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La hormona liberadora de tirotropina (TRH) eotd4 constituida
por el tripéptido pircGlu-Hie=ProNHz. E1 TRH ha eide considerado
cemo  un fuerte candidato a neurotransmisor central., Si este fusra
al casc, o] TRH liberado de la terminal mnerviosa ruquiere de un
mecanismo de inactivacidn ¢ue poermits restablecer rdpidamente las
condiciones de reposo de la membrana sinAptica. Se cansidera que
sl procesa de inactivacion mds probable ss 1a degradacion
anzimatica dal TRH en el eapacic sindprico. Las treap oen=iman gue
matabelizan al TRH son: prolina sndopeptidamsa (PE). piroglutamato
amino peptidasa scluble (PGA [} ¥y piroglutamate amino peptidasa
mambranal CPGA IlY. Dobido a gue la actividad de la PGA 1! parace
residir en las mombranas =inaptosonales del cersbro, en oate
trabajo sa intenta doemastrar que es la snzima responsable de la
tnactivaclon del TRH como neurotranesmisor en sl hipotdlamo. Para
confirmar esta hipdSteasis 36 ootudi¢d la depradacién del H-TRH en
rebanadas de hipotAlamo de rata incubadas en presancia o Ausencia
de agentes quimicos competideores ¢ inhibidores de la PUGA | y la
PCA 1]1. Los productos metabolicos se caracterizaron cualitativa ¥
cuantitativaments tanto an ol medico de incubaci®én como &n ol
tojido por cromatograefia en placa finn. Los resultados obtenidos
indican gue o} ?H-TRH del medio de incubacion estd accemible al
tejido para la rdpida dagradacidn enzimidtica ¥ Que 8h nRueatra
siotems observamos Pprincipalmente la saccién ds la PCGA Il ¥ no la
de la PCA [. Apl que me postula que ls PGA 1] extd estrechamente

involucrada cen la tnactivacion del TRH en al espacio sindptico.
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Thyrotraopin Releasing Hormona {TRH> 1] the tripeptide

pyroCGlu-Hip~ProlHz. A putative neurdtransmitter action for TRH hes
been suggested. If it wero, thers must be an tnactivatien mechaniem
to restore the standby condition of the synaptic membrane. 1t is

ocons ijdered that enzymatic degradation of TRH at saynaptic cleft is

more likely. Three enzymean which metabol ize TRH: preline
endopeptidane (PR), scluble pyroglutamate aminopeptidane (PGA [
and membrane pYroglutamate aminopeptideses (PCGA 113, have been

descr ibed. In this report, was try to demonestrate that PGA Il in
responaible of TRH i(nagtivation as neurotranamitter in the
hypothalamus becausa ite aActivity sssms 1o be at synaptosomal brain
membranes. In erder to cenfirm thie hypothesis wo have studied the
degradation of . *H-TRH by hypothalamic salices in prasence and
aboence of chemical agents that compete or inhibit PGA | and PGA
11. Products ware qualitative and quantitative characterized botLh
in incubation media and Bslices by thin layar chrn;anography. The
repults obtained showed that in our system 2*H-TRH 18 pasily
degraded by hypothalamic slices and wa cbasrvod the PGA 11 inetoad
of PGA 1 activity., We concluded that PCA 1l i# intimataly related

with TRH imactivation at synaptic cleft,
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EL. HIPOTALAMAMO

En el diencefelec pa encuentra ol hipotdlamo, una pegqusia
estructura qus pasa 4 gramos en ol humano, lo cual oquivale al 0.3%
del peso total dal cerebro (Haldpxz 1878). Esta regidn del sivtemsa
nervicas central (SHC) es ol principal centro autondmico y como
tal tiene wna importante influancia en ol control de los sistemnas

nervigo #MimpAtico y parasiopdtico. Tiens también cbdiulas
.neuruuecrntnrun que wpintetizan horoonas, las cualas llagan al
torrente sanguineoc por la via del 16bulc neural deo 1a gléindula
hipdfisis o mbdulan la dencarga hormonal de la hipSfisis anterior
a través de un riBtema porta especial de vasos wesanguinecs (Barr
18723 .

Derde o1 punto de vista morfolégico el hipotdlamc pusde
subdividirss en tres zonas longltudinales: periventricular, media y
iateral. Lae =zonas media Y pertventricular son ricas ean ¢uerpas
celulares mientras qua la zona lateral esta dominada por un
aistema de fibrap nervicsss que corren on diraccidn longitudinal.
BasAndose en las caracteristicas celulares, densidad celular,
posicién ¥y conecciones, la zona media estd subdividida en
diversaos ntucleos los cuales estin ssquematizados en la Fig. 1
(Barr 1872).

En o1 hipotdlamo ss encuentran vias de entrada y salida de
informacion tanto neursales como humorales. Huchas puartooc del
sncéfalo contribuyen a la afluencia de informacidn nerviasa sl
hipotalalamo. Algunes de las estructuras map importantes en  este
sapecto won doptum, hipocampo, amigdala, tdlamo anterior, corteza

piriforme vy meaoncéfalo, por lo que ee evidenta que el hipotdilamo
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debe de tener un altoc grado de integracion v de diferenciacidn.
Cuando se estudiaan las conoexiones eferentes Yy aferentes del
hipotalamo, parece como =i para algunas de sllags hubiaran vias
rocliprocas, op decir, que hay circuitos nerviosos cerrados entre
el hipotdlamo por un lado y algunas partas del encéfaloc por al
otro (Haldsz 1878),.

Lbas vias humorales de =#aalida estdn representadas por el
clisice sistema magnocelular nouragaecretor pupradptico— Y
.
paraventriculo-hipofieiario ¥ Poar sl sistema nourosscrotosr
parvicelular productor de las hormonas tréficas de libosracién ¥y
de inhibicién de las hormonas adenchipofisiarias. Se pabe que los
mecanismos por los cuales ol sistema nerviose central controla la
functon de la hipafisis anterior as neurocovascular. Lar llamadas
hormonas troficas liberadoras e inhlbidoras bson #intetizadas en
los somas de las neuronas hiporalidmicas y transportadas a lo largo
de dus aXones hasta la eminencia media do donde pon libsradas a los
capilarss portales y acarroadas hanta la adenchipafisis (Haldsz
IS%B).

LA HORMOMA L IBERADORA DE
TIROTROFP 1LNA

PAPEL NEURGENDOCRINO DEL TRH

La liberacion de la hormona tirotropona (TEH) por la gléandula
hiptfisis anterior oz regulada por la intoraccisan entre sl TRH
-que tiene una influencia eptimuladora— ¥ laa hormonas  tircideans
tiroxina C(T4) ¥ trivodotirenina (Tal) cuyo papel et inhibitorioc. La
eastructura quimica de! TRH »se dilucaide de extractog de

hipotAjamos bovinecs ¥ porcinos (Boler et al. 186882 (Pig. 27 y la
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conf irmacion de su mstructura se hizo tanto por sintesis quimica
como por numerosat prusbas biologicars.

Ha pido demostrado que sl TRH s#intetico, al igual que ol
hipotaldmico, astimula la sintesis y la liberacidn de TSH, Ta y
Tae on todas lax enspeciess de mamifercos estudiadas, #in importar la
via de administracién, edad o sexo (Schally et al., 1878>. La
administracién intravenoss de TRH produce también la secrecidén a
la circulaclan sanguinea do prolactina liberable del lactotrofo
an la rata lactante (Gronvenor y Hena 1880) por lo que no conaoidora
quea el TRH oo tambidn wuno de lan factoreos fimicldgicos
sotimuladorss de su #ecreci®n. .

Con ol TRH osintético me han desarrollado métodos de
detvecidn y cuantificacion para estudiar 8Su importancia
fivioldgica ¥ metabol isma an el organiemc. Aol que se han hecho
intentos para dotermitnar las c¢ondiciones fisicldgicas de la
meacrecidn del TRH a la sangres portal! ¥ los pardmetros gue la
modulan. Los estudios iniciales daterminaron que ni sl tratamientao
agudo o créonico ni la tiroidectomia o hipofisectomia, alteran el
contenido de TRH ean ol hipotdlamo (Bassiry y Utiger 1BT2).
Similarmente, la inducci®n crénica experimental de hipotiroidiamo
o hipertiroidisno —que s! alteran los eatadot motabdlicos megun
las determinaciches a#ricans de Ta ¥ TSH- no producen ningdn
cambis sighificative en la congentracidn del TRH en la sangre ni
en ®l] contenido de TRH en sl hipotdlamo (Montoya et al. 1875). Sin
smbargo, reciontementa se ha reportado que an la rata, sl
hipotiroidiemo =i preoduce un incromsnto de casi e} doble de praTRH

RNAm, aungue estas nofecto oe observa axclusivamente sn  una



Pﬂb!ﬂﬂiﬁﬁ' discreta de neuronas del nucleoc paraventricular
hipognlamico (Segerson at al. 1887b); ¥ que ewte efecto selacrivo
asta regulads directamente por ia hormona tiroidea
triyodotironina (Dyese ot al. 1888J>.

EFECTOS DEL TRH ENH EL SISTEHA HERVIDSO CENTRAL

Ademds de la relacién entre o]l TRH y el sictems anddcrino
e ha observado que &l tripéptido tiens diverseos efectos en el
SHC. Por esjemplo, ls administracian oral o intraperitoneal de TRH

aumnsnta la excitacidn conductual inducida por L-dopa + pargilins,

pura de manera independiesnte de la liberacién de TESH de la
hipafisis (Plotnikaff et al, 1972). Por otra parte, lod reportes
acerca do los efectos del TRH eon pacientes doprimidoa son
controvertidon, Y48 que algunos han obpervado uwna rdpida y

dramatica mejoria con tan solo una inyeccién de TRH (Prange y
Wilson 1872); misntras que otros investigadores no han podideo ver
ningurn afacto terapéutico en pacientes deprimides ni con
administracicones repetidas (Coppen et al. 18743, Esve tripéptide
rambién tiene efectos importantes en la termorregulacidén, pueso la
inyescecitn intraventricular del TRH induce hipertermia en la rata ¥
revierts los eafesctos hipotérmicoe de barbitliricoe. péptides
oploidas ¥y bombesina (Brown et al. 1877} ademds, el (pcromento de
TSH oan la sangre inducide por frio agudo estd mediado por el TRH
{Reich!lin 19768>. La microinyeccidn de TRH en el hipocampo doroal
da ardillas terrestres que se encuentran on la primera mited del
perlodo do hihearnacién, produce un potents efaeacto de despertar
sl como whna cempleta transicidn al estado de autermia. Este

afocto confirma las propisdades analépticas del TRH en 1a
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raverpién deo la depresidédn central inducida por drogas, asi como
aporta nds datos gque apoyan sl pape)l fisjolégico del TRH como
modulador de 1a sxcitabi{|idad del SNC an mamifercos (Stanton at al.
18802,

También, hay muchas evidencias que proponen que ol TRH  puede
osatar {nvolucrado en l!a modulacidn del recambi:ioc y liberacion de
las catecolaminas coerebrales ademis de que eoestd descrito que
afecia al miptema colinergico (Bennott ot al. 1883). Los trabajows
efactuadons por diversos laboratorjos indican quse la actividad
locomotara ¥y al comportamients excitade que inducs el TRH pusde
deberse a pu interaccion con las wvias cerebrales del vistoma
mesolimbico dopaminérgico, wsopecialments con lag asociadas al
nicleo acumbens. En rebanadaos de diverecas regiones cerebralss de
rata el TRH produijc wun marcado incremento en la llberacion do
dopamina ¥ aunque lao respuestas fueron inconsiotente# an rejacion
a la distribucion dopaminérgica, los resultados s{ concuerdan
con la distribucidn regional del TRH en el cerebro de la rata
CHoal ot al. 1883).

Se wsbe quo el TRH tiene también efsctos electroficolégicos
tnhibitorios (Renaud y Martin 1875; Braitman et al. 1880} y
excitatorica en las naurconas del hipotdlamo ¥ do lan cortozas
carsbral ¥ cerebelar (Braitman et al. 1880). Por la administracion
iontoforatica del TRH se demostréd gque Liene accidn depresiva
sobre la actividad de neuronas centralee en diversas Areas del SNC
incluyendo la corteza cesrebelar (Renaud y Martin 1875). Los efoctos
de la acetilcolina en neurchas corticales eon alterados por la

administracion ishtoforétics de TRH, el cudl clara ¥
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coneiastentomonts incraomanto 1a accidn axcitadora de in
gcutilcolina y deal carbacol {(Yarbrough 1878). Lan nouronap de la
corteza sensorimotora rasponden indirectamente al TRH an forms
diferente, En nlgunas ss potencial izé ol efecto do la acetilcolina
con al TRH ¥ en otras sl ofecto se inhibid. Eeto implica que on la
corteza corsbral de los mamifercs el TRH tiens multiples scciones

¥ Qua éptas parecen existir en poblacicones dieccretar de neuronas
(Braitman et al. 18801,

Los sfesctos clectrofisioldgicos, heuroguimicos y
conductualen observados con el TRH comienzan por la interacoidén
can receptores altaments eapecificos. En el cerebro de las
diversas sspscies eotudiadas po han sncontrade receptores para ol
TRH bpeame jantes a low de ia hipdfisis anterior (Burt ¥y Taylor
1980). Lop wition de maw altas uniédn fuera de la hipédfisis son la
reatina, o]l ndcleoc acumbens ¥ Ia corteza amigdalo—temporal. aungque
on realidad hay sitios de unidn cami on ia totalidad del SHC
CTannr y Buryr 1882). Los wsitios de alta afinidad fuera de la
hip&fisis presentan las miemae caracteristicss que los de la
hiﬁaf!nia. 1o cual complementa la identificacidn de entoo
recaptaras fuera de ella ¥ la presancis de éutos wugliore qus loa
lugares donde se encuentran son lmpertantes sitios de acclén del

TRH (Taylor y Burt 1881).
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DISTRIBUCION DEI. TRH

Por redio del! radioinmuncana}isis (RIA> oe ha determinado qus
ol TRH se encuentra amplilaments distribuldo en s organiemoc. Bu
presancia ae uwbica sn Ccarebro, méAdula oapinatl, intestino,
pPAncrean, sangre, liquidoc cefalorraquideoc y retina.

En el ceaersbro complato de rata hay entre 25 y 30 ng de TRH
teniondo el hipotalame la mas alta concontracidn £31.2%, 3.8
ng/mg tojido hiumedo, B.4 ng totales) y lea Biguen en orden
decreciente hip&fisis posterior, tdlamo, tallo cerebral, cearebro
anterior, corteza, hipédfigis anterior ¥y ceragbolo (Winokur y Ucsger
189745 Oliver ot al. 1974 Pacheco ot al. 1881: Kardon et al. 1877).
En wl]l propis hipotdlamc, la m4e alta concentracidén dea TRH se
halla on la oeminencia media (3.57 ng/mg teJjido himedo) y también
an orden decrocionte en al nucleoc ventromed:al, an sl nucleo

paraventricular, en sl ntgleeg arcuato, en el nudclec dorsomedial

en el 4roca preéptica media (Browhetein ot al. 1874; Yamauchi
18803. En la emitnencia media las regiones wmAsr cercanso a la
palisada vascular del sistoema porta hipofisiario, la =ona
intermedia externa central ¥ la =zona lateral externa central,
tienen iau concentracionoe mas altam do TRH (Kizer et ail. 18762,

En el cersbelo de rata el TRH 88 encucntra altamente

concentrado en traeas pequefias ragichess, que auhgque Contisnsn casi la
total idad del TRH csrebelar, conotttuyen solamente la gquinta parte
de la masa del ecersbelo (Pacheco et al. 18B81).

Por itnmunchistogquimica am ha detectado al TRH en los procesos
nourconales del hipotdlamo, an  Fomas, axcnes Yy =mcbre toda sh

terminales nearvicsas., Las zonag do mép alta concentracién son la
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eminencia madia, ntcleco dorsomadial, divisidn parvocelular del
nGcleg paraventricular, la regidn perifornical. ol nuclee
pradptico supraquiasmético, nucleo paraventricular y ol 4rganc
vanculoso da la lémina terminalis. Fresenta también una notablo
acunulacién en la hipdfiers pogterior, en donde lap fibras
parocen terminar on formaciones parecidae a racimos de uvaas (Lachan
y Jackson 1882).

Do aguerdo con wmu localizacion principal en las terminales
nerviosas, sl TRH también pse ha detectado en terminales nerviosas
aisladasn tanto de hipotdlamo como de otram regionecs del cersbrao
(Barnes et al. 1975; Winokur et al, 1877).

Per eptudios inmunoccitoquimicor eon la médula sepinal de la
rata se ha oncontrado TRH en las fibras de las astas dorsalea da
todos loo pegmentoas del cordon espinosl. en las dreas wsimpAticae
de] cordédn tordcico ¥y en las astas ventrales de todoe lon
segmentos espinales (Harkness y Brownfield 1888).

ELL TRH inmunoreactivo (TRH-IR? del SHC de la rata, Be ha
identificado como auténtico TRH tanto por sus ofsctos on piotamas
blolagicos come por andlipis cromstogriaficos. Les extractos
metancd]l icos de cerebro de rata tiesnen ol mismo patrédn de elucidn
que el TRH sintéticeo eon cromatografia on columna de Sephadex G-10
y on cromatografla en pleca {ina (Schaelfer et al. 1B77), en
wloctroforesic con acetate de celulosa (Oliver ot al. 1874; Jacksen
188070 ¥ en cromatografla de ligquidog de alta presidn (Spindel ¥
Wurtman 1880). Por todos eston datos se concluye que sl TRH-IR es
realmsnte TRH.

La amplia distribuci®on del TRH en ¢l tLajido nerviosa, los
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cambios conductuales Lnducidos por su administracion ) el

dascubrimianto do raceptores de alta afinidad en hipdfiais y

ceresbro, apoyan fusrtemonte al postulado del papel neurctransmisor
y/e nouromadul ader del TRH en ol cerebro de los mamiferos (Renaud
¥y Martin 1875, Tavlor y Burt 189281, Bennett et al. 1883},
METABCOL ISHMO DEL. TRH
BIOSINTESIS
Los estudion {niciales sobrs 1a biosintesis de TRH
propusieron la sximtencia de un sistema enzimitico "TRH sintetasa”

saluble & indepsndienta dea ARNH oncargade de la formacidn del

tripéptido (Hiwnick y Reichlin 1971, Bawer 1873). Sin embargo,
daupueﬁ g0 comprobtd que durante s purificacidn de los productlos
formados ai incubar extractos hipotaldmicos con amincdeidos
radicactivon, se eliminaba del 89.87 al 89.08% de la radicactividad
inicial &an ol homogenade crudoi Y gque oi ademds se adicionaban
inhibidores de la pintesie ribonmomel do proteinas disminuls la
cantidad de TRH sintetizado de novo (HcHKelvy et al. 18787; anf
que los investigadores as enfocaron a la blsgqueda del precursor de
2lto peno molecular a partir del cual =me doriva estis paguafio
Ppéptido.

Reportes recienten sobre 1a ootructura del dcido
dusaxirribonucleico comp lemeontarie (ADNc) dwel precursor del TRH
{pro-TRH} permiton predecir que el preacursor de este naurcpéptido
on  una protelpa de 255 aminocdcidos que contiene 5§ copias de la
secuoencia progenitora de TRH con aminoAcidas dibdmicom en ambas

lados (Lechan et al. 1988bY. La ruptura on entos sitiom ¥ an un

regiduc de arginina apareado en la porcidn amino-terminal de la
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molécula, genaréd otras gecusncias peptidicas ademéds de la del
TRH. Faroce sor guo ol procesamiento del proTRH no ocourrs durante
al Lrnnn;nrta axonal como Be ha deserite para la proprescfisina, al
precursor de la vapopresina (Gainer et al. 1877) mas bien, paroce
ser que ol proTRH 68 rapidamente conveortido a TRH dentro do la
paricaria nesurcnal, tal vez al salir del aparato dea Golgl {Lechan
st al. 1886b). La distribucién regional del pro-TRH sn sl cersabro
de la rata estudiado por Inmuncocitoquimica (Lechan et al. 18868a) ¥
por hibridacién ;n &itwe (Jackeson et al. [I885) musatra qua esLd
presente oh neuranap dol hipotdlamo ¥ del carebro
extrahipotalamico con wuna distribucidn tipica a la del TRH,
ademin da]l telencéfalo, diencéafalo y tallo cerebral (Segerson at
al. 1887a).

En lo que respecta a la r;gulacion doe la bipopintesis del TRH
as ha determinado que los niveles circulantes de tiroxina afectan
de manera inversamente proporcional los niveles del ARNm de pro-TRH
en el nicleo paraventricular do la rata. Y como oste sfocto
también se obeerva de igual manera con el pro-TRH, me cree que ol
hipotiroidiomo induce la tranecripeidn ¥ por lo tanto la
traduccidén de la prohormona del TRH sn el nicleo paraventricular
tBagorson et al. 1887h).

LIBERACION

La liberacion del TRH de las terminaloy nervicoas ose ha
sstudiado ean sinaptescmas y rebanadas do gersabro de rata . Laos
reportesr pobra la liberacion de TRH con sinaptosomas son
discrepantes, Ya que los resultados dopunden aparontomente dol

medio de incubacién gqus se usa Camortiguador Krsbs—-bicarbonato o
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sacarosa 0.32 M) y dal tipo ds eatimulo aplicado C(eléctrico o
potasio 80 mM). (Bennstt ot al. 1875, Warberg et al, 1877>. Eston
problemas hen limtitado la utilizacion de los sinaptosomas para el
estudio do la liberacién del TRH. En cambio, los resultados que ae
chiienen ¢on fragmentos de tejido cersbral son mas consistentes, Ya
que pe ha visto gue la liheracion sm vritro de TRH de fragmentos
de hipotdlamo e incrementa con la adicidn de K (68 mM) de una
manera dependiente do Ca*®, lo cual sugiers que sl TRH oe libora
‘por axocitosis (Charli et al. 1878, Joseph - Bravo et al. 1878,
Haeda y Frohman 1880). Esta respusata al estimulo despolarizante
(68 mM K*) fuéd pignificariva solamente on aquellano rogionss en las
que oo ha viosto ol mAs altc contenido de recoptores para TRH.
numorosan terminalae nerviopas que contienen TRH ¥ que sason
susceptiblen a rus efectas (Méndoz ot al. 18872. En cuanto a lobp
naurotranemisgores gqua afectan la liberacion del] TRH axiate
también una gran controver#ia, ¥a gque los reportes son  opusstas
para un mi#mo noeurcotranomiscor (Charli =t al. 1878} Jomeph—Bravo et
al. 18978a; Maeda y Frohman 1680) probablemente por las mencionadas
difarencias en 10s nistemas utilizadas; pore on goneral se propone
fque este procedo ostd controlado tanto por fibras excitadoras
{noradrensérgicas s histaminérgicas) como por fibras inhibidoras
(sarctoninérgicas y dopaminadrgicaal.
MECAHISMOS DE INACTIVACION
RECaFTURA DE TRH

En preparacionens sinaptoscmales derivadas ds hipotalamo o
corteza cerebral des rata pse considera gque no hay rocaptura del

propio TRH, ning de uno de mus metabolitos formade en al medic
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extracelular (Parker at al. 1877). Perc con rebanadas de
hipotAlamo de rata se ha oboervado que =i hay recaptura deo TRH
intacto ¥y lap caracterietjcas do sste proceso supgioren gue édoLe
debe Ber por transports activa. 5Sin embargo, como la Vmax cbtenida
con ®nte ®#sistema wes baja, se consideraz que la recaptura no
significa necesariamentsa un posible mecanieme des inactivacién para
al TRH presante on el medioc extracelular (Charlli at al. 1884).

DEGRADACION DEL_ TRH

Donds hace varions afian oo ha obgervado la rapida
inactivacion biovlégica del TRH por lag enzimas séricas y tejidows
como cerabro total, hipotdlamo, hipsfimis, etc. Los astudioe
inicialens de degradacién determinaban la depaparicidn ds]l TRH
incgubadeo <on la fuentes enzimética & 37°C en presencia de DTT ¥
EDTA C(Bauer 1877).

La inaoctivacion del TRH Jin vitro por el tejido nervioso, e
an tealidad, un procesa complejo que involuecra a mids de una via
metabdlical ademdg, existen diferencias no gadlo entre losg
macanismos de inactivacidn por loe diferentes tejidos de un mismo
individuo, vino también entre los compartimientos subcslulares da
un wismo tejido. Por sjemplo, el TRH agregade al modio des
incubacien as degradado rdpidamente por homogenados de tejido
corebral a 37°C ¥ a monor velocidad a 4°C; mientras qua ol TRH
endégenc no desaparece de los homogenados ni n 37=C. Estos datos
permiten sugerir que ol TRH enddgono estd compartamentalizado de
tal manora que os ancuentra protegido de la degradacién., a pesar
de que an ol corsbro se sncuesntre una gran actividad cdegradativa.

Dasde hace mas de 10 afiow @me ha considerado al TRH como
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posible neurotransmiscor, ¥ algunos eatudion se enfocaron a detectar
naotividad degradativa en fracciones particuladas, con el cbjoto do
doterainar uwl en 1a fraccion membranal raside su mecaniomo de
inagtivacidan., El epiudioc inteinal de la distribucion gubscolular de
las onzimas peptidAsicas responsables de la dogradacion del TRH,
indicéd que en la corteza y €] hipotdlamo de rata, el 10¥ de la
actividad deogradstiva total del homogenado emtA prasente an lano
tarminales norviceas ¥ dicha actividad se encuentira principalmonte
reolacionada a la membrans ocinaptosomal (Jomeph-Bravo at al. 1878b).

Actualmeonts pse conacen todas las enzimag involucradaz on ol
proceso  ds degradacion del TRH in vitro, El catabolisme del TRH
por la fraccién soluble de cerebro estd catalizade por doe

~enziman:! la piroglutamatoc aminopeptidasa (PGA 13 ¥ la endopeptidasa

que corta despusisg de prolina o prolilendopeptidasa (PPCE) cuyos
productos  son A Bu  veZ smustratos de la post-prolina dipoptidil
aminopeptidasa (PPDAY, de la histidil prolina imidopeptidena (HPI)
¥ de la prolina dipeptidasa (PD)Y (Fig. 3).

PIROGLUTAMATD AMINCEPEETIDASA

La pircglutepata aminopeptidasa eg la onzima que rompe la
union <Glu-Hle del TRH. LA His-ProNia producida por la accién da
la PGA bpma cgicliza durante la cromatografia a histidi]l — prolina
dicetopiperazina (DKP) o ciclo Hie-Pro (Fig 4). Eesta condensacién
intramolecular ed una reaccion caracterietica do los dipéptidon
que contienen prolina (Bauer et al. 1878).

La actividad de PGA es ha dstactade en diverasas bacterias,
plantap, suerc de diferontes mawifercs, homogesnados de numercsocs

tejidos como coerebra, hipefisis, hipotdlamo, higado, etc. aef
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como #n fracclones solubles ¥ particuladas de dichos tejidos, de
tal forma gque pudiera haber varias enzimas que prosantan esta
actividad pero con carascterigiicas diferentes de accidn y de
regulacion.

En a1l bsuere sanguinec ®e ha reportado due el principal
producto de dsgradacién del TRH es la Hio—-Pro-NHz por lo que se
coneiderd que la enzima wérica que cataliza la hidrélisio de la
unidn pire-Glu-His puede =ser la esnzima clave dentra do la’
inactivacidn bicldgica del tripéptido en ests compartimento ¥
consocuesntemsnte del caontrol de su sfecto sobre hipéofisiw. La PGA
sérica ds gcerdo es una enzims especifica del TRH gue viene un
P.M. de aproximadamente 260,000 daltons; se inhibe con al EDTA ¥ l;l
DTT ¥ no degrada al sustrato flucrogé®nico srtificial de la PGA
soluble de tejidos (la piroGlu-beta naftil amida: <GClu=BHA) {Bauer
¥ Howak 18787. La enzima de suero de ratas es también espec!ifica
para TRH ¥y #e inhibe con DTT y BEDTA (Emerson y Wu 1887). La
actividad de la enzima sérica estd controlada por el estado
tiroideo, pues Be ha visto gue digmifnuye ou actividad an
condicionea de hipotireidismo ¥ se eetimula on condicionen de
hipartiroidisme (Bawar 1878, Emerson y Wu 1887).

En liquido cefalorraguides (LCR? humanc también se ha
detectado y parcialmente purificade wna PGA que constituye la
enzima prinsipal inveluorads en el metaboliomo del TRH en el LCR
{Pranad y Jayaraman i8686)., Esta enzima ®e considera semojants a la
s6rjica porgue e inhibe competitivamonto por la hermona liberadora
de la hormona luteinizante (LHRH)> y bombesina ¥ sa inactiva con

meteley pesadods, EDTA y spgentes roductores ¥ pse propons que puade
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‘participar en ol control da lows efastos biclegicos del TRH en sl
LCR.

En cwerabro de rata y cobayo ss han detectado dos actividades do
PGA. La PGA I qua o=n la asociada a la fracocion asoluble
{Jogmeph-Bravo ot al. 1978Bb, Kreider st al. 1881, Prasad at al.
1983, Browne ¥ O'Cuinn 1883, Torres et al. 1888 y la PGAIl que
e8td principalmente relacionads con la fraccldn membranal
{Josoph-Braveo et al. 1878b, Pracad st al. 1883, 0'Contor ¥ O0°Cuinn
1884, 18686 y 18087a. Garat et al. 1885, Torres st. al. 1888G).

La PGA de la fraccion poluble ¢de cerebro de cobaye pe ha
purificado 2868 veces, obteniendose una puresza do mas del B0OX. Al
igual que la snzima socluble deo cerebro de rata, no es aspecifica
para TRH ya que puade catalizar la hidrélimis de TRH ¥ TRH-OH as!
come de otrop péptidos que tienesn una unidn peptidica adyacente
al roesiduc dol 4cido piroglutdmico como LHRH, nesurotensins,
bombesina, péptido B potenciader de bradikinina, péptides
anorexigénicos ¥ loa dipéptidoe pGlu-Ala y pGlu-Val. Hota enzima
puede ser inhibida especificamente con 2-yocdoacotamida €100% de
inhlbicidn & la concontracidn BuM)} ¥y su especificidad por al
suptrato 68 muy similar a la de todas las PGAs molublez como la del
Bacillus amyloliquelacisns, pero ss muy distinta de lam snzimans
do wuero de rata y de cardo (Browne y O0°Cuinn 1883>. Una PGA 1
sema jante a épta soluble de cerebro, también aestd presenta en
adenahip&fiesis {Bauer y Kleinkauf 18807. -

En un eoatudio pliaonero sobre ler distribucion subcelular de la
actividad de PGA on el cerebro de rata, s obearvée que la

actividad en el hipotalamo eetld asociada principalemente a la
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fraccien socluble; misntras que on {a corteza la actividad de la

PGA prodemina en la fraccidn particulada (Prasad et al. 1B83Y. Sin

ambargo, estas difarencias ahcora ee explican a que oan los medios da

incubacidn usaron DTT, el cudl =0 sabe actualmente que inhibe a

la enzima membranal PGA ] ¥ &3 nocosario para la expreasion de la

actividad moluble PCA | (O°'Conner ¥ O'Cuinn 1884, Garat ot al.

18865, Emerson y Wu 1887).

En cerebro de cobaye ¥ da rata, la agtjividad particulada ds la

PGA parece residir en las mombranhas sinaptoaomales (O°‘Connhor ¥y

Q'Cuinn 1884, Terres et a]l. 168B8). La asnzima de cobayo despues da

gor liberada de las membranaes por tratamiento <on papaina o

Tritaon X-100 fusd purificada y caracterizada (O'Connor ¥ O0°Cuinn

1884). Esta enzima | lamada PGA Il, en cuntraste coh la eolubisa de
homogenadon arriba descrita, os de satrocha especificidad, ya gque
polamente corta ol 4cide piroglutdmico de TRH, TRH-DH y el

tripéptido piraGlu-His-Trp (igual al extremo N-terminal de LHRH?,

msiendo incapaz de hidrolicar dipédptidos con dcido piroglutdmico
H terminal o péptidos mayores de tres aminodcidos también con
€Glu N—-torminal. Para o! TRH tione una Km de 40 uM & la LHRH la

inhibe competitivamente con wuna Ki de 20 wM (O'Connor ¥ O'Cuinn

1885> . E! sptudio del sitio activo de spta enzima revsld que loz
residucs de histidina, tirgsina, arginina ¥ pasiblemente lisina son

neocesarics para la exprexicn de la actividad catalitica, wmiendo

probable que &stos g6 encushtren localizados en el sitic activo de

la enzima (0'Connor ¥ 0"Cuinn 1887b). La PGA Il eovta localizada

casi exclusivaments en adenchipafjsis y SHNC tanijendo en este

ultimo wuna distribucidn noe homogénea (Friedman y Wilk 1888,
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Vargas ot al. 1887». En ! SHC la snzima onta concentrada a nivel
de las membranas plasmAticaps do terminacichos nerviosas (Torras at
al. 1886, O'Connor y O0'Cuinn 18843,

En contrasta con la regulacion por el estado tircideo en la
snzima aébérica, 89 ha viBto gue las actividades de las PGA | ¥y PGA
11 corebralos no Bs ven afectadas por la concentraclidan de hormonas
tiroides circulantes, con lo cual me concluys que las nactividadeso
do PGA en cerebros oeon diferentor de la actividad sn nuero en
términos do la ragspuosto a agsag hormonas (Emerson y Wu 1887). Sin
embargo, reaciesntemente se reportd gue en iap membranas de la
adenohipofieis £i hay un importante sumento en la acgtividad de |a
PGATIl inducido por un incremento an la concantracidn circulants ds
Ta (Ponce et al. 18B8B), Estop datos sugiaren que el catabolismo dsl
TRH &n eou érgano blanco efsctivamente pueds tensr un papol
importante para mediar la retroalimentacidn negativa de la
liberacidn de TSH por lasm hormcnao. tircidoso.

FPROL INA ENDOPEPT IOASA

La prolina endopeptidasa <(PE) (prolilsndopeptiidass, enzima
gque rompe deapues de prolina o PPCE} as la que actGa sobre la
unién ~Pro~NHz del TRH preduciendo TRH-4tido (TRH-0OH? (Fig. 3,
pPag. 21). Se pusde obsmervar una intensa actividad degradativa con
extractos de tejido hipotaldmico libre de particulars. que oo
inicia con wun& desamidacion ¥ se continda can rupturas
protecliticas hasta prolina libre come principal producto de
degradacién, ademis de TRH-OH ¥ prolinamida (Bauer 1873).

El residuc de prolina con su sapecial estructurs alifaAtica

ciclica representa un blanco caracteristico para lag enzimas
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poptidasas. La actividad de esta prolina iminopeptidasa se ha
deotectade on diversas ospecies, exXclusivamenta en la fracctloen
~soluble de muchos tejidos como! hipotAlamo (Bauer 1873 y 18772,
cersbro C(Rupnow st al. 1878, Taylor ¥y Dixon 1880, Donlen et al.
1880, Dresdner et al, 1882, Browne ¥ O0'Cuinn 1883, Kreider et al.
1881, Torres st al. 1888, Andrews ot al. 1882, Heorsh 1881, Herech y
HecKelvy 1879, MHcKelvy et al. 1882, HMHatsui ot al. 19793, rifon
(Walter 1878, Walter y Yoshimoto 1878, Koida y Walter 1878, Herch
1881, Yoshimoto et al. 1877 ) y on adenohipéfisis C(Bauer ¥
Kleinkauf 1880, Friedman et al., 1884b). Por sus caracteripticas dea
poao molecular, tipo de proteoasa (ssrina), distribucian subcalular
(soluble), especificidad primaria Cprolina), vpensibilidad a
doterminades inhibidorws v otram propiedades fisicogquimicasn, L)
demostré gque la actividad gue deamida TRH eso igual a la
endopeptidara soluble PPCE proviamento conovelidsa an otros tojidos de
Otran eopecies. Ademds, usando un antisusro monoespécifico contra
la anzima de cerebro de rata se demostrd su ubicuidad en todos lo=m
tejidos de rata sxaminados, siendo oats antisuerp capaz tambian de
inactivar a las enzimas extraidas de Thipatdlame de bovino ¥
rifon de borrego (Herpoh 1881, Andrews et al. 1882).

Er la Gnica endopeptidana citopldsmica capaz de degradar on
todos loe tejidor wexaminados de todas las eaepecise estudiadas
(cone jo, bovinos, borrego, rata, cobayo, stc.} a un gran numero de
polipéptidos que tengan prolina (Yoshimoto et al. 1877, Harsh ¥
HeKelvy 1878, Taylor y Dixon 1880, Donlaon et al. 1880, Hersh 19891,
Androws at al, 1882, Dreasdner et al. 18823, Esta wandopepilidaca

rompe todo tipo da uniones Pro-X, excepto Pro-Pro ¥ pépiridos en
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los cuales la prolina esta precedida del lado N-terminal poi~ menos
de dos amincacidos. Tiene wun P.M. de 73,500 daltons, una ucola
cadena po!lipéptidica ¥ pH 4ptimo entre 7 y 8. Es mAs eotable en
un ambiente altamente reduclor par 1o gque es susceptible do
inhibirase can agentes Que inactijvan grupos sulfhidrilos como la
H-stilmaleimida Yy &l p-cloromsrcuribenzZoats y es muy sensible a la
yodoacetamida (100X de inhibicion & la concentrscidn BuM) CRupauw
ot al. 1879, Browno y O°Cuinn 18833,

POST-PROL INA DIPSPTIDIL AMINOFPEPTIDASA

Con relacion a ia desamidacidn de la His=ProNHz., ss sabs quse
estd catalizada por una poat-prolina dipeptidil aminopeptidasa
(FPPDAY o X-proltl dipeptidil aminopaptidana Cdipeptridll
aminopeptidasa 1V) (Fig. 3, pdg. 21). Eota actividad enzimidtica
sa ha encontrado tanto sn fraccicones wsolubles como particuladas de
diversos tejidos. Fu# denmcrita inicialmente osn la fraccidn
microsomal da higado ¥ rifidn (Yoshimoto y Walter 1877, Yoshimoto
et al. 1878), eon la glandula submaxilar humana ¥ en lap membranss
da microvellosidades do intestino delgado y de rifion (0O Connor ¥
O'Cuinn 1888). La PPDA soluble se ha encontrado en osuere y LCR
humanas , en el sobrenadonte de 100,000 x g do cerebro de rata, on
adenchipofisis de rata (Bauer y Kleinkeuf 1880) ¥ cerebro de
cobayo (Browne Yy 0°‘Cuinn 1983}, en donds junto con la PGA ¥ la PE
solubles participas ean la degradaci®n 7n vitro del TRH hasta sue
aminodcidos constitutives. La PPDA do la fraccidn particulada
canstituye e! 46% de la actividad total de la PPDA en cerebro y su
actividad wapecifica me veo & su vezr enriquecida osn las mombranas

vinaptosomales (0'Connor y O°'Cuinn 1988, Torres at al. 1888).
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La PPDA soluble, al igual qus la PE os una sarina proteasa gue
cataliza la hidrajjsisc del segundo enlace peptidieco eon los
éeptidus A-Pro~X o A-Ala-X (siendo A cualquier aminodcido y X
cualquier aminodcide © péptido) pere tampoce rompe la unidn
Pro~-Pro (Yoshimotoc ot al. 18782 y wse inhibe con puromicina 0.5 wmM,
H-atilmaleimida 1.0 mH ¥ p-cleoromercuribenzoato 1.0 mH (Browne Yy
O0°Cuinn 18835.

Sin embargo, la PPDA mombranal parcialmente purificada no se

inhibe con los mimmon inhibidores gque la moluble, pero s se inhibe

an un 98% con bagitracinae 0.5 mM, la cud) no afecta a la enzima
saluble. Usando TRH como sustrata, ia PFDA de membranas
sinaptosomalen, conviarte la Hin-ProNHz - producida per la PGA

membranal — en His—Pro, compitiondo con la cicllizaclén espontdnea
a ciclo-His=Pro (O0'Connor ¥ O'Cuinn 18887, i

HISTIDIL=FPROLINAMIDA T IDOPREPT IDASA

La Histidil=Prolinamida Imidopeptidasa (HPIl} es la enzmima gqus
cataliza . la ruptura de la His-Pro-HHz & histidina y Pro-MNHz= (Fig.
3, pag 21). Eesta anzima =me purificd parcialmente de wun extracto
carsbral, =a caracter|zo ash una variedad de campuentos
determindndose que los mejoreo pustratos para Ja imidopeptidana
son  Jjos gue contienen un grupo alfa-amino libre sobre ila histidina
¥ un grupo carboxile bleogquaade =sobre la prolina comoc en la
Hia-Pro-NHa Y o8u actividad pumsde ser inhibida por nuchas hormonas
polipsptidicas {(Mateui st al. 1878). Con épta enzima na pueds
expl icar la produccién indirecta de Pro-HHz guando se incuba TRH
con tejido eorebral (Bauer y Lippman 1878) o c¢on fraccioneos

subcelularas do ¢ersabro (Torres et al. 1888)>.
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PROLINA DPIPEPTIPASA

La hidrelisis de Hig~Pro, la cual gurge indirectamente de!l
cataboliomo de!l TRH (Fig. 3, pag. 217 en catalizada probablemente
por la prolina dipeptidasa (prolidasaa, imidodipeptidasal, uns
dipeptidass gue actus en la unidn X-Pro Can donde X puede ser
cualquiar aminoédcidol). Esta an;imn se ha purificado parcialmente ¥y
caractarizado de la fraccién soluble de aduvnohipdfisis (Bauer ¥y
Kleinkauf 1880} y da cersbro ¢(Browne ¥ O0°'Cutnn 1883} v con ella we
puode explicar la presconcia deo Pro ontre los meotabolitos del TRH

producidos s vitro.

|
|
4
[
]
|
|
é
;
b
}
i
3
}
;
3
:
!
i
i
i
i
£
E
i




31

0o B J E T X b A = |

La informacion mencionada on los caplitules antorioree acerca
de lap caractoristicas del TRH, apoya la propuenta de 1la funcidén

neuromaduladora de este péptido en el smiatema nervicso coentral. Si

enate fuera el caso, el TRH deba sar c¢catabolizado en el espacio

extraceluler despuss de su liberacitn de la terminsl nerviosa

{Couper ot =&al. 18743, Sin onmbargo, aun no estd claramente

definido cual o5 el mecanismo de inactivacion del neurapbptido.

El objetive del presente trabajo fus daterminar cuslam
enzimag estaban  predentes an lan menbranasas eolulares da
hipotdlamo. Sa utilizd una preparacidén de rebanadas de

hipotdlamo con el fin de presorvar las células intactas ¥y obtener

infermacion que apoye o refute la presencia de una PGA [1 on el

hipotdlamo de Ia rata.
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HMATER IALES

El (L-2.3.4,5-*H)prolina-TRH, (?H~Pre-TRH>, <(2H-TRH) de 107
Cl/mmola sa obtuvo de Heoew England HNuclear Co. TRH, TRH-OH
(piroGlu=His-FPro} e His-Pro-dicetopiperacina ‘ciclo-Hin—Pra) C(DKP>
de loe Laberatorics Paninsula. Hiz—Pro vy His—-ProutiHa fusoron
proparadas  individualmente on el laboratoric por la accidan de la
PGAl de Sigma Chem. Co. sobre TRH-OH y TRH respectivamente. E1
resgto de low reactivor Quimicos que se usaron fusron de grado
analitico dea Sigma Chemical Co. o J. T. Baker. Lap cromateplacas
analiticas uritlizadas an ol eastudie de los productos de
degradacién fueron de silica gel 80 (Ccat. Merch B5724). Las
crometoplacas de =ilica gel de alta eficiencia para purificar el
2H-TRH fueron Whatman LHP-KF (cat.4806-4107., La cromatografla en
papel de intercambio 1dnico Be efectud en hojag de foBfatoc de
colulosa PBI de Whatman. Laos animales da experimentacion
util izados fuoren ratas macho Wistar (200-300 # de peso) mantenides
ba jo condicionss controladas da luz—-cbscuridad (cun ilum:nuétan
artificial de 7:00-18:00 hs,2 y alimantadeos ad /[ibsitum.

METODOS

REVELADD DE _LAS CROMATOPLACAS CON REACTIVO _DE_PAUL).- Este
reactivo conmistid an troees soluciones que se aplicaron en dos
etapan. Se mezclaron partes iguales de ac. sulfanilico al 1% en
HCl 1N ¥ nitrito de sodie al 5% {(gque se preparaba Justa antes  do
usarlic?, s incubd wsta mezcla durante 5 min a8 4 °C y con ella ae
rociaron las cromatoplacas, El reactivo me secd ceon corriente de
aire y en meguida e rocid la cromatoplaca con una Boluckbn‘de

carbonato de sodio al i6%, <on lo cual los compusstos que
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contonian histidina as pusiaron de color rosa.

REVELADO _DE LAS CROHATOPILACAS CON ISATINA.- Las cromatoplacas

8o rociaron con solucion de isatina en agua al 3% y los compueatos
que contanian prolina se ocbeservaraon como manchas grises.

S0LUCION DE BRAY PARA MEDIR_ _RADIOQACTIVIDAD POR CENMTELLED

LIQUIPU.— Esta a#aoclucidn wse prepard con l,4—~dioxano come
disolvente ¥ contenia por cada litro ds esoluci1dn: 60 g de
naftalenoc, 4 g de 2-5 dimetil]l oxazeol, 100 ml de metanol absoluto vy
20 ml de otilénglicol. Con esta golucitn se abtuvg una eficiencia
parsa 3H de 31.5% en un contador Packard Med. Tri=Carb.

HOHMOCEHIZACION DE LOS TEJIDOS POR _SOHICACIOH.—- La suspaneicn

da rebanadas de tejidaos hipotaldmicos en 4c. acético B0 somatid

a sonicacidn en bafo de hiele con un sonicador Branson maodele 200
con micropunta, a la peotencia mAxima ¥ tona enire 22 vy 28
micraones. LLas dascargaes ss efaectuaron con duracién de § aeg con 15
nsog de dascanso por 5 vocas.

DETERMINAGION DEL CONTERIDO DE PRUOTEINAS EN LOS HOMOGENADOS.-

Allcuptas ds 100 ul de cada homogenedo en Ac. acético al 204, oe
neutralizaron cocrmn HaOH 5N; se hidrolizaron en HnQH 1N a temparatura
ambisnte durante 18 a 24 he ¥ an este hidrotizado =se detsrminaron
laa Vprolelnus por al método eospectrofotoméirico de Lowry (Lowry

st al, 1951). Con eate procedimiento se ancontraron 1.8110.38 mg
prateinas/hipotdlams {n=54 determinacionwe por duplicado) ¥
coeficisntes de varigcitn pc.v.=21%) .

PARAMETROS DE HMIGRACION DE LOS HETABOLITOS DEL TRH_ EN_ LOS

SISTEHMAS _CROMATOGRAFICOS.- En el Cuadro | se encusntran los

pardAmetros de migracién relativos de los evtAndares en laos
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SISTEMA ) S

Matabol ito R
Pro 0.2040.05
Hio~Pre 0.354+0.10
TRH~0OH 0.40+0.09
TRH 0.5810.07
Pro=hH= 0,.7840.06
DKP 0.881+0.05

S ISTEHMA I1I

Hetabolito Re
Pro 6.1710.03
His~Pro 0.5240.08
TRH-0OH 0.5440.05
TRH 0.47140.08
Fro=-NHa 0.2840.05

DKP 0.80+0.03

=S ISTEHMA Ixix

MHetnbolito R~
TRH=-DH 0.8516.05
Hia-Pro 0.0820.03

136, 23.6X)
(32, 27.3%)
(37, 3.2%)
in, .o
(37, 6.0%} *»

(3, 5.5

(19, 20.0%)
{19, 2.1
(19, 8,3
119, 3.7
19, 16.1%)

2§, 5.9%)

{8, 5.3
8, 60.0%)

CUADRO 1.— R.S DEL. TRH Y SUS HETABOLITOS. Cromatografia an

placa fina de =allica gel dssarrellada

65:3:1;% 1l lacpropano l-H:0-HH..QH

an l: CHClax-MaOH-NHL.OH

70:28:1. Sistema 1it:

Cromatografia en papel de intercambio fdnico desarrollada en HzO.

(N de def2rmanitiones y coaficisnte de variatitnl.
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diferentes sistemans cromataograficos utilizadosn,

PURIRICACION _DEL, *H-TRH.- Con &l propasita de trabajar con un

material de pureza radioquimica elevada, cada wvez que fuéd
nocosario, ol TRH radiocactivo se purificd por oromatografia en .
piaca fina de sflica gol de alta sficiencia en clereformo -
motanol - amoniaco (5:3:1) Cpiatems 12, EIl “H-TRH me aplicd en
alfcuotas do 3 ul en una banda de 7 em de8 ancho, ¥ juhto a &1 se
aplicaron 3 ug do TRH como estidndard. La placa deearrolladas sa
socd, Ba hizo un radio—~barrido on sl megmento con *H-TRH y ol
segmonts con &l edotdndard de TRH 2w reveld con reacgtivo de fFaul:

y los Res de ambaes s8e comparaban, sisndo siempre :guales (Rs =
0.582. La zona correspondishto al pico mayer de radicactividad se
raspa y la silica se eluyd con metanol acuceo al 90%, se diluys
para tenserlo a una concentracidn de aproximadamente 10,000 cpmrul
y e almacend a —-20vC. ‘

DETERMINACION DE (A PUREZA DEL *H-TRH.- En una cromatoplaca

anslitica de silica gel me aplicd una mezcla de 25,000 cpm del
2H-TRH purificado con 5 ug de TRH como acarreador, ¥ se dasmarrclle
la cromatografiasa en el giotema [ simultdneaments con estindareo

de TRH, TRH-OH, ¢iclo-His~Pra, Glu-His—ProlNHz, His-Pro ¥ Pro=HHs.

Una vez= que se desarrcila la cromatografia, ge ragpd el carril
de! 2H-TRH purificado en regiones de 2 cm de anchc por el largo
aquivalente a 0,1Re, las cunlen me depopitaron aon viales de

contelles para olulr con ! m]l de metanol acucso al S0% y contar
con 10 wl de scluciton Bray. El resto de la cromatoplaca se reveld
con reactivo de Pauli para los compusstos que tionen hiztidina ¥y

con ieatina para los que contienen prolina. Los Res dm loa
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estandares se compararon con  los picos de radioactividad. De
acuardo con este criterio, =o ut:iliza en todos loe expsrimenton el
*H-Pro-TRH con pureza radioguimica do por lo msesnos Q2%4.

PROCEDIMIENTO DE LOS EXPERIMENTOS DE_DEGRADACION.-~ El *H-TRH

purificado, se esvapord hasta sequedad con cerriente de nitrégeno
para oeliminar totaimente ol metancl ¥ sa ropuspendid an solucidn
Krebu-Ringer Bicarbonato (KRB} ajustandolo a una concentracidn de
200,000 epmA100 wul. A continuagidn se macrificaron las ratas peor
decapitacidn y ae lop extrajo el hipotdlamo completa. Low tejidos
uxXtraldos se rebanaren <can un rebanador de tLe:idos Mcllwain
fBrinkman) =sn ceortes sagitales da espegsor dea 250 um ¥ [.1.]
dopositaron en vialea gue contenfan 1 ml de solucién KRB. Loas
hipotilamos rebanados ne disparsaron suavamente pasidndoloe por
puntas de pipstas GCiloon do 1 ml y se les agregaron otros 4 ml de
soclucidn KRB para agitar horizontalmente durante 3 min a
tomperatura ambiente (TA). Los vialens me centrifugaron por 3 min a
1800xg en una centrifuga clinica a TA, oo decantd al
vobrenadante ¥y #e repitia el miemo procedimiento descrito, por dos
vecos miAs deade la disperBitin del te jido. Lar rebanadae de
hipotdlamc asof lavadas se volvieron a resuspender en 0.8 ml de
molucion KRB ¥ se pusiercn a incubar eon un baflo a 37=C con
atmégfera de 0O -~ €Oz (85X - 65%) por & min. Al tiempo O a#e
ediciond g log vialegs 100 ul (200,000 c.p.m.) de *H-TRH en KBR ¥y
Ba incubaron durante ol tiempo nucesarieo. En los experimontos donde
se wutilizaron inhibidores. éstos se agregaron doade la
preincubacion o al inicio de la incubacidn segun se especifique

para cada casg, Una vez que termind el tiempo de incubaciédn, los
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viales =e osacaron del bafic y la wezcla de incukacion me pasd
rAthAQQnLa & tubos Epsndorf{f, pse contrifugaron por 30 veg =&
10,000%g y se wopard el medio de incubacién del tejido. Ei medic
de incubacidn me decantd en tubos cdnicos que céntenian 4 ml

de metancol abpoluto ¥ se guardarcn a -202C; y a los tuboe cen los
teojidos 88 les agregd 1 ml de Ac. acético al 20%., pe congelaron
por inmersidn en acatona - hielc smeco ¥ de guardaron a ~“20°C hasta
empezar ol procedimiento do anAlicis de los productos metabdlicos
del TRH.

FPROCEDIMIENTO DE__1DENTIFICACIDN Y CUANTIFICACION DE  LOS

METABOLITOS DEL. TRH.- Leos productos de la desgradacidn del TRH
generados durante la incubacion ee analizaron tanto en los medios
de incubacién como en los tejidos. Los medios de incubacién an
metancl al B80% ¥y enfriados a —-20®C durante 18 hv como minimo, ee
centrifugaron a 1800xg en una contrifuga clinica a 4°C durante 30
min. E! sobreanadante se docantt de law esales procipitadas, de cada
tubo B0 separd una alicuota do 1.4 ml a la que se le agregaron 10
ul da una mezcla deo sstAndares que contenia TRH (1 mg/ml), TRH-DH
(2 mg/ml), Pro-HHa (20 mg/ml), Glu—-TRH (i me/mld, Hie~FPro (2.2
mgs/mil> DKP (2.5 mg/ml) y Pro €10 mg/ml? con el objeto de que
sirviaran como acarroodarens friae para los meatabol itos
radiocactivos durante el procedimiunlio de axtraccidn ¥ andlisia.
Eate scobrenadants do los medios de incubacidin se evapord hagtra
sagquadad an un evaperador Sevant.

Les te jidas congoelados arn Acido acético al 20%, sa
descongelaraon en bafio de hislo para despubs agregarles 10 ul de la

micma marcla de acarreadorse gue sSe agregd a los medios de
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ingubacion, a continuacidén se sometieran A& @oponicacidn hasta
obtenar una suspensidn homogenea. En este mamento se separaron 100
ul del homogenado pars wmedir las proteanas. Log  restantes 800 ul
dal homogenado ne centrifugarcon, #me decantd e] smobrenadante para
extraerlo 3 veces con 10 volumenes de &ter etilico saturadoc con
4c. acético al 20% y pe le agregaron cualroc volumenes de motancl
absolurto. La mezcla metandlica de cada tejido ae enfrid a —20°C
durante un minimae de 18 hs ¥y oo centrifugd a 1B00xg en una
centrifuga clinica 8 4°C durante 30 min. El1 sobrenadante ee
decantd de los materiales insolubles ¥ se evapord hagta seguadad
on un evaporador Savant.

Lom extractos metand]jcons sscos de los tejidos ¥y de los
modicos de incubacidn mne rasuppendiercn en 50 ul de metancl acuoeo
al B0%, as aplicaron a crematoplacas analiticas de silica gel y
so doesarrwllaren en =i sistema |. Despusa de secar la fass mévil,
la sllica de las placas gs raspd sn segmentos dea 2 cm de ancho
per el large aquiualania a 0.1 Re para luego dopaositarla en tubon
Ependorff y oluirla <con 250 wl de metanol al B0%. Una alticuota ds
150 ul de cada eluado 8nes depositd en vialon de centelleo qua
contenian 5 ml de salucidn Bray para medir la radioactividad
presonte con un contador de centelleo ligquido. Como en ol sistema
I ia His-Pro no #e separa bien de Pro y TRH-OH, ni la DKP da
Frolinamida porque tienen R,s muy parecidos, al resto de loa
sluados se agrupo de la siguisnte forma: grupo P = 0.1 +0.2 R.;
grupe H = 0.3 40,4 R, ¥ grupo D = 0.8 +0.8 +1.0 R, para
recromatografiarios, Las mezclas de oluadoe =se sscaron en el

svaporador Savant, e regpuspendiseron con 50 ul de matanol abmolutoc
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Yy lo= grupcss P v D oe desarrollaron eh cromatoplacas analiticas da
zsllica gel en imopropanc! = amonfaco — agua (70:28:1) (=iotema [I)
y ol grupo H an papal de intercambioc idnico con agus como fabe
médvil; eon donde la peparacidn de Pro y His-Pro, DKP y Pro-HHz ¥
Hiu“Prc y TRH-0OH respectivamente, tione maejor resclucidn. Laa
éramataplu:ns deosarrolladas on ol sistoma [] también se rasparon
en sagmontos de 2 cm de ancho por 0.1 R, de iarge, perc an esta
etapa toda la wilica se depormitd directamente en los viales de
cantel lao, se sluyd con ! m]l des matanol acuoso al B80% y se la
agregd 5§ ml de pgolucidén Bray para medir la radigactividad
prasente. El papel do intercambio idnico se recortd on Bogmentowo
de 3 em de ancho por 0.1 R+ de largo, cada sogmento ap rocortd en
8 fraccionmaw que se depositaron on &l vial de contellso para slulr
tambidn coan 1 mi do metanol acuosc al 80X y contar con 5 ml de
aol. Bray para centelliec liquido. Los datos de los cromatogramas

astdn expresados on X de la radiocactividad total en cada carril.
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ESTRATEGIA _EXPERIMENTAL.- Lae diferentes variables gque s»e

eotudiaron en los exXpsrimentos de inactivacion del TRH por =l
hipotdlamc de la rata fusron las siguisntes:

a) Detorminacion de la eastabilidad del TRH durante la
tneubacitn y el procedimientos de eXtraccion y andlisie.

b} Himero de hipotilames rebanados por tubo,

&) Cantidad de 3H-TRH por tuwbae.

d) Tiempo de incubacian.

o) Rendimiento del procedimientc do oxtraccion ¥ analisis de.
los metabolites.

f} Efecto de agentes tnhibidores de peptidasas en ol merdio de

ineubacion.

ESTABILIDAD DEL, 2*H-TRH DURANTE LAS EXTRACC IONES, ~ Se
detearmind la esstabilidad del *H-TRH on ausencia de tejido desde 1a

incubacidén en el KRB s 37<C pasando por a! proceso completo de
extraccidn hastia lc‘cromutogrnFSa. Coame oo pueds obgervar en la
fig. 5, la tiroliberina permancce sin alteracién alguna durante ol
proceco completo, va qus polaments se obtuve un pico de
radicactividad que esquivale al B854 de la marca presente an la
cromatoplaca.

RENDIMIENTO DEL PROCEDIMIENTO DE ANALISIS EH_EL TEJSIDO.~ Se

hizmg un foguimiento completo do la marca de TH en el mnedio v
asoc jada al tejido deaspusy de incubar rebanadas de dos
hipot&lnmos‘por tubao, durante 15 min a 37°C. En la fig. B8 se
encuentra el diagrama de! procedimisnto de la extraccién vy
anidlipig de los metebolites ¥ del TRH no degradado, sefialando en

cada otapas los porcentajee correspondisntas de recupsracidn de la
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HOMOGEHADD~ 265,333147,7684dpm UL (100%>H)

F-N residua B752+1213dpm (12,43} (3.88%*H)
SOBREHADANTE 1 255,811440,311dpm (5.7 (B8.34%>H)

B l——OELDEL 11,433dpm= (4.31%7H>
SOBRENADANTE 2 244,425420,208dpm (2.3 (B2. 12%2H3

= residuo 13,82911,976dpm (4.2 (5. 14%>H)
SOBREHADANTE 3 203,918127,834dpm 13T (786.85%H>

D }—bran!duc 11,28841,117dpm 3.7 C4.28%>H)

EXTRACTO 143,280+18,363dpm (14X} (53.8B8% H}
| 4

*H EN EL CARRIL B80,935+14,972dpm (16.5%) (30,5%%H)

FI1GURA 86.— RENDIHMIENTO DEL PROCEDIMIENTD DE EXTRACCION ¥
CROHATOGRAFIA EN EL TEJIDO. ~Homogenado de 1las rebanadae de dos
hipotdlamos resuspendidas an 1 ml de AcOH despuéa dea

preincubarias 5 min e incubarlas 15 min an { ml de KRB con 200,000
cpm  de  “H-TRH a 37=C. El homogenadc mpe scometid a loa siguiente
procedimisntos: A—cantrifugsciﬁn:a 10,000xg; B-exuraccidn con
ErtOEt (= Ho hay oc.v. porgque se agruparcn tados los extractos?);
C-precipitacidn de sales con MeOH al BOX vy  centrifugacidn &
1600xg por 30 min a 4°C; DD-evaporacidn hasta sequedad en equipo
Savant; E--cromatcprafia en placa fina en wsistema 1, raspado,
eluzidn ¥ conteo. Lop datos son promedic de © determlinaciones *
desviaci&n sstandard. Entre paréntesis con numeros condenesados

al coefictente de varieacidn ¥ con nimeras narmales el porcentaje

de radicactividad apeciada al tejido.
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marca radioactiva; ¥ osn &) cuadro 2 ae encuentra wn resuman de los
rendimientos reapsctivos para sl proceso. Cabe hacer notar que las
datos wostAp exprasades en  doms, lag cuales se calculareon a
partir de la correccidn del apagamiento por medio de la
interpoclacidn de ia relacion de eesrdndard externo de lasg
muestras sn curvas de eficiencia vs, relacidn de estdndard
extorno elaboradas en el misme ceontador de contelleo liquido. Al
final des la Incubacién, depopués de soparar el tejido del medio,
ss eancontréd gque el 14% de )la radivactividad afiadida 8 cada vial
eptaba amociada al tejidae y el resto solubilizada en ol medieo de
incubacidn. Durante sl procedimiento ds extraccion de la
radioactividad asovgciada ol tejido ¥y proparacion de los oxtractaos
para sor aplicados a la cromatoplaca e poerdid el 4B% de la marca
original, mientras qus durante ol procesa de concentracion del
extracto metandlico da loe mediosr oo pordid el 24.7% de la
radioactividad puasta a avaporar. Durante ol precesc
cromatogrdfico, raspado Y elumidn de cads {raccién se obtuvo un
roendimiento del 56.5% quedando finalmente una recupsracién total
de la marca radicactiva dal 30.5% para loa tejidos y del 42.5% para
los medios de incubacion,

EFECTD DE LA CEOMETRIA DEL, _RECIPIENTE PARA _[A THCUBACION.—

Fara conocer law mejorss condicionwey  ds  suspension de  las
robanadag ¥y optimizar la interaccion entre 1a(s) enzimas vy ol
sustrato, Bss compararan los patrones de degradacion obtenidos
cuando so incubaron las rebanadas do doxr hipotalamoe en 1 ml des
KRB durante 390 min a 37°C wen recipientes diferentans: un vial ds 20

m} con fondo plane de 2 cm de diAmetro o un tubo Ependarff cénico
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RADICACTIVIDAD EN EL VIAL DE [NCUBACION ~
(HED!O + TEJIDO> =100% 2H
RADIDACTIVIDAD EN SOLIDOS Y LIQUIDOS DESPUES
DE CENTRIFUGAR AL FINAL DE LA JHNCUBACION
TEJIDOD 14%42.3 (o.v.=1B.4%)
HEDIO Bg%i8.0 (c,v.=8.8%)
RENDIMIENTO DEL PROCESD DE EXTRACCION EN EL TEJIDO
= G4%17.2 (o.v.=13.3X)
RENDIMIENTO DEL PROCESQ DE CONCENTRACION DEL EXTRACTO
METANOLICQO DE LOS HEDIOS
= 24.7 t 8,45 (c.v.= 34.2)
REHNDIHIENTO DE LA CROMATOGCRAF 1A (DE EXTRACTOS
PROVENIENTES DEL MEDIO O DEL TEJIDO?
= 5B8.5%+ 7.1 (o.v.=12.8%)
RENDIMIENTO TOTAL DEL FPROCESQO EN EL TEJIDO
= 30.5% + 6.8 Co.v.=18.6%)
RENDIMIENTO TOTAL DEL PROCESD EH EL HMEDIO

= 42.58% + 4.8 Co.v,=11.3%)

CUADRO 2.- RENDIHMIENTO DEL PROCEDIMIENTO DE EXTRACCION ¥ ANALISIS
DE LOS TEJIDOS Y LOS MEDIOS DE I1HCUBACION. (Promedie des B8
determinaciones + desviacion ecthindard y cosficliente de

variacidn c.vd.
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TEJSJIDO HMED IO
Tubo Ependorff vial Tubo Epandorff wvial
®*H ABOCIADOD .15 20,1 88,85 79.8
¥TRH INTACTO »0.01% 35.8+13.1 92.613.8 73.248.8
n=2 n=5 n=2 n=8
XDKP FORMADA >0.01% 15.812.4 2+1.2 11.5+3.7
n=2 n=+4 n=2 n=6

CUADRO 3.- EFECTO DPE LA GEOMETRIA DEL RECIPIENTE EZS0BRE EL
METABOLISMO DEL *H-TRH. En cada rocipiante =sa lncubaron las
robanadas de dos hipetalamos on 1 ml de KBR a 37°C duranta 30 min

y ums analizaron el TRH y la DKP presentes (ver Hatorialos y

Métodow? . Lo= datos son promedio * d.s.
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ds 1.5 ml. En ol cuadro 3 se pusde ohservar qus fud minima in
degradacidn del TRH cuando pse incubd en el tubo cdniceo, ya que
.ul ruuult;dn o5 igual al qus ss obtuve cuandse #= incube el 3H-TRH
sin tejido. Ademds, Ia cantidad de radkoactluﬁdad ascciada al
tejido practicaments no es destectablas oan al tubo Ependorff,
mlentras que con la incubaciédn an sl vial, en donde la agitacidén
#ai favorece una dispersidn efectiva del rejido, se observd uns
desaparicién importante del]l puvstrate asf{ como la aparicidn de
atros picos de radiq;clividad que concusrdan con los pardmetros de
migracidn de loe estindares,

DETERHINACION DE [A CANTIDAD_OPTIHA DE TEJIDO ¥ DE SUSTRATQ

B

RADIOACTIVO.~ Como desconociamos la magnitud de s actividad de

las enzimas gque catabolizan al TRH, pe optudiaron las correlacionos
entre ja produccion de la DKP que aparecia coma metsebolito
principal {cuadrao 5, pAg. 58 ¥y la desasparicién del TRH con el
nimerc de hipotdlamos incubados. Se cumpararon las percentajss
fcrmudés da DKP asal como Jlop remanentes del TRH deupuéds de
incubar en 1 ml deo KRB lao rebanadas de 1, 2 ¥ 3 hipotdlamos a
37=C durante 30 min. En la figura 7 ase presentan las grificas do
los porcenta jss respactivos obeervados al final de la incubaciodn
tanto on ol moadio de comoc en el tejido; ¥y en la figura B las miemon
porconta jos corragidos poar myg te proteinan. Como sms puedo ovboervar,
mg en o] telids sn donde so encentre diferencia con respecto al
nomeroc de hipotdlamos incubadas; en el medio de incubacidn
priacticamento no axigte varis:zidn.

La cantldad mas adecunda do sustrato se determinéd incubando

rebanadas do dos hipotdlamog con 100 00D, 200 000 y 400 OO cpm do
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~ MEDIO DE INCUBACION
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*{=-TRH (333, 666 y 998 pg deo TRH respesctivamonte) on 1 ml1 de KRB
durante 15 y 30 min s 37=C. Las graficas de las figuras 8 y 10
tienen los valores encaontrados para cada condieién tanto en ol
madio de incubacién como ean @1 tejido. Al igual que con la
tncubacidn de difearonte numero de hipotdlamos, tambidn en este
casa chsmrvanos quse ao on 8l tejido donde =ss presentaraon
variacionos mas grandes con relacién a la proporgidn de psustrato
marcado ¥ la desapariciéon de TRH ¥ aparicién de DKP.

En cuanto a las graficas exprosadas en porcontajos por mg deo
proteina hubo cambios en cuanto al valor absoluto de les datoe,
parc no ea observareon cambie=s relativos significatives pues en cada
una de las grdaficas lar poendientes de las lineas ne aprecian
prdcticamente iguales.

INFLUENCIA DEL _TIEMPO DE__PREJHCUBACION.- Con el objeto da

determinar el tiompo minime necesaric para oquilibrar el tejido a
av=C ne eofoctuaron proincubacicnes de §, 15 ¥ 23 minutos,
combinadas con 15 min de incubacidpn, Los resultadas indicaran gque
en ol medio no hay diferencias impertantes con respecto al tiempo
de preincubacidn, pues en cualqguiera de los intervaloa entudiados
ge eancontrd qgue en el moedio de incubacidn al to el 83% de la
radiocactividad presente correspondta al H-TRH y =l final de 1a
incubacidn habia desaparecido el 25X dei ®H-TRH. De acuerdo con
ostos resul tados, se declidiéd preincubar regularmente durante §
min. .

DEGRADACION DEL.  *H-TRH_POR LAS REBANADAS DE HIPOTALAMO DE

RATA.- En la figura 11 me prosenta el perfil dol cromatograma en el

sistema | que se obtuvo despues dea! procesamientoc de axtracoildn y
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‘anAlinis de la marca radicactiva sn les tejidos y el madio, al
incukbar lar rebanadas de dos hipotdlamos con 200 000 cpm de ®*H-TRH
en | ml de KBR duranta 156 min a 37°C. En paralelo a lan abacisas mo
marcaron los Res de los estApdares frios que se cromatografliaban
simultAnsamente con los  extractos. Como se ve assfializado sn la
figura 11, an ol asistoma | los Resx de la prolins e his-pro, his—pro
¥y TRH-OH arsi como do }a Pro-NHz y DKP son muy parecideos, por lo
Yque ewtos eXtractos ne Agruparon para recromatografiarlos en el
sistema Il ¥ en papsl de intercambio ionico como se doscribkid an
HMaterial ¥ Hétcdons. En la figura 12 se pressnta el perfil
cromatogrAfico de lom grupos do marca radioact iva
recromatografliadoe en ol gigtema |1 ancontrando, qus lus posiblas
meotabal ites marcador aobra la prolina que se formaron durante }a
incubacion fueron: Pro, Hie=Pro, TRH-DH, DKP. Cabe hacer notar gua
con esto dizelioc exporimental no chesorvamos produccién de Pro-HHz.

En los cusadros 4 ¥ 5 se pueden ver los pordentajes dal TRH y
los metabolitus Identificados tentativamente por #su correspondencia
con log pardmetros de migracidn de loe sstindares incluyendo los

valores dotorminados deepuépg do recromatografiar on el sistema I
las fracciones de mala resoluciédn en ol siatema [. El cuadro 4
presenta los datos sncontrados al Lty despubds da 5 min de
preincubacidn vy el cuadro b los encontrados despuds de 15 min de
incubacién. Los datow depscritoa na se corrigleron por mg de
proteina  ya gue como £48 menclond anteriormente on al pdrrafo del
aatudico de las cantidades dptimas de tejido ¥ sustrato, los
rosultados relativos no oe ven afectados por ects pardmotro.

CIHETICA DEL CATABOLISHMO DEL, *H=-TRH.=- Con &l fin de determinar



56

e
80L& Medios e mcubocien
O Rebanadas de Tajdo
E (o]
8 “r
B
1
n
b
1 ] 1 X ] 1 !
a2 o4 je) =] o8B 10
Rf
TRH-CH PRONH,
PRQ HSPRO TRH DKP
FIGURA 11 .— Cromon .o e me -
racoctoerist i oo cdel =H—TRH -l
metabol L too - L} oimtemma I .
Los ocompuomE toe Tramir o - Lra [ —
dom del] mecdic yw del o b os ol el ek ey
Pube cde tnoawuibar— laeo rebanaco s
[= %] dAdos hipotdlamos - 1 mi cdw

KRB duranmnrtes 30 m;mimn = VT .



58

W FRACCIONES
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BUSTRATD O MEDICO DE
FRODUCTO INCUBACION
TRH ar.713.8
{10, 4.30
DKP+FroNHa 3.611.2
16, 33.80)
Prot+His-Pro - 3.4%1.2
8, M.EX)
TRH-OH+His~Pro 5.242.8
@, .60
TRH-OH 1.6810.1
2, 8.6x}
Pro 0.31x0.0
2, 0.0%)
His-Pro 2.610.3
2, 13.%)
ProNHaz 0.0%0.0

CUADRO 4.~ PORCENTAJE DE TRH Y &US

TEJL DO

71.0413.3
(7, 18.7%)
15.444.8
7, 31.50
5.042.0
{6, 41.1%)
6.2+1.9
(8, .85
1.440.1
2, 10.0%)
2.540.3
@, 1.m
4.840.5
(2, 10.20

©¢.040.0

METABOLITOS A O HIN DE

INCUBACION. Rebanadas de dos hipotAlamoes se preingubaron a 37=C en

0.2 ml da KRB; a t, me les agregaran 200,000 cpm de “H-TRH en 0.1

al do KRE o inmediatame

promedio + deaviacidn

nte se pard la reaccidn. Los dalus sBon

estdndard; santre paréntesia numerc de

datsrminsciones ¥y coeficisnte de variacién,
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BUSTRATO 9

FPRODUCTO

TRH

DKP+ProlHa

ProtHis-Pro

TRH-OH+His~Pro

TRH=-OH

Pro

His-Pro

PKP

ProNH:
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HEDIO DE TEJITI DO

INCUBACGION
72.7+8.0 58.248.1 '
(e, 8.30 (13, 15.7)
13.643.5 24.748.7
(44, 26.20 a4, 2220
8.742.8 9.213.5
4, A 134, 38,10
7.042.9 8.8+2,9
(14, 42.1%) (14, 3.4}
5.012.4 1.340.7
(10, 47.3X) B, 55.20
1.740.7 8.042.7
18, 40.20 @, 30
6.813.0 2.843.1
1$0, 4&x) {10, 108X)
12.743.3 26,2+8.3
18, 25,90 1o, 2.3
0.040.0 0.040.0

CUADRO 6.- PORCENTAJE DE TRH Y SUS METABOLITOS A LOS 16 HIH

DE

INCUBACION. Rebanadas deo dos hipotdlamos se preincubtarcn 5 nin en

0.8 m! de KRB; w»e agregarcn a te 200,000 cpm de "H-TRH en 0.1 ml

KRB y se ihcubaraon

de

15 min a 37"’0L Los datoes son promedic +

desviacidn estdndard; entre pardéniaosin nuoaro de

detasrminaciones ¥ coeficiente de variacién.
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lae velocidades des deBaparicion del *H~TRH ¥y de apariclién do sus
matabolitos, me incubaron a 37°C lar rebanadas de dos hipotdlamos
con 200 000 c¢pm de *H-TRH oen 1 m! do KRB durants 0, 5, 18, 30 y 80
min. En cada punto me analizeron tanto ol medio de jncubacicon como
el tojide por laon trop pciotomas cromatogradficos gue se
deseribioron an Materiales y Métodos. Como ee puede observar an la
figura 13, al t, hay uha rédpida aparicidén de DKP on el tejido, la
cudl guceds tan =sdlo en el intervalo de tiempo C1.5 min
aproX imadamente? entre la adicidn del *H-TRH despuds da 5§ min de
preoincubacison a 37°C, la centrifugacidn durante 30 eeg ¥ la
separacion del medio para sagregar el dc. acético al tejido. Este
compartamieanto se pudo confirmar en oxperimentos subsecuontes, on

los que oiompre so analizaron loao metabolitos formadoe en medic KRB

como control a to ¥ a loe 16 min de incubacion con el susirato
exagenac. Pasteriorments, daspués da un incrementao paoco
pronunciadeo perc constanta hasta low 18 min, se produjo un

plateay en la produceion de la DKP en &l tejido, probablemente
deabido a pu subswvcuente degradacion a His=Pro ¥ Prolina. Dicho
pPlatsaw rambiébn puede deberse a la posible difusion de la
His-ProNH: al medic, o bien, a la combinaciédn de los dos eventos.
En lo qus respacta a la formacién de TRH-OH se cbmervd gque su
presencia fud cami nula hasta lom 18 min do incubaci1on tanto en
el tojido como en ol modio de incubacitn y que ea hasta después
agts tiompo cuando su produccion &8 mayor.,

En la fig. 14 se presenta la clinatica del 2H-TRH ¥ BUB
matabolitos en al medic de incuﬂncién. En el t. encontramos que la

radivactividad presenta correapondia a TRH intacto (84%) ¥
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posteriormente, durante la incubacion o) comportamisnts de la
dosaparicion del PH-TRH es muy parecide al gquo @se obeervd en e!
te jido, aunque con una pendionte menos pronunciada an los prineros
A0 minutos s igual para ia svegunda mitad do la incubacion,
Tambisén agui la DKP fué el principal producto da degradaciédn,
aunque a diferoncia del tejida, au formacidn ss dotactd degpubs

de 5 min de incubacidn y al plateau empezd & los 18 min. Los
otroe metabollitoe que pudimos cbpervar an ol medio de incubaciton
fuercon también ol TRH-0H, la Hip-Pro y erolina, aungque a
diferencia del tejido, en cantidadeos que no rebasarcn el 55X para la
His=Pro ¥y prolina ¥ ligeramente mayor del SX para al TRH-DH solo
hagta los B0 min de ingubacion.

EFECTD _DE 1HHIBIDORES DE PEPTIDABAS.- Dospuss de definir los

diferentes matabolitos del TRH formados durante la ojescucian dal
dioefic sxparimental degerita, Be tratargn de caracrterizar las
anzimas quo llevan a ofecte la degradacicon del TRH hasta DKP por
modieo del wso de agentes quilmicos que pe aahe a}ectnn a las
onzima#t que tambian degradan al TRH an otrag distonadg
exper imentalas. Dichon agentas fueron: pi~oGlu-B-naftilamida
(pGBHAY O0.imM, un sustrato fluorogénico artificial de la PGaAl,
inhibidor competitive de é4sta pero sin acclién sobre la PGA Il
bacitracina (Bre.) 2.5 nmM, inhibider do 1la PPCE y do 1la FPPDA;
ditioeritritol {DTE3 2 o, agents antioxidante de gruposo
sulfhidrilos que es nocesario para la PGA | 2 i1nhlbe a la PGA L1:
yodoacatamida Cl=fcavL) 0.8 mH ¥y 2 mH, inhibidor de lae
tiol=proteasas ¥ de Ian PCA |} 4ac., etiléndiamino

totra—acético

CEDTAY ©0.5 mM y 2 oM, agonte qualantes de ionss divalentes gue
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regquisren la PGA | y PE para su oxpresion mAxXima, paro que inhibe

"a 1a PCA 11 ¥y la 1,10-orto-fenantrolina (o-Fen) 0.5 ot vy 2.0 mi,

gue e un inhibidor muy sfectiveo de la PGA 1. Las rebanadas de 2

hipotaiamos ee incubaron con 200,000 epm de *H-TRH on 1 ml de KRB

a 37°C durante 15 min ¥ con los inhibidores adicionados desde l1a

preincubacién de 5 win. En loe cuadres B ¥y 7 se presentan loso

datos abtenidos

despubs de analizar en sl tejido y el medic de

incubaciédn los metabolitons formados en ia preesencia de fos

inhibidores de poeptidasas arriba mencionados. Los resultadcs enléin

expresados en los porcontiajss rolntivos a los metabolitos formados

cuando oe incubd el tejide en KRB sin agregar otro agenle

quimico. Con al cbjeio de asegurar que al EDTA, la Bac., o-Fen ¥

I-Acet actuaran efoctivamonte a la concontracion daterminada, con

estas pubstancias &l KRB se propard sin Ca** ni Hg"~ ¥ también Ba

campard al sfecro de la ausencia de dichos metaless divalentas ean

ol modio de incubacién (cuadros 8 y 7.

Dos los diforentos agentos estudiados., solo la o-Fen causd un

marcado afecto inhibitorio an la produccion de DKe,

disminuyédndola en a8l tejido hasta en T3X ¥ en el medio hasta en

81% de la producida en su ausencia. El restc de las sustancian

sztudiadas no tuvieron repercudidn importants scbre ls formacidn

de la DKP.
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TRH DKP PRO HIS-PRO TRH-OH
KRB 100+15.7 100427.2 100+34 100+480.3 100455.2
(13, 15.7%) (14, 20.20 (8, 3% (10, 80,35 (8, 55.2%)
KRB~ 92.3+3.3 83.414.8 180133‘.6 68.1414.8 28.1%1.1
(2, 3.69 2, 5.8 (2, 21%) (2, 21%) 2, 0.2
pGBNA 1168+17.3 77.3426.8 ©91.249.4 B84.8448.7 4074407
0.1mM 6, 14.9%) (6, M.40 (1, 10.3%) 4, 76.7%) (4, 100%)
pGBNA® 10348.8 74.9420.7 135+18.5 15348.0 300+18.2
0. 1imM 4, 3.3 @, 21.7% (2, 13.70) (2, 5.9%) @, 6.4%)
DTE 95.7+18.2  118+7.2 8.1+0.8 15.510.3 23.1+ 4.7
2mM 4, 20,10 4, 6.20 @, 10.90 (2, LT 2, 0.2
EDTA"~ 93.3+8.3 102+18.4 158+75.7 100443.1 30.145.3
0.5mM @, 8.9% (2, 19.5%) (2, 8% @, 4 @, 17.20
EDTA*~ 94.343.9 88.7+5.4 88.7+16.4 28.513.8 138+454.4
2mM @, 4.0 (2, 6.9 (2, 21.9% (2, 12.80 2, 9.3
pGBNA* 11444.2 78.1410.9  10241.5 132410.8 89.213.2
+Bac.® @, 3.7 2, 13.9% 2, 1.5 (2, &) @, 470
o-Fan* 132+7.2 28.7+1.1 18.542.2 15.6+3.7 53.845.1
C.5mM (2, 3.5%) @, & (2, 16.4% (2, 23.64) (2, 9.4%)
o-Fan* 111412.7 58.742.5 43.5116.8 45.3+27.5 2004123
2mM (2, 11,40 @, 4.5 (2, 37,99 2, 60,65 @, 61.4%)
I-Acet~ 110+8.8 81.4+13.89 106+52.8 25.9+8.2 108+80.8
O.5mM (8, T.50 (8, 17.1%) 4, 49.3% (4, 31.6%) (4, 56.60
I-Acet~ ©8.1+12.1 86.68+13.2 54.4113.3 2245.5 1154286.3
2mM @, 1220 (2, 15.2 2, 24,45 2, 23 (2, 22.80

CﬁADRO 6.— EFECTO DE INHIBIDORES SOBRE LA PRODUCCION DE METABOLITOS
DEL ®H-TRH EN EL TEJIDO. Se presentan los porcentajes de los
metabolitos encontrados en al tejido en la presencia de agentes
quimicos con relacidn a los formados sn ausencia de ellos. En
presencia de los agentes quimicos indicados, las rebanadas de dos
hipotdlamos fueron preincubadas por 5 min e incubadas 15 min a
37=C con 200,000 cpm de =H-TRH en 1 ml de KRB. "El agente quimico
se agregd solo durante la incubacidn, "El KRB no tenia Ca~" nij
Mg+, ©La pGBNA fué 0.1mM vy la bacitracina 2.5mM. Entre

paréntesis numero de determinaciones y coeficiente de variaciodn.
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TRH DKP PRO HI1S~PRO TRH-OH
KRB 100+8.3 100+26.9 100+41.2 100+44.1 100+48
14, 8.3%) (14, 26,20 @, 40.20) (10, 44%) (10, 47.5%)
KRB~ 94.540.5 101+11.9 a4.1¢16.6 200+38.2 52.8+1.0
(2, 0.6%) (2, 1.3 @, 12.%) (2, 19%) 2, 20
pPGBNA 103+8.6 77.7422.2 78.5+41.2  126+68.1 124+20
0. 1mM €, 9.4%) @®, 28,20 (4, 33.3%) (4, 34.50 4, 16,70
pPGBNA®  00.7+1.4 82.2+25.2  112423.5 182435.3 14044
0.1mM (2, 1.9 2, 40.4% (2, 22.30) (2, 19.40 2, 30
DTE 10B15.7 56+18.3 84.748.2 100450 162432
2mM (6, 5.4%) (6, 28.9%) (4, 12.8%) (4, 50.4% (4, 19,20
EDTA™ 10744 72.6848.6 121+411.8 12848.8 64+2.8
0.5mM 2, 3.7% @, 13 (2, 10.3%) (2, 6.6% (2, 4.4%)
EDTA™ 90.644.3 72.616.3 13240.2 200+31.2 186122
Z2mM (2, 470 (2, 8.7%) (2, 15.78) (2, 15.6%) (2, 13.6%)
pGBNA*  10013.8 B1.5+1.5 88.2+21.2 209+58.8 56+8
4+Bac.< (2, 3.9 @. (z, 24,50 2, 23,10 2. 13,30
o—Fen~* 12240.7 18.941.6 19.412.4 70.844.1 9815.68
0.5mM 2, 0.60 2, 3.3 (2, 10.70 @, 5.9% @, 5.90
o-Fen* 11241.5 36.345.3 35.3416.5 B81.847.2 110410
2mM (2, 1.2 (2, 14,40 €2, 47.10) (2, 8.5%) (2, B.9%)
I-Acet® 102+8.1 69.6+12.6  108+35.3 1814135 118128
0.5mM (8, 8.9% 7, 0.99 (5, 33.30 (S, 4.9 (5, 23.1%)
I-Acet* 90.211.6 92.617.4 70.6127.1  254+119 144144
2mM (2, £.84) (2, 8.0%) (2, 3 (2, 46.80) (2, 30X)

CUADRQ 7.— EFECTO DE INHIBIDORES SOBRE LA PRODUCCION DE METABOLITOS
DEL *H-TRH EN EL MEDIO DE INCUBACION. Se presentan los porcenta jes
de los metabolitos encontrados en el medio en la presencia de
agentes quimicos con relacidn a los formados en ausencia de
ellos. En presencia de los agentes quimicos indicados, las
rebanadas de dos hipotdlamos fueron preincubadas por 5 min e
incubadas 15 min a 37°C con 200,000 cpm de *H-TRH en 1 ml de KRB.
“El agente quimico se agregd solo durante la incubacidn. "El KRB
no tenfia Ca~* ni Mg*". =La pGBNA fué O.1mM y 1la bacitracina
2.5mM. Entre paréntesis numero de determinaciones y coeficiente

de variacién.
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El usa de rsbapnadan de tejide cersbral para ol ecgtudio
multidisciplinario de ia funolen mindptica om wuna técnica
comp lomentaria qus pormite el estudio da mocanisnos de
interaccioneos inteorcelulares (Yamamoto y HMec llwain 18883. Lars
rebanadas del tajide smson trangferidac deontro de wn ambientns
artificial comoc unidadep funcionales intactag en lano cuales
permanecs organizada sentre =1 ls complicada herramienta celular,
la® conexiones entre las neuronar ¥ las da opntro las céjulas
norviosas ¥ gliales. Probableomente la ventaja mas importante de la

técnica de rebanadas, ¥y tal vez la que afiade una nueva dimensidn

a la estrategia exparimental, ®8 que pormite el acceso al milisou
interno del cerebre., EI uso do eota metodoleogia permite
correolacionar niveies fisiolédgicos, bioquimicos y anatdaicos

ba jo condiciones controladas (Lynch y Schubert 18802,

En el traba jo gque aqul homoo dssgcrita, utilizamoa rebanadas
de tejido hipotaliamico que permiten un estudic integral de l1a
dogredacidn de! TRH ademés de que hasta dondu sabemos no ses ha
utilizado previamentes para este problema en particular.

Comoc sne pusde obscorvar en la figura S (pdag. 432, el sustrato
trazador pormanacid gstable hagta por 30 minutos de incubacian ¥y
durante ol preocesc comploto do la extraceidn y andligis. lo cual
garantiza cqus los cambios obeservados cuando #e encontraba en la
presencia del tejidc me dablarcn precivameonte a la accidn de é=nte
sobre wl TRH. Adeomis, revultd evidente que para que ol BUBLrato
pudisra interactuar con ol tejldo se requieren de condiciones de
dispersien aficientes, ¥& qus cuando o] tejido se depositd en

tuboe Epsndorff de fondo coénice, el tripéptide no sufriéd ninguna
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alteracion ni miquiera doopués da 30 minutos de incubacion
(Cundro 3, pig. 477.

Cowa ] =*H-TRH que utilizamos ostd marcade en sl anillo de
prolina, el d4nico metabolite gque po pudimos detectar fué la
histidina, win enbargo, la Pre—-HHz: gque s! podriamos detectar, no
la observamoe con éste sictema de rebanadas hipotaldmicas, ni
siquiera desputp de 80 min de incubacidn ni on ol madio ni en el
tojido en ningunc da lop exporlmentos ofectuados {(Cusdroese 4 y 5,
pige. BE7 y S8). Aungua la prolinamida ese hes propuesto como
metabolito directo dal TRH (Kreider ot al. 1981}, neg se ha descrito
hasta la focha una enzima Qqus actie pobre 4]l y lo divide en
<Glu-him + Pro-NH2, En loo reportes donde detectaron este ultimo
compuesto daspués de incubar *H-TRH con fracciones particuladas ¥
axtracton de cerebro (Matsui st al. 1979 vy Bauer ¥ Lipmann 18762,
Se propons guo o8 un producto smacundario de la degradacion del
TRH, conptituyendo juntoe ocon la prolinas, los productoa de mayor
proporcion en dichas preparacionees. Aparentemente, la HFI ascciada
a la fraceién particulada de cerebro de cerde no se encuentra oen
la porcidn scliuble de cerebro de cobayo ni en las fraccionaw
particuladas ¥y solubleos ds ndeﬁoh\pofiniu de rata (Bauer ¥
Kleinkauf 1880, Browne ¥ 0'Cuinn 18B83) putts en ninguno de estow
casops oe ha detectade la prolinamida entre los otras metsbolitos
del TRH. Como tampoco la pudimos ver en  las rebanadas  do
hipotalame des rata, epto indica que aunguo la enzima pudiore esatar
an ol hipotdlamo, no pusds degradar apreciablemente = 1a
hisg-pro-NHHz, ya sea porque hno tiene accezo al Jugtrato  si Be

encuentra dentre deo la cdédlula, @ bisn, porgues aunaue estuviera
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préuenta “an la mombrana plasmatica pudieras tener propiedades
cindAticar tales gue no le permiten manifeatarve on nusstran
condiciones experimeontalos o porgque tenga gque competir con oOtra
anZima mas efectiva ¥y mojor ubicada (como podria saer la PPDA).

Ya qusa lag condiciones an las que pso efsctuarcon los
eXparimentios dasaritos no son lan adecuadas para que el TRH »se
internalice on las célulaw {(Charli ot al. 1984), en el Bislema de
rebanadas agqui descrito, 8! *H-TRH pudo haber sido degradado por
onzimay solubley l1tbaradas de células rotas o rpecratadas
activamente por células vivas, o también por enzimas membranales
extracalularos o intracelularsas expuostas al rsustrate por la
ruptura de las célulae durante los cortas del tejido,

Como e menciond previamente, la PPCE er una oenzima saluble
muy wostable, por lo tanto, la preduscian de TRH-0OH noes puads

sarvir de indicador de la posibla contaminacién solubla. Como

puede versc on la cinética de las figuras 13 ¥ 14 (page. G0 y 81>

ol TRH-UH 8o prusenta on cantidades despreaciables deasde al inicio
del contacto del pustrate con al tejido hasta los 18 minutos de
incubacidn, lo cusl indica que sn la preparacidn experimental no

hay wna presencia importante de peptidasas solubles hasta ese

momento ¥ Psugiara que los eventos detecstadas on ol tojido durante
los primeraor minutos de la incubacion se deben principalmante a
sn=ima® mombranales. Despudy de los 18 min de jincubacién, la
cantidad de TRH-OH oo va ineremantando paulatinamerto,
congtituyesndo a les B0 oin wuna proporcion mayor C17% de 1a

radicactividad asmociada al tLojido}, lo qus noe habla mas bian del

doterioro da las céluylas conforme pasa ol tiempo, el cual Eo
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‘manifiesta con la destruccién de la membrana plasmitica que,
probablamente reta, psrmite sl flujo en ambos wantidos ds lo que pe
encuentre dentro y fuera da la c8lula. Por otra parts, COmo cOn
tigmpos des preincubacién prolongades tampoes hubo un cambio
significativo en la proparcian de DKP formada ni un incremento
tmportante eon la produccion de TRH-0OH, podemoe raforzar la
ovidencia de ocontar con un dgistema con muy poca coantaminacion
saoluble an loa primeros minutos do incubacion. Esta obpervacién
ze ve reforzada también por los resultados que po muostran on la
fig, t4 (pag. B1), en la quo Be predantsn las pequefad cantidades
de]l TRH-OH (3.4%) y de los dos metabolitos secundarios Hia-Pro v
Pro (3.5% ¥ 1% respoectivameonte?) que se epncontraron en o] medio de
incubaciadn a loz 18 min.

En los gue respocita a la DKP es importante hacer notar gque con
mote diseiic expesrimental fué gonuvislentemonte al principal
motabolite del 2PH-TRH. Lsa cinstica de la praduccidn de la DKP
(figs. 13 ¥ 14, paAgs. B0 ¥ B1) mostrd la inmediata aparicion de
ante motabolito an el tejido desde ol momento en qua el *H-TRH hizo
contacte con ellos, uugléiundo qus la enZima se Oncuentra an
condicionas Gptimae para intaractusr con el guBtrate ¥, como
arriba so menciond que b wild womcntc no ge obhoerved la preasencia
de poeptidapas solubles, se propons gque e la PGA 1) (ls
metaloprotoasa membranal) la fque #8 manifiesta en huestro siotema
experimental. Desputa de iniciada la incubac:14n, en ol tejide
cantinua la preduceidn de DHP con una pendiente poco pronunciada
haosta los 18 min, despubp de los cualee permanece en proparciones

sasi constanteds hastia lee 80 min, debido probablemante =a ia



71

desnaturalizacion de la PGA !l y7o nl deterioro de las células.
Misatras que en ol medic da incubacién la aparicien de la DKP
fué mas prenunciada hasta los 18 min, después de los cusles
también siguid aumentando pero con una pendiente menor que &l
principio, de tal farma gue on lad primoros minutes conforme oe iba
productendo por ol tejido Bé ipa wsliminando en el medio de
incubacian y despuée de los 18 minutoo la enzima del tejide ya no
astaba muy activa o ¥a se oncontiraban procontos enzimas solubles
due las c#lulas vivag pudieron Sacretdr o gue las céluias
detericradas pudieron liberar gqus metabolizaron al “H-TRH y/o a2 la
Hig~Pro-NHHz ¥ que tienen diferentaes propiedades cinéticas.

En raferencia a la clnédtica de la His-Pro, este dipéplida se
inicid en ol tejido en proporciones modestan, aungque mayores que
las dol TRH-0H, presentd un ligero aumento hasta los 18 min de
incubacidn mantoniéndosre aAs!l hasts loo 30 min despuée de los
cus leas disminuyd también iigeramente. Eota proporcidn tan
astable durante la gegunda mitad de la incubacidn wve debid
posiblomente a la desnaturalizacian de laz enzimas PGA y PPPA y/o
al deteriovroc de las cbdlulas, Como e menciand anteriormente, la
PPDA w2 la enzima que actua sobre la His-Pro-HHuz generanda a la
Him—Fro <(fig. 3, pay. 213 y también re han descrito dos enzimas
con epta funcion, una soluble CBrowne y O0°Cuinn 18833 y otra
mambranal ¢(0'Copnor y 0O°'Cuinp 1888 Torres etr al. 1888), por lo que
o] hecho de que an nuaptro sistema axperimantal se haya observado
tambion mgte metabolito desde ol inicio de la incubacidn guanda
no onzontramos sofiales de la pressncia de peptidasas sclublas, as

conaistents coh la propuesta de gque on nuestrsas condigcionus loo
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efactos obsorvados al inicio de la incubacion gobre el metabolismo
del TRH se debon a la acolén de enzimas on la membrana
pPlasmAtica. Ademés de dque on el medio de incubacidn se mantuvo
on proporciones muy bajaz y constantes hasta los B0 min.

La prolina fermada en el tejido fué el sogundo metabolita an
cuanto a cantidad. La cinatica en el tejido presentd un canstante
ineremontc desde loa § hasta los 80 min de incubacion, pero en el
medio ogu presencia siempre fud on proporcionas muy pagueilas aun
al final del perilado do tncubaciaén, Como LY} manciond
anteriormente, se ha propuesto qua la prasencia de Pro os debe a 1a
accion de la PD <(fip. 3, padp. 212, enzima que hasta donde
oabomos, ha sido purificada parciaimente y caractorizads do
fraccionee sclubleg do cerecbro y adenchipéfisis (Browne v 0O°Cuinn
1883, ¥ Bauer y Kleinkauf 1880) ¥ no se ha doteoctado en {racciones
mombranales, asf{ gue eo! haberla observado =0 nNuUestro =Si1otoma de
rebanadas ascciada principalmenta al tejide ¥y on proporcionas
mayores a las del TRH-OH e un hallazgo que consideramos raguivre
de investigaciones pubsncuentes que profundicen wscbre la PO y ol
catabalismp dp la His-Pro.

Como mo pusds observar en los cuadros 8 ¥ 7 (page. 84 y 8653
1a adicidn des=sda la pPreincubacién o on la incubacién
exclusivamonte do inhibidoras o competidores de lan poptidasas como
el pUGBNA, no produjo resultadeos significativamente diferantaesn, por
lo que con ol reeto da inhibidores lox expeorimentos =s efectuaran
afiad { endo la sustancia eon edtudio desde la pretncubacion,
(Resultados seme jantes se cobtuviarcn con bacgitracina y DTE. aunque

ne se ancuentren los dator on los cusdroa B y 7).
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Cuando wse incuba &) tejido en KRB ain Ca*~ ni Mg** y¥/o se
agreogaron a la mezela de incubacidn inhibidorea o competidoree de
la PGAl como la 2 - yodeacstamida 0.5 ¥ 2 mH (Brownea y 0°'Cuinn
18837, pGBHA 0.1 mH (Bauer y Nowak 1878, Kreider et al. 18981, EDTA

‘0.5 y 2 mM , DTE 2 mM <{(Garat st al. 1888) y de la PPCE como
bacitracina 2.5 =M sola o en combinacidn con pGBHA 0.1 =l
encontramos Que on lugar do observar un aumento considerabls sn la
cantidad do *H-TRH intacta ¥ una disminucién muy marcade en Ja
produccidn de TRH-OH, Hie-Pro y DKP., no hubieron tales cambics ¥
opuestamonts A lo osperado aumesntaron las proporcionen de TRH-OH o
Hia“Pro. Sin smbargo, cuando se& ugd 1,10-o-fenantrolina, quo esti
descrito que o8 un inhibidor muy efectiveo da la PCA 11 (Lee et al,.
18812, encontramon que la produccidn da DKP disgminuyd
considerablemente tanto un el tejido como en el medio (71X y BI1X
respectivamentel) a la concentiraci:on 0.5 wH y en 43% ¥ 64% para wi
tojido y el medioc reaopectivaments on la concentracicon 2 mM.

Los resultados presentados en este trabajo apoyan fuertements
la propuesta de qua la PGA (1 es la enzima responsable de la
inactivacién bioldgica del TRH en el hipotdlamo. Aungue con egta
digefic experimental ho 8o punde eXeluir la posibilidad de que la
enz ima ms sncuentra en la cara interna de la membrana plasmdtica,
sa considerd muy factible que la enzima se iocalicea en la gara
extarna, ya gue actualmentes 8o acepta gus las neuropsptidascas
mombranales son las encargadas de la inacgtivacion extracelular de
nouropfpt idosn, como ha #Bido demomtrado para 1a encefalinasga
(Sehwartz et al. 1981, Patey et al, 1881, Chesoler ot al. 1984),

Estos dateos sirvieron de base para futuras exploracicones agobre la



74

local izacidn oxtracelular de la PGA [l v durante &) intervalo de

Ltiempo eantre !la generacidn de toda la informacién prosentada

aqui y la integracidn do éesta tesis, 8n este laboratorioc se

cont lnuarch lom enstudice relacionados eon los mecanismoca de

inactivacidn axXtracelular deoel TRH. Debide a que las rebanadas

ropresentaban un modelo cuya (ntorpretaciorn de loge datos no eara
conc luyente, =s utiljizaron metrategias experimentales mig

complicadas ¥y cositonas. Aol que as prepararch células en gcultivo
¥ ssnaptosomas, on 19s cuales al ser pormeabil izados, homogenizades
o solubilizadas, ja acrtividad de la PGA Il ne tuvo un incroemento
aignificativo en comparacion con la actividad en las células o

sinaptogomas intactos; mientras que ol tratamionto con tripsina da

lag céjulasn o loo uinaptuaémus s{ alimind entre el 70 y BOX de
la actividad enzimadtica, por lo que os concluye gue eofectivamente
la PGA 11 o una ectoanzima, os docir, gue sstd4d emboebida esn la
mepbrana plasmitica con al it activo local izado
axtracelularmente aunque an este momento ne me pueda dafinir ai
estd on la membrana pre- o postaindptica (Charla: et al. 188872 .
Adetnas, por esu alta aspecifictdad se coneidera como la primera
onzima wepecifica de un neuropéptido (Wilk 1888, puer presganta
una distribucién muy hoterogénea en las difersntes regicnes del
corsbro de la rata (Vargas ot al. 18873 lo cu=nl s asigina wna
funcien nuy definida. Finalmente, en rebanadas de hipotdlamo, un
inhibidopr enpacifico de la PGA Il la H-carboxil — feniloetil ~-Hia-
naftilamida, proaucu un importante aumento en la recuperacidn del

TRH liberado [ vitro basalmente y por eatimulacian (Charli et

al. 1888>.
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En cuantoc a las enziman solubles PGaA I ¥ PE, utilizanda
inhibidores especificoas de Agtan, sa damoatrd queo la
recuperacien del TRH liberado in vitre de rebansdag de
hipotAlame no se ve modificado, por lo que se demusestra que astam
anzimas no parscen estar involucradas an ol contraol de los nivelss
intra- o extracalulares dol TRH (Charl: et al. 1887).

En conclusisn, podemon afirmar que 1a informacidn
suminisitrada an este trabajo sirvid de base para colocar a la PGA
11 como la enzima responsable ds la Inactivacion del TRH en lae

einapois hipotaldmicas TRHéergicas,
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