aumento, observado
aqui, en los niveles hipotalamicos de AVP-L-[**S]Cys en las ratas adrenatectomizadas,
es atribuible principalmente a la desinhibicién de neuronas vasopresinérgicas
pérvocelulares del PVN (11-45, 11-46, 11-47, 1-49, 1I-50, 11-119, 1I-120) y que los
incrementos en los niveles neurohipofisiarios de AVP-L{**S]Cys y de OT-L-{**S]Cys, sin
cambio en su contenido endégeno, son el resultado de alteraciones-menores en el

estado de actividad de las correspondientes neuronas magnocelulares del PVN.
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Conclusiones

1. Se obtuvieron mediciones de la biosintesis in vivo de AVP-L-{**S]Cys, OT-L-{**S]Cys
y SRIF-14-L-[**S]Cys sin la interferencia de una anestesia profunda ni del trauma
postquirurgico de una cirugia intracraneal en ratas individuales, despiertas y
recuperadas de [a trepanacién. Esto fue posible por dos razones fundamentales:

a. La administracion intracerebroventricular del precursor radioactivo se hizo a través de
canulas guia intracraneales dirigidas al 11l ventriculo implantadas 10 dias antes de!
estudio. b. Administrando 50 uCi/rata y empleando técnicas de CLAP en fase reversa de
alta resolucién fue posible medir la biosintesis in vivo de AVP-L-{**S]Cys, OT-L-[**S|Cys
y SRIF-14-L-[**S]Cys, en extractos de hipotalamos individuales y medir su acumulacién
y los niveles de AVP y OT endégenas en los extractos de las neurohipdfisis individuales
correspondientes.

2. Con esta metodologia es posible determinar la capacidad biosintética, bajo diversas
condiciones fisiolégicas, de las neuronas peptidérgicas vasopresinérgicas y
oxitocinérgicas magnoceiulares y parvocelutares del nicleo paraventricular asi como la
de las neuronas somatostatinérgicas periventriculares (todas ellas neuronas
peptidérgicas cercanas al sitio de administracion del precursor radioactivo) en ratas
individuales, despiertas y recuperadas de la cirugia intracraneal. En estas condiciones
metodolégicas, la determinacién de esta capacidad biosintética constituye un indice
confiable de actividad neuronal de dichas poblaciones de neuronas peptidérgicas.

3. Empleando esta metodologia se observé que ratas sometidas a estrés créonico por
inmovilizacién intermitente durante 3 dias (6h/dia) muestran una activacion selectiva de
las neuronas magnocelulares oxitocinérgicas paraventriculares, sin cambio en el estado
de actividad de las neuronas vasopresinéricas paraventriculares ni somatostatinérgicas

peiventiculares. £n Comparacion con las ratas conirol, las ratas estresadas mostraron
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incrementos en los niveles hipotalamicos y neurohipofisiarios de OT-L-[**S]Cys,
paralelamente con una disminucién en un 30% del contenido endégeno
neurchipofisiario de OT, sin cambio en los niveles de biosintesis de AVP-L-{**S]Cys ni
de SRIF-14-L-[*S]Cys, ni dei contenido endégeno neurohipofisiario de AVP.

4. En ratas macho adrenalectomizadas se observd un aumento selectivo en los niveles
hipotalamicos de AVP-L-[**S]Cys e incrementos en las neurchipofisis de AVP-L-{**S]Cys
y de OT-L-[**S]Cys, aunque sin cambio en el contenido endégeno neurohipofisiario de
AVP ni de OT. Con base en varios reportes en la literatura se sugiere que el aumento
de AVP-L-[**S]Cys en los hipotalamos de las ratas adrenalectomizadas sea atribuible
principalmente a la desinhibicién de las neuronas vasopresinérgicas parvocelulares del
PVN, mientras que los incrementos en ia neurchipéfisis de AVP-L-[**S]Cys y OT-L-
[**S]Cys, sin cambio en el contenido endégeno de AVP ni de OT, son el resultado de
alteraciones menores en el estado de actividad de las correspondientes neuronas
magnocelulares del PVN.
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Vasopressinergic, Oxytocinergic, and Somatostatinergic
Neuronal Activity after Adrenalectomy and Immobilization

Stress*

Rebecca E. Franco-Bourland'

INTRODUCTION

(Aceepred August 19, 1987)

Twenty days after bilateral adrenalectomy (ADX) or immediately after the last of three 6-h long
immobilization periods, the levels of hypothalamic and neurohypophyseal L-[**S]Cys-labeled ar-
ginine vasopressin (AVP), oxytocin (OT), and somatostatin-14 {SRIF) (only stressed animals) were
measured simultaneously in male Wistar rats, afier third ventricular administration of the labeled
precursor, via guide-cannulae. The acetic acid-extracted labeled peptide fractions were purified by
two sequential HPLC- steps. After a 4 h period of labeling, only L-[*S]Cys-AVP was selectively
increased in the hypothalami of ADX-ized rats, compared to the sham-operated animals, possibly
reflecting a significant activation of the paraventricular parvocellular (PVC) AVPicorticotropin-
releasing factor (CRF) neurons. The increased accumulation of neurohypophyseat L-[»*§]Cys-la-
beled AVP and OT in these animals, without changes in the endogenous levels of these peptides,
as measured by UV absorbance, also suggests a moderate activation of the magnocellular (MGC)
AVP and OT neurons, as a consequence of adrenal insufficiency. In response to immobilization
stress, levels of L-[¥5)Cys-OT were selectively increased in the hypothalami and corresponding
neurohypophyses, 2 h and 4 h after receiving the label, concomitantly with a statisticatly significant
reduction in the stores of OT in the neural lobes. AVP and SRIF biosynthesis remained unaffected
by immobilization; the neurohypophyseal AVP stores likewise remained unchanged. These obser-
vations suggest the selective activation of MGC-OT neurons in response to chronic immobilization
stress. Selective increases in hypothalamic L-[*$8)Cys-AVP in ADX-ized rats, and in hypothalamic
L-[*S])Cys-OT in chronically stress-immobilized rats, are presented as a measure of PVC-
AVP/CRF and MGC-OT neuronal activation, respectively.

KEY WORDS: Adrenal insufficiency; chronic stress; vasopressin; oxytocin; somatostatin; ncuropcpnde bio-
synthesis; hypothalamus; reurohypophysis.

7) are multifunctional stress hormones, which are selec-
tively released in response to specific stressful stimuli

There is experimental evidence that suggests, that
in the rat, hypothalamic arginine vasopressin (AVP) (1-
3), oxytocin (OT) (1-4), and somatostatin-14 (SRIF) (5-

! Department of Biochemistry, Instituto Nacional de la Nutricién, Sal-
vador Zubirdn, Vasco de Quiroga #15, 14000 México. D. F., México.
Telephone: (525) 5731200, extension 2607: FAX: (525) 6550011

* Special issue dedicated to Dr. Richard J, Wurtman,

{ether inhalation (1,2), exposure to a novel environment
(2), exposure to cold (1), immobilization stress (1,3),
swimming stress (3), surgical stress (8), tail-hang (2,4)]
or adrenalectomy (ADX) (9-11). These neuropeptides
may be released into the bloodstream, possibly to control
the altered metabolism of various organs during stress
{12,13); they may be released into the hypophyseal por-

tal system, to regulate the secretion of adcnohypophiyseal
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hormones such as the adrenocorticotropic hormone
(ACTH)} (5,14) or growth hormone (GH) (6,7); and they
may be released in the brain, to modulate centrally me-
diated adaptive functions (13,16), including pain percep-
tion (17,18).

It is noteworthy, that no attempt has been made to
quantify in fully awake, freely moving animals the levels
of biosynthesis of AVP, OT, and SRIF in the hypoth-
alami of ADX-ized or stress-immobilized rats, as a mea-
sure of the state of activation of the corresponding
neurens, aside from the study of Russel et al. (19), who
measured levels of accumulation of in vivo labeled AVP
and OT in the neurohypophyses of anesthetized, ADX-
ized rats. The purpose of the presemt work was to de-
velop a method to assess the extent of stimulation of
vasopressinergic, oxytocinergic, and somatostatinergic
neurons in response to manipulations of the hypothal-
amo-neurohypophyseal-adrenal axis, by simultaneously
measuring the in vivo biosynthesis of L-[**S]Cys-labeled
AVP, OT, and SRIF in the hypothalami, and their ac-
cumulation in the neurchypophyses of non-anesthetized,
freely moving ADX-ized and stress-immobilized rats.

The method involves the intracranial implantation
of guide-cannulae for third ventricular administration of
the radioactive precursor into the hypothalami of fully
awake rats 20 days after bilateral ADX or immediately
after the last of three 6h-long immobilization sessions,
followed by the purification and guantitation of the la-
beled peptides by high pressure liquid chromatography
(HPLC) and liquid scintillation, respectively. Endoge-
nous neurchypophyseal AVP and OT are measured by
UV absorbance,

EXPERIMENTAL PROCEDURE

Animals. Male Wistar rats (180-200 g body weight (BW)) bred
at the Instimte, were caged in pairs and kept under controlled condi-
tions in the laboratory (22°C, nawrel light}, where they were observed
for 2 weeks priot 1o any experimental manipulation. At the end of this
period, those rats that weighed 240-260 g were selected for experi-
mentation. From then on, rats were kept in individual cages. Food and
water (supplemented with a standard vitamin preparation) were pro-
vided ad libitum,

Intracranial Implaniation of Guide-Cannulae. The intracranial
implantation of guide-cannulae directed to the III ventricle was per-
formed using a Kopf stereotactic instrument (Tujunga. CA, USA). For
this procedure, rats were anesthetized with 10 mg’kg BW xylazine-
HCI (Bayer. México), foliowed by 80 mg/kg ketamine (Parke-Davis,
Meéxico). both given im, with a 10 min interval. With the rat’s nose
placed 2.4 mm below the interaural line (20}, a custom made 2I-gauge
stainless stea] guide-cannula. 1.60~1.65 ¢cm long, was implanted 0.60—
0.65 cm inte each rat using the following coordinates, Bregma refer-
ence: P-1.9. L-0.0, V-6.5 mm. The guide-cannulae had indwelling
stainless ste:l srvlenes 1 mm longer than the caunuiae, in order 10

Franco-Bourland

protect the patency of the tubes which in wum were held. centered in
a teflon stop (1 ¢m long and 0.5 cm in diameter). Cannulae were fixed
with autopolymerizable dental acrylic. At the end of the surgical pro-
cedure, rats received 150,000 U peniciilin im. Rats were aliowed to
recover (regain their original weight) from surgery for at least 8 days
before any further experimental manipulation.

Adrenaiectomy. Under deep anesthesta (as despribed above),
and a minimum of 8 days after guide-cannulae implantation, rats
were either bilaterally ADX-ized or sham-ADX-ized (control). ADX
was performed using a dorsal approach. Sham-ADX was performed
using the sate approach. only that after identification of the adre-
nals, the glands were left undisturbed and intact on each side. After
ADX or sham-ADX, rais were given 150 000 U penicillin im. ADX-
ized rats were maintained on 0.9% NaCl 1o correct for aldosterone
insufficiency. The standard vitamin preparation added to the drinking
water of all experimental animals corrected for the loss of vitamin
B, of ADX-ized rais (21), which helped minimize abnormalities due
to diuresis, negative nitrogen balance, increased excretion of am-
monium and urea, electrolyte imbalance, and reduced aminotrans-
ferase activity.

In order 1o ensure more homogenous basal hormenal and mela-
bolic conditions in the brains of the ADX-ized rats. experiments were
performed on them 20 days after the bilateral removal of their adre-
nals, allowing for their recovery from surgery, as well as for the com-
plete depletion of adrenal gland hormones from their brains (21),

Immobilization Stress. At least 8 days after the intracranial im-
plantation of guide-cannulae, a group of rats was subjected to inter-
mittent immobilization stress for 3 consecutive days, 6h/day. in order
to produce a chronic stress model (22). For this procedure, rats were
strapped 1o grids. With this strategy, by day 3, rats were ip an obvious
state of severe chronic stress. They had become agpgressive and were
difficult to handle. Control rats with implanted guide-cannulae, were
kept undisturbed under the same environmental conditions.

Administration of the Label. Twenty days after ADX or imme-
diately after the last immobilization period. and under light ether an-
esthesia and stereotactic control, rats received in the I ventricle,
40uCi L-[**S]Cys (480 Ci/mmol, New England Nuclear Corp., Boston,
MA, USA) in lpl 0.9% NaCl, containing 10 mM dithiothreitol, The
label was administered over a period of 3 min, via the guide cannula,
using a 5 pl Hamilton syringe fixed to the stereotactic apparatus. ADX-
ized or sham-ADX-ized rats were sacrificed after 4h; stressed rats were
sacrificed after 2 h or 4 h,

Neuropeptide Extraction and Purification. L-[*S]Cys-AVP, -OT
and -SRIF were acid-extracted from individual hypothaiamic blocks
(bound laterally by the hypothalamic sulci, anteriorly by the optic chi-
asm and anterior commissure, and pesteriorly by the mammilary nu-
clei), and from individual neurohypophyses. Labeled hypothalamic
neuropeptides were purified with | pg of each AVP (Vega Biotech-
nologies, Inc., Tueson, AZ, USA), OT (Vepa Biotechnologies, Inc.),
and SRIF (Sigma Chem. Co., St. Louis, MO, USA), added as chro-
matographic markers and carriers, to avoid losses and allow for re-
covery measurements; labeled neurohypophyseal peptides were
copurified with endogenous AVP and QT, and | ug added SRIF.

Tissues were dissected within 2 min of killing. and were imme-
diately homogenized in 4 m] of ice-cold 2M acetic acid (HOAc) in
polypropylene tubes. Homogenates were centrifuged at 10,000 g for
1 h at 4°C. Peliets were reextracted. Supernatants were kept at 0°C
overnight.

Clear tissue extracts were then applied onto wet (treated with
isopropanol and washed thoroughly with water) C ,-Sep Pak cartridges
(Waters Associates, Mitford, MA. USA). After washing the C_ sup-
port with 3 ml of 2M HOAc. peptides were eluted in ¢ ml of 40%
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CH,CN in 2M HOAc. Eluates were lyophilized in a centrifugal evap-
orator,

Prepurified tissue extracts were further purified by 2 sequential
reversed-phase HPLC steps (HPLC-1 and HPLC-II), using an Altex
332 gradient chromatograph with a 420 microprocessor (Berkeley, CA,
USA), equipped with a Bioanalytical Systems LC-23A column heater
{West Lafayette, IN, USA}, and a C,; pBondapak column (300 X 4
mm, 10 um particle size) (Waters Associates), fitted with a Whatman
CSK I guard column packed with CO:Peli:ODS (Whatman Inc., Clif-
ton, NJ, USA).

HPLC-I was run at room temperature, using a 40-min linear gra-
dient of 5-49% CH,CN (HPLC grade, Fisher Scientific Co., Fair
Lawn, NJ, USA) in 5 mM tiethylammonium formate, pH 4.5, at a
flow rate of 2 ml/min, HPLC-II was run at 60°C, using a 60-min linear
gradient of 10-60% CH,CN in 0.02M HOAc and 0.1% l-hexanesul-
fonic acid, sodium salt (Eastman Kodak Co.. Rochester, NY, USA) at
a flow rate of 2 mli/min. Before mixing, aqueous salt solutions were
filtered using 0.45 p HA Millipore filters. Just before chromatography,
solvent mixtures were degassed for 3 min by ultrasonication in vacuo.

Eluate UV absorbance was monitored at 206 nm with 2 LKB
2138 Uvicord S detector (Bromma, Sweden) equipped with an 8 pl
HPLC flow cell, and was recorded, and peaks integrated, using a Chro-
matopa¢ C-R1A data processor (Shimadzu, Corp., Kyoto, Japan). Us-
ing the LKB Ultrorac, model 7000, peptide fractions coliected from
HPLC-] were pooled, lyophitized, and rechromatographed in HPLC-
1i for the final quantitation of the highly purified 1..[**$]Cys-labeled
neuropeptides by liquid scintillation of the fractions collected every
10 sec (300 pul). The endogenous levels of neurohypophyseal AVP and
OT were obtained from the 206 nm UV absorbance chromatographic
patterns of individual labeled or non-labeied neurchypophyseal ex-
tracts. Endogenous levels of neurohypophyseal AVP and OT reported
here for undisturbed male Wistar rats bred at the INNSZ, were ob-
tained in the course of this swdy from n = 9/10 neurohypophyses
(patterns not shown), respectively. The endogenous neurchypophyseal
levels of AVP and OT reported here for the ADX-ized and immobi-
lized rats (and their corresponding controls) were obtained from UV
absorbance profiles of the neurohypophyseal extracts processed for
their simultaneous recovery with L-[**S)Cys-AVP and L-[*S]Cys-OT.
(For the sake of clarity, the UV absorbance profiles were not super-
imposed on the radioactive chromatographic patterns).

The retention times for chromatographic peptide markers added
to hypothalamic acid extracts and for endogenous neurohypophyseal
peptides on HPLC-I, were constant throughout the study (chromato-
graphic profiles not shown) and were (in min, n = 10%: AVP, 10.89
+/— 0.06; OT, 1597 +/— 0.06; and SRIF, 24.06 +/— 0.11. The
retention times of the peptides on HPLC-1I from either HPLC-] puri-
fied hypothalamic or neurohypophyseal extracts were also constant
throughout the study, and were {in min, n = 15): AVP, 1642 +/~
0.09; OT, 17.63 +/~ 0.06; and SRIF, 29.53 +/— (.23, At the end of
the purification procedure, the recoveries of the peptides from either
hypothalamic or neurohypophyseal tissues were comparable, and were
for both (in %, n = 15): AVP, 70.17 +/— 4.59; OT, 69.78 +/— 4.04,
and SRIF, 82,57 +/— 3.68.

Radioactivity Measurements. Radioactivity associated with the
peptide fractions (10 sec/300 pl) obtained after HPLC-II, was mea-
sured by liquid scintillation using 5 ml of a dioxane-based scintillating
solution for acqueous samples (23). Radioactivity determinations were
made using a Packard Instruments lignid scintillation spectrometer,
model 3330 (Downer Grove, IL, USA) with a counting efficiency for
L-{»S]Cys of 70%. The yield of the labeled peptides from the hypo-
thalamic and neurohypophyseal extracts was determined from the re-
covery of the camier pepiides added 10 the extracts at the start of the

extraction procedure and determined from the corresponding UV ab-
sorbance chromatographic profiles, obtained at 206 nm. The content
of endogenous neurohypophyseal AVP and OT were also determined
from the UV absorbance chromatographic profiles obtained at 206 nm.

Statistical Analyses. Experimemal results are expressed as the
mean +/~ standard deviation. Statistical analyses were performed us-

ing Student’s r test. ;|

RESULTS

Effect of Adrenalectomy. Fig. 1 shows representa-
tive L-[**S]Cys chromatographic patterns (in dpm), ob-
tained by HPLC-Il, of purified L-[*S]Cys-AVP and
L-[**S]Cys-OT from individual hypothalamic blocks and
their corresponding individual neurohypophyses, from
ADX.ized and control (sham-ADX-ized) rats, 4 h after
the administration in the 111 ventricle of 40 pCi of the
labeled precursor.

Fig. 2 shows the mean +/- standard deviation lev-
els (in dpm) of L-[**S]Cys-AVP and L-[*$]Cys-OT in
individual hypothalamic blocks and corresponding in-
dividual neurohypophyses of ADX-ized (n = 3) and
control (sham-ADX-ized) (n = 3) rats, obtained from
radioactive chromatographic patterns similar to those de-
picted in Fig. 1, and cormrected for recovery. In the hy-
pothalami from ADXized animals, the levels of labeled
AVP were more than double those found in the sham-
ADX-ized rats (p < 0.05), while the levels of labeled
OT remained unchanged. The levels of accumulation of
both L-[**S]Cys-AVP and L-{¥*S}Cys-OT in the corre-
sponding neurchypophyses from ADX-ized rats were
significantly greater (p < 0.05 and p-< (.01, respec-
tively), than those found in the corresponding neurohy-
pophysea! glands from the control group.

The content of endogenous neurohypohyseal AVP
and OT, calculated from the UV absorbance chromato-
graphic profiles associated to the radioactive chromato-
graphic patterns, similar to those shown in Fig. 1 {for
clarity, the corresponding UV absorbance profiles gen-
erated in the course of purification of the neurchypo-
physeal extracts were not superimposed on the
radioactive patterns), were not affected by ADX. AVP
content in the glands from controls (sham-ADX-ized)
and from ADX-ized animals was 1.38 +/— 0.16 pg/
gland, and 1.67 +/— 0.02 pg/gland, respectively; OT
content in the control rats was 1.24 +/— 0.i16 pg/gland
and 1.53 +/— 0.14 pg/gland in the ADX-ized rats. All
four values are within the concentration range of stored
AVP and OT found in individual neurchypophyses of
undisturbed male Wistar rats bred at the INNSZ, namely,
141 +/= 0.15. n = 10 for AVP, and 1.29 +/~0.11.n
= 9 for OT (UV chromatographic patterns from which
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Fig. 1. HPLC-II L-P*§]Cys radioactive profiles of individual hypotha-
lamic and neurohypophyseal extracts of control (sham-ADX-ized) and
ADX-ized rats. Arrows point to the elution positions of the peptide
chromatographic markers added to the hypothalamic extracts, or the
endogenous peptides of the neurchypophyseal extracts monitored by
UV absorbance (for the sake of simplicity absorbance chromatographic
profiles were not superimposed).

these values were obtained, were generated in the course
of this study, but are not shown).

Effect of Immobilization Stress, The 3-day regimen
of intermittent stress by immobilization lowered the BW
of stressed rats (n = 6) by 15.5% (p < 0.05) from 279.8
+/— 8.5 g to 234.5 +/— 7.5 g. During this time, the
group of undisturbed control rats (n = 6) gained 3.9%
BW, from 250.7 +/— 13.1 g to 260.8 +/— 144 g,
which was not significant. At awtopsy, the adrenals from

the stressed rats compared to controls were hypertro-
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Fig. 2. Levels of L-[*8])Cys-AVP and L-[**$]Cys-OT in the individual
hypothalami and corresponding neurohypophyses of control (sham-
ADX-ized) (n = 3) and ADX-ized (n = 3) rats. Measurements were
made after HPLC II, from radioactive profiles similar 1o those shown
in Fig. 1, and were corrected for recovery. Columns represent mean
+/— standard deviation. ADX-ized vs. sham-ADX-ized: *p < 0.05:
**p < 0.0L

phied by 28.1% (p < 0.05): adrenals from control rats
weighed 21.7 +/— 1.4 mg/pair/100 g BW, while those
of siressed rats weighed 27.8 +/— 0.8 mg/pair/100 g
BW.

Fig. 3 shows the levels of L-{?3S]Cys-labeled AVP,
OT, and SRIF in the hypothalami and corresponding
neurchypophyses of contrel {n = 3) and stressed rats (n
= 3), 2 h and 4 h after the administration of the label.
These values were obtained from radioactive chromat- "
ographic profiles similar to those depicted in Fig. 1, and
were corrected for recovery. At both times tested, the
levels of hypothalamic L-[**S]Cys-AVP and L-[**S]Cys-
SRIF in the siressed rats were not significantly different
from those seen in control animals. Due to rapid axonal
transport (24) of hypothalamic L-[**S]Cys-AVP down to
the neurohypophysis, by 4 h the levels of this material
in the hypothalamic blocks from control and stressed rats
were reduced by half, compared to the levels seen at 2
h (p < 0.05). Accordingly, 4 h after the administration
of the label, levels of accumulation of labeled AVP in
the neurchypophyses, had doubled the level observed at
2 h {p < 0.01), and were similar for both control and
stressed rats,

Hypothalamic ieveis of L-[**S]Cys-SRIF obtained
at 4h, for both control and stressed rats, were only
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Fig. 3. Levels of L-[*S]Cys-labeled AVP, OT, and SRIF in the hy-
pothalami and corresponding neurohypophyses of control (non-im-
mobilized) and stress-immobilized rats. Measurements were made
after HPLC 11, from radioactive profiles similar to those shown in Fig,
1, and were corrected for recovery. Columns represent mean +/—
standard deviation. Number of determinatjons for each time point and
experimental group was n = 3. For OT, stress vs. centrol: *p < 0.05;
=5 > 0.01.

slightly, but not significantly lower than those obtained
2 h after the administration of the label. The barely de-
tectable levels of L-[*S]Cys-SRIF in the neurohypo-
physes, which have been proven not to be an artifact
{25), were not significantly different between the
stressed and the control rats 2 h or 4 h after the admin-
istration of the label.

Levels of L-[**$]Cys-OT in the hypothalami of the
stressed rats were significantly higher at 2 k (p < 0.05)
and at 4 h (p < 0.01), than those seen in the correspond-
ing fractions from control rats, At 4 h, hypothalamic
levels of L-{**S]Cys-OT were much lower than at 2 h (p
< 0.01), mainly because of the peptide’s rapid transport
(24) to the neural lobe. The levels of accumulation of
the labeled OT in this gland in the stressed rats were
double those found in control animals (p << 0.05) at both
time points studied; for both groups, levels obtained at
4 h roughly doubled those found at 2 h (p < 0.05).

Measured in the same rats, from HPLC-1I UV ab-

* sorbance chromatographic profiles, and corrected for re-

covery, the levels of endogenous neurchypophyseal OT
in the stressed rats were 1.02 +/— 0.16 pg/gland, which
were significantly lower than the control values of 1.42
+/=~ 0.2 ug/gland (p < 0.05). Endogenous AVP was
not significantly different between the two groups, and
was 1.31 +/— (.06 pg/gtand for the control rats, and
1.35 +/— 0.22 pg/gland for the stressed rats.

DISCUSSION

In Vivo Neuropeptide Labeling. A method was de-
veloped for the simultaneous determination by HPLC of
the in vivo biosynthesis of hypothalamic L-[**S]Cys-la-
beled AVP, OT, and SRIF in awake, freely moving rats.
Guide-cannulae were implanted for the stereotactically
controlled third ventricular administration of the label
into lightly ether-anesthetized rats (whe were uncon-
scious for no longer than 5 min). Peptide labeling was
measured 2 h or 4 h after receiving the labeled precursor.
The third ventricular route of administration was chosen
to simultaneously label MGC and parvocellular (PVC),
AVP and OT neurons of the PVN (9), and the SRIF
neurons in the periventricular nucleus (PEVN) (26).

The purification procedure of the L-[**S]Cys-la-
beled and endogenous neuropeptides included the pre-
purification  of  individual  hypothalamic  and
neurchypophyseal HOA -tissue extracts tissue extracts
on C;-Sep Pak cartridges, followed by two sequential
HPLC steps, performed under very different chromato-
graphic conditions, in order to achieve even greater lev-
els of purity of the labeled and endogenous
neuropeptides, than those reported previousiy for pocled
tissue extracts, using gel filtration prior te one HPLC
step (25). Recovery of the three labeled peptides from
the hypothalamic and neurohypophyseal extracts was at
least 70%.

Effecr of Adrenalectomy. The radioactive chromat-
ographic profiles of the hypothalamic extracts from the
ADX-ized rats revealed enhanced levels of L-[**S]Cys-
AVP, which were more than double those found in the
contro! (sham-operated} group, but showed unchanged
levels of L-[*S}Cys-OT. These enhanced levels of L-
[3S]Cys-AVP in the hypothalamic extracts couid reflect
primarily the activation of PVC-AVP/corticotropin-re-
leasing factor (CRF) neurons in the PVN. Enhanced lev-
els of AVP-like ‘immunoreactivity (9) and of
AVP-mRNA (11) have been reported in the PVN of
ADX-ized rats. Furthermore, Stillman et al. (10} have
observed increased levels of immunoreactive AVP and



700

AVP-neurcphysin, but not OT, in the external zone of
the median eminence in ADX-ized rats (10), an area of
the median eminence known to receive projections prin-
cipally from the PVN (27). In fact, all these observations
taken together are consistent with suggestions of a re-
lationship between the regulation of corticotropic func-
tion and the activity of neurosecretory neurons in the
PVN (27).

The increased levels of hypothalamic L-[**S]Cys-
AVP may also be attributed, at least in part, to a re-
sponse of the MGC-AVP neurons that show increased
levels of accumulation of L-[**S§]Cys-AVP in their cor-
responding nerve terminals in the neurohypophyses. Al-
though unchanged in the hypothalami, the enhanced
levels of accumulation of neurohypophyseal L-[**5]Cys-
OT, also reported by Russell et al. (19), might also re-
flect the activation of MGC-OT neurons in response to
adrenal insufficiency. The activation of the MGC-AVP
and MGC-OT neurons, however, appears to be modest,
insofar that it does not lead to any significant changes
in the endogenous levels of these peptides in the pos-
terior pituitary {measured from the UV absorbance chro-
matographic profiles [not shown]l, on which the
radioactive chromatographic patterns shown in Fig. | are
superimposed). These observations are in agreement
with those of Stillman et al. (10), who saw no apprecia-
ble change in the immunostaining of AVP, OT, or neu-
rophysin in the internal zone of the median eminence.
Therefore, it is reasonable to assume that after ADX,
AVP and OT are not released into the general circula-
tion, 50 would not be expected to have a direct systemic
effect, but instead act locally contributing to the altera-
tions that occur in the brains of ADX-ized rats.

Effects of Immobilization Stress. Immobilization
stress resulted in the activation of OT neurons, with no
apparent change in the state of activity of either AVP or
SRIF neurons. Two hours or 4 h after label administra-
tion, the levels of hypothalamic and neurohypophyseal
L-[*8])Cys-OT were markedly elevated in the stressed
rats compared to the undisturbed controls. Also, the con-
tent of endogenous OT in the neurohypophyses of the
stressed animals was significantly diminished compared
to that of controls, in agreement with Guzek et al. (28).
Taken together, these observations suggest the selective
activation of MGC-OT neurons in response to chronic
immobilization stress, and support the role of OT as a
stress hormone in the rat, unlike AVP, as proposed by
Lang et al. (3). In fact, it has been shown here that rat
hypothalamic AVP neurons remained unaffected by im-
mobilization stress, as measured by their AVP biosyn-
thetic capacity, neurohypophyseal accumulation of
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L-{**S]Cys-AVP, and unchanged levels of endogenous
AVP in the neurohypophysis. Moreover, Gibbs has
shown the selective roles of OT and AVP in the mod-
ulation of CRF secretion (1) in response to different
types of stress, including immobilization stress, as well
as its role in the modulation of ACTH secretion in tail-
hung rats (4). Gibbs has further proposed that the inhi-
bition of GH secretion under stress, could be attributed
to the enhanced release of OT in the hypophyseal portal
system during acute immobilization stress (1,2,4), rather
than an enhanced release of SRIF, which might in part
explain the lack of response 1o stress of the somatosta-
tinergic neurons observed here, This OT could originate
in a population of PVC-OT neurons (29) with axons in
the external zone of the median eminence (30), whose
biosynthetic capacity in response to -immobilization
stress would thus be expected 10 be enhanced. If so, in
the stress-immobilized rats described here, this popula-
tion of cells would contribute to the enhanced levels of
hypothalamic L-[**S]Cys-OT. However, it is also pos-
sible, that this OT is secreted in the median eminence
from the Herring bodies (31) of the axons of the stress-
activated MGC-OT neurons.

In conclusion, we have shown the possibility of de-
termining the activity of AVP, OT, and SRIF, neurons
in the brains ADX-ized and stress-immobilized rats by .
measuring their levels of L-[**S]Cys-AVP, -OT, and -
SRIF biosynthesis in individual hypothalamic blocks and
their corresponding individual neurchypophyses, as well
as by measuring the endogenous levels of neurohypo-
physeal AVP and OT. L-[**S]Cys-AVP was significantly
increased in the hypothalami of ADX-ized rats, without
significant changes in the endogenous neurchypophyseal
levels of AVP. In conjunction with citings from the lit-
erature, it is proposed, that this increase reflects the ac-
tivation of PVC AVP/CRF neurons in the PVN. In
chronically stress-immobilized rats, L-[%S]Cys-OT bio-
synthesis was selectively enhanced, and the endogenous
neurohypophyseal levels of OT significantly reduced,
suggesting its release into the general circulation, These
observations reveal the selective activation of MGC-OT
neurons in response to chronie stress, and support its role
as a stress hormone.
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