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R E S U M E N 

La hormona liberadora de ttrotropina CTRH> eetA conatitu{da 

por el tripeptido piroGlu-Hís-ProHH2. El TRH ha stdo considerado 

como un fuerte candidato a neurotranemieor central. Si eete fuera 

el caao, el TRH 11berado de la terminal nerviosa requiere de un 

mecaniemo de tnactlvación qua pormíta reotablocer rápidamente las 

condicionee de reposo de la membrana einAptica. Su conuidera que 

el proceeo de inaclívaciOn m4e probable ee la degradación 

enztmAttca del TRH en el eepaoio eináptico. LBD troo onztmaD que 

metabolizan al TRH eon: pretina endopeptidaea CPE), piroglutamato 

amino peptidaaa eoluble CPGA I> y plroglutamato amino peptidaea 

membranal CPGA 11). Debido a que la actividad de la PCA 11 parece 

reoldir on lao membranas stnaptoaomales del oerobro, en oate 

trabajo ae lntent& demostrar que ee 1& en=lma responsable de la 

inactiuacton del TRH como neurotransmiPor en el htpot41amo. Para 

conrtrmar esta hipOtoslp eo oatudiO la dogradación del 3 H-TRH en 

rebanadas de hipotAlamo de rata incubadas en preoencla o ausencia 

de agentep quimtcos compottdoreo o inhibtdores do la POA 1 y la 

POA 11. Loo productoa motabOJtcos so caracterizaron cuaJ1tattva y 

cuantitativamente tanto on el modio de incubaclOn como en ol 

tejido por cromatograCla en placa Cina. Loo resultados obtenidoo 

indican que el ~H-TRH dnl modio do tncubaciOn ost4 accesible al 

teJtdo para la r4ptda dogradactón enztm4tica y que en nuestro 

sistema observamos princlpalmonte la acctOn do la POA 11 y no la 

de la PQA l. Aal que so postula que la POA 11 eot4 ootrechamento 

involucrada con la lnactlvacton del TRH en ol espacio sináptico. 
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S U M M A R Y 

Thyrot.ropln Releaelng Hermane <TRH> •• <h• t.r1pept.lde 

pyroGlu-H,a-ProHH2 • A put.at.lve neurot.ranemlt.t.er act.ion for TRH haa 

boen asuggeoted. lf lt. wern, t.hera mu111t. be an lnact.lvat.ton mec:han1am 

to restare t.he et.andby condtt.ton cf t.he synapt.lc membrane. •• 
considerad t.hat. enzymat.lc degradat.lon of TRH at. eynapt.lc cleft. le 

more ltkely. Three enzymee whtch mat.abol tze TRH: prol 1no 

endopept.tdaao CPE>, 

deacr i bed. ln t.hla roport., ,.., t.ry to demonet.rat.e t.ha.t. PGA 11 115 

reepone1ble of TRH lnaot.ivat.ton aa neurot.ranamlt.t.er In <h• 

hypot.halamue becauae Ita aot.ivlt.Y oeeme to be at. aynapt.oeomal braln 

me111branea. In arder t.o cc;inftrm Lhts hypot.heel15 wo ha.ve Bt.udi.ad t.he 

dsgradat. ion of ""H-TR!l by hypot.ha lamtc ., l tcee in pre11ence and 

absenoe cf ohemloal agenls thaL compele or lnhibil PCA and PGA 

11. ProduoLll were qualltaLIVe and quanlltallve characlerlzed both 

In lncubation media and 11l1ce11 by thln !ayer chromatography. The 

re11ultn cbtalned nhowed that In cur ey11tem 2 H-TRH 1e eaelly 

degraded by hypcthalamlc 11l1ce11 and we cb11orved the PCA 11 1nt>Lac1.J 

of PGA l activlly, We conclud11d lhat PGA 11 111 lntimately related 

w1th TRH lnactlvaLton at eynaptlo cleft. 
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EL HXPOTALAHO 

En el dlancefalo ao encuentra el hlpoLAlamo. una peque~& 

aaLrucLura qua paoa 4 gramoa en al humano, lo cual equivale al 0.3% 

del paoo loLal del cerebro (Hal4oz 1878). Esta reglón del BlBLama 

nervioso central CSNC> ea el principal centro autonOmlco y como 

tal Llano una importanLa lnfluancla en al control do loa elelamao 

cálulae 

nouroaocratoraa qua alnLatizan hormonao, laa cual as llagan al 

torrente aangutnoo por la vla del lóbulo naural do la gl•ndula 

hlpOflaia o modulan la deocarga hormonal do la hlpOftote anterior 

a trav~o do un oleLoma porta oepocial do vasca oangulnaoo CBarr 

1972>. 

Dooda al punto da vtota morfolOglco ol hipotálamo puedo 

eubdlvtdlro~ en treo zonao longltudlnalaa: porlvan~ricular, media y 

laLeral. Lao zonao medta y perlvenLrlcular non rlcae en cuerpee 

celulareo mienLraa que la zona laLeral oaL4 dominada por un 

ateLema do fibraa norvloeae que corren en dtrocclón longlLudinal. 

Bae4ndose en lae caracLerlsLlcas celularee, densidad celular. 

poelción y conecctonee, la zona media eeL4 subdividida en 

d1voraos nücleoe loe cualee eeLAn osquemattzadoo en la Ftg. 

(Barr 1972). 

En el hipoL4lamo se encuentran vlao de enLrada y ealtda de 

tnformaclón Lanto neurales como humoraloe. Huohae p~rLoc del 

encbfalo conLribuyen a la afluencia de Información nervtoea al 

hlpot41alamo. Algunas de lae eeLrucLuraa mae lmporLanLee en eaLe 

aepecLo eon eapLum, hipocampo, amlgdala, L41amo anterior, corLeza 

piriforme y mesanc~falo, por lo que ea evidente que el hipot!lamo 
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daba de t.ener un alt.o grado da lnt.agraclOn y da difarenclaclón. 

Cuando ae aetudiasn lae canexlonae aferentes y aferant.ea del 

hlpot.4lamo, parece como al p11.ra alg•.in•B da al laa hubieran vlas 

ractprocas, as decir, qua hay circuiloa narvtaeoa cerrados ant.ra 

al hipot.&lamo por un lado y algunas partos del encéfalo por el 

ot.ro <Ha l&ez 1878). 

Laa vtaa humorales do salida aat.an repreaent.adau por ol 

nnuroaacret.or aupraOpt.lco- y 

y por al al et.ama neuroeacrot.ar 

parvtcalular productor da laa hormonae t.r6ficaa da 1 'bera.c lÓll y 

da lnhtbiciOn da las hormanao adanohlpoflsiartae. So oabo qua loe 

macaniamoa por loa cualaa al atat.ama narvioao central cent.rala la 

functOn da la hipóftaia anterior aa nouravaacular. Las llamadaP 

hormonas trOf1oaP liberadoras e inhlbidoraa son alntellzadaP en 

loe ecmae de laP neuronaa hlporalAm1caP y tranaportadaa a lo largo 

de PUB axones hasta la eminencia media de donde son liberadas a loe 

capllareP portales y acarreadas haata la adenohip0(1a•a <HalAu: 

1878>. 

LA HORMONA LIBERADORA DE 

TIROTROF"INA 

PAPEL NEUROENDOCRINO DEL TRH 

La liberac10n de la hormona tirolrDpona CTSH> por la glAndula 

hlpOfisis anterior oD regulada por l~ lnLor~cc1~n entr~ el TRH 

-que tiene una lnflusncia eotimuladora- y lae hormona e t.1roldeaa 

tlroxlna CT~) y tr1yodot1ron1na CT~) cuyo papel ea lnhlbltQrlo. La 

de extracto11 de 

hlpotAlamoo bovinos y porcinos CBolsr et. al. 1989) CP1g. 2) y la. 
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canftrmaclon da au astructur.19. aa hizo t.ant.o por Blnt.oeltJ q.ulmtca 

como por numerooae pruabae biolOgicao. 

Ha •ido domoat.rado qua ol TRH Bint.ettco, al igual que .,¡ 

htpotalAmlco, aat.lmula la alnt.aola y la ltberaclón de TSH. T3 Y 

T~ en t.odae las eepociee da mamlforoa eotud1adaa, Bln importar la 

vla de adm1nlatraciOn, edad o eexo CSchally at. al. 1978). La 

admintatraclOn 1nt.ravenoea de TRH produce t.ambtón la uecruc10n a 

la clrculaclOn eangulnea do prolact.ína libera.ble del lact.ot.rofo 

en la rat.a lactante CGroavenor y Mena 1980> por lo que ea conaidora 

qua ol TRH ea t.ambi~n uno da loa fact.orae flalolOgtcoa 

aat.imuladorau da au aocreciOn. 

Con el TRH alnt&t.1co ae han dauarrollado m6todoe do 

detacctOo y cuant.ificactón para 

Ctalo16gica y motaboliemo en el organtemo. Aol que ee han hucho 

Intenten para detormtnar laa condic1onea Claiológicaa da la 

aecración del TRH a la sangra portal y loa par4metroo quo la 

modulan. Loa aatudioa 1nlcialoe determinaron qua ni el tratamiento 

agudo o crónico nl Ja tiroidactomla o hipoC1eoctomía, alteran el 

contenido de TRH en el htpotÁlamo <Basslrl y Ut1ger 1972>, 

Similarmenlo, la inducción crónica oXpertmental de htpotiroidtemo 

a hlpartlroidiamo -qua ni alteran los ostadou matab61tcoa eeg~n 

lazs datarmlnacionae e6rtcae da T. y TSH- no producen nlnfit~n 

cambio algnlCicatlvo en la concentraciOn,dol TRH en la sangro ni 

en al conlan1do da TRH en 

embargo, ractentemanta 

al hipoLAlamo <Hontoya et a). 1976>. Sin 

ea ha raporlado qua en la rata, al 

hipottrotdaamo al produce un 1ncremanto da cael al dobla da proTRH 

RNAm, aunque aeta eCecto ee observa excluetvamante en una 
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poblaolOn dlacret.a de neuronae del nl!.cloo paravent.ricular 

hlpot.al6mico (Sogereon et. al. 1867b); y que eet.e efecto eelect.tvo 

eet.6 regulado direct.ament.e por •• hormona t.Jrotdea 

t.rlyodot.lronlna (Oyese el al. 1888). 

EFECTOS DEL TRH EH EL SI STEHA HERV l OSO CENTRAL 

Adem6e do la relaclOn entre el TRH y el elet.oma endOcrlno 

se ha observado que el t.rlp6pt.ido t.lene divereoa efect.oe en el 

SNC. Por ejemplo, la adrnlntBt.ractOn oral o lnt.raper¡,t.oneal de TRH 

aurnent.a le. excilaci6n conduct.ual tnducida por L-dopa + pa.rg 11 in&, 

pero de manera indepond1ent.e de la l lberac!On de TSH de la 

hip6f1Bie CPlot.nikoff et al. 1872). Por otra part.e, loll' roport.en 

acerca do loe ufect.oe del TRH en pactent.ee deprimidos eon 

cont.rovert.idoe, ya que algunos han observado una r4pida y 

dram4tlca mojarla con tan ocle una tnyecciOn de TRH <Prange y 

Wilson 1972>; mientras qua otros lnvaallgadores no han podido ver 

efecto terap6utico en pacientes deprimidos ni con 

admtnislraclonoa repelidas CCoppan ol al. 1974). 

lambi&n tiene efoctoe importanteo en la termorregulaclón, pueo la 

lnyocci6n lnlraventricular del TRH •nduce hipertermia en la rala y 

roviorlo loa ofocloe hipotérmicoe de barbit~ricoo, péplidoe 

opioidou y bomboalna CBrown ol al. 1977) adem4e, el lncromenlo de 

TSH en la sangro Inducido por frie agudo está mediado por el TRH 

(Raichlin 1076), La microtnyecc16n de TRH on ol hipocampo dorsal 

de ardillas tarraalrea que ee encuentran en la primera mitad del 

periodo do hibornactOn, produce un potente efecto da despertar 

aal como una completa tranelción al estado de eutermia. Este 

laa Propiedadae anal6pticae del TRH en I& 
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reverelOn do la depreaiOn central inducida por drogas, aal como 

aporta mAo dato• que apoyan el papel flsiológJco del TRH como 

modulador de la excitabilidad del SNC an mamtferoa CStanton et al. 

1880>. 

Tambi6n, hay muchas ev1dencias que proponen que ol TRH puode 

eetar tnvolucrado en la modulación del recambio y ltberaclOn de 

lae catecolamtnae cerebralaa adem4o de que eet4 deocrito que 

afecta al aletema colin6rg1co (8unnott et al. 1883>. Lo6 trabaJOB 

efectuados por dtveraoe laboratorios indican que la actividad 

Jocomotora y el comportamiento excitado que induce el TRH puede 

deberse a eu tnteracciOn con laa vlaa cerebralee del B1otoma 

meaollmbtco dopamlnérgico, eopecialmonte con las aeoctadae al 

n~cleo acumbone. En robanadao de dJvoroao reglonee corebraleo de 

r&La el TRH produjo un marcado Incremento en la liberaclón do 

dopamlna y aunque lan roopueolae rueron lnconolalenleo on ralaclOn 

a la dlBlrtbuclOn dopaminérgica, loe reoulLadoe el concuordan 

con la dlolribuclOn regional del TRH en el cerebro de la rala 

(Hoal el al. 1883). 

Se aabe que el TRH llene Lambl6n ereclos olecLrorieológicoe 

lnhlbilorioe <Renaud y Harlln 1875; Brallman el al. 1880> y 

exoilalorloo en laa neuronae del hlpol~l~mo y do lao cortozaD 

cerebral y oerobelar <Bra1lman et al. 1880). Por la adm1nlalractOn 

tonLofor6LJca del TRH ne demostró qua tiene acción depresiva 

aobre la actividad do neuronao contralea en divoraao Areae do! SNC 

incluyendo la corteza cerebolar <Renaud y Harttn 1975). Loa ofoclos 

de la aooLllcoltna en neuronae cortioaleo aon alteradoo por la 

iontoforét1ca de TRH, el cuál clara y 
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conelat.ent.ement.a lncremanlo la acción eXcit.adora do la 

acet. i leal i na. y de 1 carbaco l C.Yo..rbrough 1878). La.o naurona1t de la 

cort.eza eenaorlmot.ora reapondan indlract.amant.e al TRH en forma 

dtferant.e. En algunas ea pot.encial lzO al afect.o de la acet.ilcclina 

con el TRH y en et.rae el afect.o ae inhiblO. Eat.o implica que on la 

cort.aza cerebral de loo mamlferoa el TRH t.iena mUlt.iploe acciones 

y que ést.aa parecen exiat.ir en poblacicnea diocret.as de neurcnalf 

CBratt.man el al. 1880). 

Loa efact.ois neuroquimicoe y 

conduct.ualee observadoa con el TRH comienzan por la lnt.eracoiOn 

con recept.oraa alt.ament.a aapeclficoa. En el cerebro de las 

diversas eapeclaa aat.udiadaa ae han encontrado receptores para el 

TRH aamejantaa a los de la hlpófieis anterior CBurt y Taylor 

1880). Loe eitioe de mae alta unlOn fuera de la hipófisis aon la 

retina, el n~cleo acumbens y la corteza am(gdalo-temporal, aunque 

en realidad hay elt\oe da unión canl en la totalidad del SNC 

CTaylor y Burt 1882). Loe sitios da alta afinidad fuera de la 

hipófisis presentan las miomas caracterlstlcas que los de la 

hipOfiBiB, lo cual complementa la Identificación de estos 

receptores fuera de ella y la presencia de 6stos sugiere que l~a 

lugares donde ea encuentran son Importantes ettloa de acción del 

TRH CTaylor y Burt 1881). 
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DXSTRISUCION DEL TRH 

Por ~odio del radloinmunoan4Jlelu (RIA) ee ha det.ermlnado qua 

el TRH eo encuent.ra ampl l&ment.e dlet.rtbutdo en el orsaniomo. Su 

proeoncta ae ubica en cerebro, médula asplnal, lnt.eet.tno, 

p4ncroao, sangre, liquido cefalorraquldeo y rot.1na. 

En el cerebro complot.o do rat.a hay ont.ro 25 y 30 ng de TRH 

t.enlendo el htpot4lamo la mao alt.a concontraclón (31.2~. 3.8 

ns/mg teJ1do h~medo, 8.4 ng tot.alee) y le siguen en orden 

decreciente htpOfiete poet.erior, tálamo, tallo cerebral, cerebro 

anterior, cort.e~a, htpOflois anterior y corobolo CWtnokur y Ut.1gor 

1974; Oliver et al. 1974; Pachaco et al. 1981: K.it.rdon et al. 1877). 

En el propio hlpot.tllamo, la rtule alt.a cOnfentractOn de TRH BO 

halla en la eminencia media (3.67 ng/ms taJtdo hómedo) y tambt6n 

en orden decreciente en el n6cleo venlromed1al, en el n6clao 

paravantrlcular, en el n6cleo arcuato, on ol núcleo doreomedial y 

en el •roa preóptica media CBrownoloin ot al. 1874; Yamauch1 

1980). En la emtnoncta mod1a lao rogioneo mll.o ccrcanao a Ja 

pallB&da vascular dol eloloma porta hipoflotarlo, la zona 

lnlormedia extorna contra! y la zona lateral extorna central, 

Llenen laa concantraclonoo maa altao do TRH CKtzor al al. 1978). 

En al cerebelo do rala al TRH oo oncuonlra altamente 

concentrado on treo pequoñao regioneo, que aunquo contienen caei la 

totalidad del TRH cerebelar, conotttuyon oolamente la quinta part" 

de la maoa del cerebelo <Pachaco al al. 1981), 

Por inmunohiatoqulmica se ha detectado al TRH en loo proceeoe 

nouronalea del hlpotll.lamo, en ocmao, axoneo y aobre todo en 

terminaleo norvloeao. Lae zonao do mll.o alta concentración aon la 
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eminencia medla. nücleo doreomodtal, dtviei6n parvccolular del 

n~cleo paraventrlcular, la reglón pertfornlca), ol n.:.icteo 

preOptlco uupraqulaom4tico, nücleo paraventricular y el órgano 

vaeculoeo de la !Amina terminal le. Presenta tambi6n una notablo 

acumulaci6n en la hipOf1e1e pooterior, en donde lao ftbrae 

parecen terminar en formactonee parecidan a racimen de uvae (Lechan 

y Jackeon 1982). 

De acuerdo con eu localizaciOn principal en Jan termlnalee 

nervioeae, el TRH Lambl6n ee ha detectado en termtnalee nervioeae 

ateladae tanto de hipotAlamo como de atrae regtonoe del cerebro 

(9arnea et al. 1876; Winokur et al. 1977). 

Por eetudioe lnmunocltoqulmtcoe en la m6dula eeplnal de la 

rata ee ha encontrado TRH en lao fibrao do laa aataa dorsalea de 

todos loo segmentos del cordOn espinal, en las áreas eimpátlcae 

del cordOn torácico y en las aotaa vont.raloe de t.odoo loe 

segmentce espinales CHarknoos y Brownfield 1888). 

EL TRH lnmunoreacttvo <TRH-IR> del SNC do la rata, se ha 

tdsnLtflcado como aut6ntico TRH tanto por sue efecLos en elet.emas 

biolOgicoe como por análisis cromatográflcoa. Loo extrae toe 

metanOltcos de cerebro do rata Llenen el mtemo paLr6n de oluci6n 

que el TRH slnt6Llcc en cromaLografla en columna de Sephadex Q-10 

y en cromato8r&fla. an ple.ca. fine. (Sc.:ha.toffar ut al. 1977) • tolo 

elect.roforoeie con aceLalo de celulooa COltver et al. 1974; Jackeon 

1880) y en cromalografla de ltquidoe de alLa preol6n <Sp1ndel y 

Wurlm&n 1880). Por Ladee eet.os datoa ne concluye que el TRH-lR 11n1 

realmente TRH. 

La amplia dist.ribuctOn del TRH en ol t8jtdo nervioso, loe 
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cambios conduct.ualea lnductdoa por au admlnlet.raclon y •• 
daacubrlmlent.o de raceptorea da alt.a &flnldad en hlpOfialB y 

cerebro, apoyan fuart.amont.a al postulado dal papal naurot.ranamtaor 

y/o neuromodulador del TRH en al cerebro de loa mamtferou (Renaud 

y Hart.ln 1975, Taylor y Burt. 1981, Bannat.t. et. al. 1983>. 

METABOLXSHO DEL TRH 

BIOSIHTESIS 

Loa BIS t.ud len tntclalea sobre •• blo8lnt.eata de TRH 

propusieron la axtat.ancla de un aiat.ema enztmAt.tco •TRH utnt.at.aua· 

aoJuble a tndapandiante da ARH encargado da la formaclOn del 

t.rtpbpt.tdo (Htt.nick y Reichlin 1871, Bauer 1873), Sin embargo, 

después se comprcb6 que durante la purtftcact6n de loa productos 

formadoa al tncubar eXt.ract.oa hipot.al4mtcoe con amino4cldou 

radioact.tvoa, so ollmlnaba do\ 99.87 al 88.88% do la radloact.lvtdad 

lntcial on ol homogonado crudo; y quo Bl adom6.e se adtctonaban 

lnhlbidor~a do la slnt.oulB rlbosomal ds prot.otnau dlsmlnula la 

cant.ldad do TRH Bint.et.lzado ds navo <Hcl<olvy et. al. 1878>; ast 

quo loe tnvoet.lSadoroB BB onfocaron a la b~equoda dol procureor do 

alt.o poso molecular a part.lr del cual so dertva out.o poquo~o 

p6pt.ido. 

Roport.oe roclont.oe e obro oet.ruct.ura dol 4cido 

d<.tuoxlrribo!"lurlol~o complomont.arto <ADNc) dol precursor dol TRH 

(pro-TRH> pormlt.on predecir quo ol precurnor do oet.e ru1ur'opllpt.ldo 

oB una prot.olna de 255 amino4cidoo que cent.lene 6 copia.o do la 

oocuoncla progonit.ora do TRH con amlnod.cldos dib4elcos en ambos 

ladeo <Lochan et. al. 1886b). La rupt.ura on oet.oe elt.lou ':! on un 
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molll!tcula, generó ot.rae aecuenciae pept.ldicae además de la del 

TRH. Paroco eer que el proceeamlent.o del proTRH no ocurre durante . 
el t.raneporle axonal como ae ha deecrit.D para la propreeofietna, el 

precureor de la vaeopreaina CCalner et. al. 1877) mae bien, parece 

eer que el proTRH ee r4ptdament.e convertido a TRH denlro do la 

pericarl4 neuronal, t.al ve~ al eal Ir del aparat.o de Colgl (Lec han 

et al. 1806b>. La d1et.ribuc1on regional del pro-TRH en el cerebro 

de la rata eet.udiado por lnmunocit.oqulmica CLechan et. al. 1886a) y 

por hibridaolón 1n si tu <Jackeon et. al. 1886> mueet.ra que eat.á 

pre111enle º" neuronal!' do! hipot.4lamo y del cerebro 

ext.rahipot.al4mico con una diet.ribuc16n t.lp1ca a la del TRH, 

adem4a del t.elencéfalo, diencéf'a.lo y t.a.l lo cerebral CSogoroon- et. 

al. 1887a). 

En lo que roepect.a a la regulaclOn de la bioPlnt.eolo del TRH 

ea ha dat.ermlnado que loo niveles ciroulanLaa da LlroXlna af'eot.an 

da manera tnvereamanLa proporcional loa n1velae del ARHm de pro-TRH 

en el n~cleo paravonLricular do la rat.a. Y como eet.e efocLo 

también se observa da igual manara con al pro-TRH, so croe qua el 

hipot.lroidiemo inducu la Lranecrlpclón y por lo t.anLo In 

t.raducolón do la prohormona del TRH on el núcleo paravent.rtcular 

CSegarson et. al, 1887b). 

LIBERACJOH 

La libarac!On del TRH de lae t.orm•naloa narv1ooao au ha 

aet.udiado en elnapt.ouomao y robanadau do cerebro de raLa Los 

reportes eobra la liboraolOn do TRH con e 1 napt.osom.!l.e son 

diecrapant.ee, ya que loe renult.adoe dependan aparanLement.o dol 

modio do incubaotOn que eu usa Camort.iguador Krebs-btcarbonat.o o 
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eac&roea 0.32 H> Y dol tipo de nnt.l~ulo aplicado Celéct.rtco o 

potan lo 80 mH>. CBennet.t. al al. 1875, Warbers et. a 1, 1877>. En ton 

problema.u han llmtt.ado la ut.lllzaclOn de loe ulnapt.ooom&e para el 

BBt.Udlo de la ltberaclón del TRH. En cambio, loB rosult.adoo quo un 

obtienen con fragmenten de t.e~ido cerebral non mas conelst.ent.ee, ya 

que BB ha ViBt.o que la l 1beraclOn ln vitro do TRH do fragmentos 

de hipot.Álamo so lncremont.a con la adición de K• (58 mH) de una 

manera dopondtent.e de ca~a, lo cual nugtero que el TRH en l lbora 

por eXoctt.oslo (Charl t et. al. 1878, Joe .. ph - Bravo et. al. 1878, 

Haeda y Frohman 1880). Eet.a reepuoet.a al eetlmulo despolart~ant.o 

(58 mH K•) fu6 olgnlftcat.tva oolamente un ~quollau rogtonoo en lae 

que ee ha violo ol mAe alto conlonido de recoptoroo para TRH, 

numorooao tormlnaloo nerviooao que contienen TRH y que oon 

nourolranomlooroe que areclan la liberación del TRH exiole 

también una gran conlroverBia, ya que loa reporteo Bon opuoatoa 

para un miemo nourotranamiaor (Charl l el al. 1878; Jo11eph-8ravo ot 

al. 1878a; Haeda y Frohman 1880) probablemonlo por lae menctonadaa 

dtferenciaa en loe aielamaa uttlt~adoo; paro en general eo propone 

quo eote procoao oalá controlado tanto por ftbraa eXciladoraa 

(noradrenérgi.c&o e hlataminérgicao> como por fibraB tnhibidorae 

(oerotonin6rgicao y dopamtnérgicaa). 

HECANJSHOS DE lNAGrtVACtON 

RECAPTUR& DE TRH 

En preparactonee sinapt..oBomalea derlvadaB do htpotAlamo o 

corteza cerebral de rala oe conoldera que no hay recaptura del 

propio TRH, atno de uno do aua melabolit..oa formado en el medio 
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eictracelular CParker ., .1. 1877). Poro con rebanadao de 

htpotAlamo do rata se ha oboervado que al hay recaptura do TRH 

intacto y las caracterlettcas de este proceso augleren que 6eto 

debe eer por transporte activo. Sin embargo, como la Vm~ic obtenida 

con este aletem& ea baja, se considera que la recaptura no 

atgnlf'lca necesariamente un poelble mecaniemo de tnactlvaclOn para 

el TRH presente en el medio extracelular CCharll C'lt al. 1984). 

DEQRAOACION DEL TRH 

Ocu1de hace varice ai'!.OB •• ha observado la rAplda 

inactivaoiOn b1ol6gtca del TRH por lae enzimas e6rlcae y tejldoe 

como cerebro lota l, hlpot.lt.la.mo, hip6f'i1tie, etc. Los eotud1oe 

lnialalee de degradactOn determinaban la deeapartclón del TRH 

Incubado con la fuente enzim4tica a 37°C en preeencta do OTT y 

EDTA C8auer 1077). 

La lnactlvaciOn do! TRH Jn ViCro por el toj1do narviooo, eo 

en realldad, un proceeo complejo que involucra a m4e de una vla 

existen diferencian no oOlo entre loe 

mecantemoe de tnactlvaclOn por loe diferentee tejidoe de un m1emo 

individuo, Dino tambien entre loe comparttmlontos eubcelularee de 

un miemo tejido. Por ejemplo, el TRH agregado al modio de 

lncubac!On ee degradado rápidamente por homogonados de tejido 

cerebral a 37gC y a menor velocidad a 4gC¡ mtontrao que el TRH 

ondOgeno no desaparece do los homogonadoe ni a 37°C. E e toa dato11 

permiten sugerir que ol TRH ondOgono está compartamental1zado do 

tal manora que eo encuentra protegtdo do la dosradactOn, a posar 

de que en el cerebro Be encuentro una Sran actividad dugradativa. 

Dende hace m4o do 10 a~oo so ha cone1dorado al TRH como 
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posible neurolranemlsor, y algunos eeludloe ee enfocaron a detectar 

aotlvldad deSradatlva en fracciones partlculadae, con el objeto de 

determinar el en la fracclon membranal reside su mecanlomo de 

lnactlvactOn. El eotudlo Inicial de la distribución eubcolular de 

las enzimas peptidAeicae responoablee de la dogradacl6n del TRH, 

lnd 1 c6 que en la corteza y el hipolAlamo de rata, el 10~ de la 

actividad degradattva total del homogenado eBtA presento en las 

tormlnalee nervtosae y dicha actividad ae encuentra principalmente 

relacionada a ln membrana einaploeomal CJoeeph-Bravo el al. 1978bl. 

Actualmente ee conocen todas lae enzimao tnvalucradae en el 

proceso de degradacton del TRH in vitro. El catabolismo del TRH 

por la fracciOn soluble de cerebro está catallzado por doe 

enzimas: la piroglutamato a~lnopeptldasa CPOA 1> y la endopeptldaaa 

que corta despu6s de prolina o prolllendopeptldasa CPPCE) cuyos 

productos son a eu vez auslraloe de la post-prollna dipoptldll 

amlnopepl1dasa CPPDA>, de la hislidil prolina imidopeptidaaa CHPl> 

y de la prollna dipeptldasa CPO) CFtg. 3). 

P/ROGLllTAHATO Alf/HOPEPT/DASA 

La piroglutomato amlnopeplidasa es la enzima que rompe la 

untOn <Olu-HJs del TRH. L~ Hio-ProHH3 producida por la accl6n de 

la POA se clcllza durante la cromatografta a hlslidll - proltna 

dicetoptperazlna COKP> o ciclo Hls-Pro (Flg 4). Esta condensaclOn 

lntramolecular ee una reacctOn caracterlattca de loa dlp6ptldoo 

que contienen prollna CBauer et al. 1978). 

La actlvtdad de POA ee ha detectado en diversas bacterias, 

plantarl!, suero do diferentee mamlferoe, homogenadoo de numerosos 

tejidos como cerebro, hipOflsis, hipotálamo, hígado, etc. aei 
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como en fracciones solubles y partlculadaa de dtchoa tejidos, de 

tal forma que pudiera haber varias enzimas que presentan esta 

actividad pero con caracterSatlcaB diferentes de acción y de 

regulaciOn. 

En el suero eangulneo ee ha reportado que ol principal 

producto de degradaclOn del TRH eo la Hto-Pro-HH~ por lo que ee 

considero que la enzima aérlca que cataltza la hidr6lieiu de la 

unlOn plro-Glu-Hte puede sor la enzima clave dentro do la 

tnactlvaclOn biolOgtca del trtpéptido en eote compartimento y 

conaocuentemonte del control de su efecto sobre hlpOftsla. La PGA 

eértca de cerdo ee una enzima eepectf1ca del TRH qun tiene un 

P.H. de aproximadamente 260,000 daltona; ae tnhlbe con el EDTA y el 

OTl' y no degrada al sustrato fluorog6nico arLlficlal de la POA 

soluble de tejidos (\a piroClu-beta naftll amida: <Olu-BHA> CBauer 

y Nowak 1979). La anzJma de suero de rata es tambi6n especifica 

para TRH y so Inhibo con DTT y EDTA CEmerson y Wu 1887). La 

actividad de la enzima a6rlca eal~ controlada por el outado 

lirotdoo, actividad en 

condictonos da hipoLtroidtomo y se oettmula on condicionen de 

hipert1roidiamo <Bauar 1878, Emarson y Wu 1887). 

En liquido cafalorraqutdao <LCR) humano tambi6n ee ha 

detectado y parcialmente purificado una POA qua conotituye la 

~nzlma principal involucrada anal molabollomo del TRH en el LCR 

<Praaad y Jayaraman 1986). Esta enzima Be considera semejante a la 

eDric& porque ao inhibe compotiLivamonto por la hormona liberadora 

do la hormona lutelnlzanlo <LHRH> y bomboatna y ao inactiva con 

motaloa posados, EDTA y agontou reducloroo y so propone qua puado 
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participar en el control do loe ofect.ou biolOgicoe del TRH en ol 

LCR. 

En cerebro de rala y cobayo ee han detectado doe act.luidadee de 

PGA. La. PGA que ee la aeoclada a la fracolon eoluble 

CJoeoph-Bravo et. al. 197Bb, 

1983, Browne y O"Cuinn 

Kretder et. al. 1881, Pra.sad .,t. 

1983, Torren .,t. al. 1886> y 111. PCAI 1 quo 

eet.4 principalmente relacionada con la fracción membranal 

(Joueph-Bravo et al. 1879b, Praead et al. 1883, O'Connor y O'Culnn 

1984, 1986 y 1887.11., Carat. et. al. 1885, Torreo et.. al. 1886). 

La PCA de la fracciOn eoluble de cerebro de cobayo eo ha 

purificado 2888 vocee, obt.enlendoee una pureza de mae del BOX. Al 

i&u&l que la enzima soluble de cerebro de rata, no ee eepeclflca 

para TRH ya quo puede cat.alizar la htdrOltale de TRH y TRH-OH asl 

como de otros p6ptidoe que tienen una unión poptldtca adyacente 

al roetduo del Acido piroglut4mico como LHRH, neurotenelna, 

bombeolna, péptldo B potenclador da bradi.ktnina, p6pt Idos 

anorexlgéntcoo y los dipépttdos pGlu-Ala y pGlu-Val. Esta enzima 

puede ser inhibida ospeclficamento con 2-yodoaootamida C100% de 

inhlblct6n a la concontracl6n 5uH) y su eopectficidad por el 

sustrato es muy similar a la de todas lao PCAs eolublos como la del 

Bac1 J Jus amy/o/ iquofaciens, paro as muy distinta do las 111nzlmas 

do suero de rata y de cerdo CBrowna y O"Cutnn 1983). Una PCA 

semaJante a 6sta soluble de cerebro, tambi6n est4 presento on 

adenohipOf1Bis CBauer y Kletnkauf 1880). 

En un estudio pionero sobro la dlotribuot6n subcelular de la 

actividad do PCA en el cerebro de rata, se observo que la 

actividad en el htpotAlamo eot4 asaetada prtnctpalemente a la 
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fraccJOn aolubla; mlontrae qua en Ja corteza Ja actJVJdad do la 

PCA pradomina an la fracción parliculada CPraaad et al. 1983). Sin 

embargo, eataa dtfaranciaB ahora aa aXpllcan a qua an loe madJoa da 

lncubaclOn usaron OTT, el cu41 ae sabe actuelmente que inhibe a 

la enzima membrana! PGA JI y au nocoeario para la axpreelOn de la 

act.Jvidad aolubla PCA 1 CO'Connor y O'Cutnn 1884, 

1885, Emaruon y Wu 1887), 

Carat ot. al, 

En cerebro da cobayo y da rata, la actividad partlculada d6 la 

PCA parece residir en laa membranas ainapt.onomalae CO'Connor y 

O'Cutnn 1984, Torrea al al. 1988). La enzima da cobayo daepu&a da 

ear liberada da lae mombranaa por tratamtanto con papalna o 

Trtt.On X-100 fué purlftoada y caracterizada CO'Connor y a·cu1nn 

1884). Esta enztma llamada PCA ll, en contraste con la soluble do 

homogonados arrtba descrita, os de estrecha ospoclfictdad, ya quo 

oola111ents corta el 4ci.do piroglutdmiC•:t de TRH, TRH-OH y ol 

trlp6pt1do plroCJu-Hio-Trp Cigual al extremo N-tormlnal de LHRHJ, 

siendo Incapaz do hidroliaar dip6pt1doe con 4c1do piroglutámico 

N terminal o p6ptidoe mayores do trea amino4cidoo también con 

<Glu N-tormlnal. Para ol TRH t.iono una Km de 40 uH y la LHRH •• 
inhibe compotttivamont.e con una k¡ do 20 vH (O'Connor y O'Culnn 

1885). El estudio doJ sitio aetlvo de oota enzima revelo que loe 

reulduca d~ h1at.1d1na, t.lroo1na, arglnlna y poaiblament.e lleina son 

necesarios para la expreu1on do la actividad catalft.¡ca, siendo 

probable que 6etoo se oncuont.ron Jocalizadoo en el ei.tiO act.1vo de 

la enztma (Q'Connor y O'Culnn 1887b). La PGA 11 asta loca 1 izada 

casi exclustvamonte en adonohlpófieiu y StlC teniendo en eute 

~!timo una d1otribuc10n no homogénea CFr1od~an y W1lk 1886, 
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Varga11 et. al. 1097>. En el SNC la enziifl4 cuit.4 concent.rada a nlvol 

de la11 membranas plaem4tlca11 de terminacionoe nervio11ae <Torree el 

al. 1986, O'Connor y O'Cutnn 1884). 

En cont.ra11te con la regulación por el eet.ado t.iroidoo en la 

enzima ebrtca, uo ha viet.o que lee actividades de lae PGA 1 y PGA 

11 cer11bralo11 no 1111 ven afoct.ada11 por la concont.raclOn de hormonas 

t.irotdeo circulantee, con lo cual 110 concluye que la" actividades 

do PGA en cerebro eon dlferent.011 de la actividad en nuera en 

t6rmtnoo do la raopuoot.a a eoao hormonae CEmereon y Wu 1987>. Sin 

embargo, reotent.ement.e ee reportó que en lae membranas de la 

adenohlpOfiete al hay un Importante aumento en la actividad de la 

PGAll inducido por un Incremento en la concent.raclOn circulante de 

T:. CPonce et. al. 1988), Eeto111 datos sugteren que el cata.bol tsm.o del 

TRH en eu órgano blanco efoctlvamont.e puede tener un papol 

Importante para mediar la retroaltmonlaclOn negativa de la 

ltberaciOn do TSH por lae hormonaa tlroidoao. 

PROLJNA ENDOPEPTJDASA 

La prolina endopaptidaea <PE> Cprolllendopepttldasa, en%lma 

que rompe daspuea de prollna o PPCE) ea la que act~a sobro la 

unión -Pro-NH 2 del TRH produciendo TRH-¿cldo CTRH-OH) CFtg. 3, 

p4g. 21>. Se puede observar una Intensa actividad degradattva con 

eioct.ractos do tejido htpotl'LIAmtco llbr~ de P"rt.feulal"~ q\;ltt oo 

inlcJa con una doaamtdaciOn y se contin~a con rupt.urae 

proteollttcae hasta prolina libre como principal producto de 

degradac!On, adem4e de TRH-OH y prolinamida (8auer 1873). 

El residuo de prollna con su eapecial estructura allf4tica 

clclica ropreuenta un blanco caracter{et1co para lae enzimas 
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papt.ldaaaa. La actividad da aat.a prolina imincpept.idaaa aa ha 

datoct.ado en divoraaa aapaclea, excluatvamanta an la fracción 

aolubla de muchoa tejidos como: htpot.Alamo CBauar 1873 y 1977), 

cerebro CRupnow et al. 1979, Taylor y Dixon 1980, Donlon al al. 

1880, Oraadnar et al, 1882, Browna y O"Cutnn 1883, Kraider et al. 

1881, Torrea et. al. 1888, Andrewa at. al. 1882, Har=ih 1881, Harsh y 

HcKalvy 1878, HcKolvy et al, 1882, Hll.t.sut et al. 1879), rlñon 

CWalt.ar 1878, Walt.er y Yoahlmot.o 1878, Kolda y Walt.or 1978, Haroh 

1881, Yoahimot.o et. al. 1977 y en adanohip6fiale CBauer y 

Klelnkauf 1980, Friadman ot. al, 1884b>. Por aue caract.erlet.icae da 

peao molecular, tipo da protaaaa (aartna>, diat.ribuc!On subcelular 

(aolublo), oapaciflctdad primar ta Cprol ina), eanstbtltdad a 

dotorminadoe tnhtbtdoroe y oLraa proptedados flotcoqulmtcaa, ao 

domoaLrO qua la actividad quo doamida TRH oo igual a la 

ondopeplidaoa ooluble PPCE provtamenta conocida on otros teJidoa do 

otrao oopecisa. Adom4o, uoando un antlauaro monoeapoclfico conLra 

la enzima do cerebro de rata Bo demootr6 su ubicuidad on todos los 

teJtdoa de raLa examtnadoo, olendo aeLe antlouero capaz también de 

inacttvar a lao enzimao extratdaa de hipotálamo do bovino y 

rl~On de borrego CHeroh 1881, Andrewa ot al. 1882). 

Ea la ~nlca ondopeptidaoa cltopláomica capaz de degradar on 

todoo loo tejidos examinados do todae las oapeclao aatudiadaa 

(conaJo, bovtnoo, borrego, rata, cobayo, etc.) a un gran númbrO cie 

polipéptidoe quo tangan prolina CYoehtmoto et al. 1877. Hereh y 

HcKalvy 1878, Taylor y Oixon 1880, Oonlon et al. 1880, Harah 1881, 

Andrawa atal. 1882, Droadner eL al. 1882). Eata andopoptidaea 

rompo todo tipo do untonea Pro-X, excepto Pro-Pro y péptidoa en 
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loe cuale11 la pral ina eet.A precedida del lado H-terml.na.1 peo~ menos 

de dos amino•cidoa. Tiene un P.H. de 73.500 daltons, una uola 

cadena pcl ip&ptidlca y pH óptimo entre 7 y a. Ea máo eotable on 

un ambiente altamente reductor por lo que e11 suecept.lble do 

inhibirse con agentes que lnact.ivan grupo11 t1ulfhtdrilo11 como la 

H-et1lmale1mida y el p-cloromercuribenzoat.o y en muy 11ennible a la 

yodoacatam1da (100~ de inhlbic!On a la concentraci6n 5uH) CRupnow 

et al. 1879, Browna y OºCulnn 1883>. 

POST-PROLJNA D/PEPTIDIL AHJNOPEPTIDASA 

Con relación a la desamtdact6n da la Hi11-ProNHz, oe oabe que 

aat.á cat.alizada por una poet-proltna dlpeptidil amlnopeplidaaa 

CPPDA> o X-prol 11 dtpept.idl l amlnopeplidaen. (dJpept.ldi 1 

amlnopeplidaoa IV) CFig, 3, pAg. 21). Eota actividad enzlmAtica 

Be ha encontrado tanto en fracciones solubles como parliouladao de 

divereoe teJldoo. Fu6 deecrita inicialmente en la fracción 

microeoma.I de hlgado y r1~6n CYoPhimoto y Waltor 1877, YoBhlmoto 

et al. 1B78), en la glAndula subm4Xilar humana y en lae mambranae 

de microvolloeldadeB de inlePlino delgado y de ri~On (Q'Connor y 

O'Culnn 1896). La PPOA eoluble ee ha encontrado en auero y LCR 

humanen, en el eobrenadanlo de 100,000 X 8 de cerebro de rata, en 

adenohipOfieia de rala CBauer y Kleinkauf 1890) y cerebro de 

cobayo CBrowne y O'Cuinn 1883), en donde junto con la PGA y la PE 

eolubleo participa en la degradaciOn in vitro del TRH haeta aua 

La PPOA do la fracción particulada 

conetituye el 45% de la actividad letal de la PPOA en cerebro y eu 

actividad enpoclf\ca ee vo a eu vez enriquecida en lao membranae 

Dlnaptoeomales CO'Connor y O'Cutnn 1986, Torree el al, 1986). 
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La PPDA soluble. al tgual qua la PE aa una aerina prcla&a& que 

catallza la hldrOliala del aegundo anlaco paplldtco on los 

p&ptidoa A-Pro-X o A-Ala-X Catando A cualquier aminoActdo y X 

cualquier amino4cido o péptido) pero lampoco rompo la unión 

Pro-Pro CYoahtmoto al al. 1878) y aa inhibe con puromictna 0.5 mH, 

N-attlmaletmtda 1.0 mH y p-cloromercuribanzoato 1.0 mH <Browne Y 

O'Cutnn 1883). 

Sin embargo, la PPDA mambranal parcialmente purificada no ae 

tnhtba con loo mtamoa tnhibtdorea que la eoluble, p~ro ni ea inhibo 

en un 98~ con baottraoina 0,5 mH, la cu4) no afecla a la enzima 

aolublo. Ueando TRH como aualrato, 

alnaploaomalea, convierte la Hta-ProNH~ 

la PPDA de mambranaa 

producida por la PGA 

membranal - en H1e-Pro, oompltiondo con la clollzaclOn aepont•nea 

a c1olo-Hle-Pro CD"Connor y O"Culnn 1888). 

HISTIDIL-PROLINAHIOA fHIDOPEPTIDASA 

La Htetldll-Prollnamlda lmidopeptldae~ CHPI> en la enzima que 

cala liza la ruptura da la H1e-Pro-llH2 a hinlidlna y Pro-NH~ CFig. 

3, p6g 21). Eeta enzima BB purificó parci&lmonle do un extracto 

cerebral, •• caraclnrtzO con una variedad de compueQloe 

delarmlnAndoee quo Ion meJoroe uuelraloa para la lmldopeptidaoa 

eon loe que contienen un grupo alfa-amino libra sobre la hietidlna 

y un grupo oarboxtlo bloqueado sobre la proltna como en la 

Hle-Pro-NH 2 y eu actividad puede ser inh1b1da por muchas hormonae 

polipeplldtcae CHaleui el al. 1878). Con ésta enzima oe puede 

explicar la producción indirecta de Pro-NH2 cuando DO Incuba TRH 

con tejido cerebral CBauor y Lippman 1976) o con fraccionoe 

eubcolularee do cerebro (Torree el al. 1986). 
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PROLINA OIPEPTIDASA 

La hidrOllBiB de Hte-Pro, la cu41 ft'urge indirect.ament.e del 

cat.aboliBmo del TRH CFtg, 3, pAg. 21) eu cat.alizada proba~lement.e 

por la prollna dipept.ldana Cprolidana, lmldodipept.idaBa), una 

dipept.idaea que act.i:ia en la unión X-Pro <en dende X puede ser 

cualquier amano4cido). Est.a enzima se ha purificado parcialmente y 

caract.er1z,,.do de la fracclOn soluble de adunohip6f1B1S <Bnuer y 

Kleinkauf 1880) y da cerebro C8rowne y o·cutnn 1883) y con ella BB 

puede explicar la preee~cla de Pro entre loB met.abollt.oa del TRH 

producido11 1n Vitre. 
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Q13..JET X V C> 

La lnformaclon menclonada en loe caplt.ulou ant.er1oree acerca 

de lae caract.erlut.1cao del TRH, apoya la propueeta de la función 

neuromodula.dora de tt11,t.e pépt.ido en el slut.eina nervioso central. St 

eut.e fuera el caeo, el TRH debe eer cat.aboltzado en el et1pac10 

ltberact6n de la terminal nervloea 

CCooper et. al. 1974), Stn ombargo, a~n no eet.A claramente 

definido cual ee el mecantemo de tnact.ivaclOn del neuropépt.ido. 

El objetivo del preeent.e trabajo fue determinar cualee 

.. nzima.tJ eet.aban prezs .. nt.eti "" ••• membrana.e celulare8 d• 

hipot.4lamo. So ut.i l 1z6 una preparación de rebanadae do 

hipot4lamo con ol fin de proeorvar lae células 1nt.act.as y obtener 

1nformac1ón que apoye o refute la preeoncia do una PGA 11 on el 

hipaLAlamo de la raLa. 



32 

MATERIALES Y HETDDOS 
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MATU:Rl.ALES 

El CL-2,3,4,5-~H)proltna-TRH, (~H-TRH> de 107 

Cl/mmola ee obtuvo de New England Nuclear Co. TRH, TRH-OH 

CpiroClu-Hle-Pro) e Hte-Pro-dicetoplperactna tc1clo-H1e-Pro) CDKP> 

í'ueron 

preparada is Individualmente en el laboratorio por la acclon de la 

POAI de Sigma Chem. Co. sobra TRH-OH y TRH raspect.lvamonte. El 

resto de loe reactlvoe qulmtcos que ee une.ron fueron de grado 

analtt1co d~ Sigma Chem1cal Co. o J. T. Baker. 

anal 1t. tca11 ut. l l l:zadas on el eetudio de 

Lae cromatoplacae 

loe productoe de 

degradación fueron de sil ice. gel 80 Ccat.. l1erck 5724). Las 

cromatoplacae de ell1ca gol de alta ef1ctenc1a para purificar el 

~H-TRH fueron What.man LHP-KF (cat.4806-410). La cromalografla en 

pape 1 de Intercambio lónlco ee efect.u6 en hojae de fosfato de 

celulosa P81 de Whatman. Los anima lee do e>e:porlmentac\ón 

utilizados fueron ratao macho Wletar (200-300 g de peoo) mant.enldos 

baJo condic1oneo cont.roladae de luz-obecuridad (con ilum1nact6n 

art.ificlal do 7:00-19:00 he.) y alimentados ad /ibitum. 

METOOCJS 

REVELADO DE LAS CROHATOPLACAS COH REACTIVO DE PAULI.- Eote 

reactivo cone1et.10 en t.res uoluclonee que se aplicaron en doe 

et.apau. Se mezcle.ron part.e:s iguales de Ac. sulfan111co al 1"' en 

HCI 1N y nit.rlt.o de uodto al 5% Cque so proparab& Juat.ci ... ot.oa do 

usarlo), so incubó eet.a mezcla durante 5 mln a 4 ce y con ella ea 

rociaron lao cromat.oplacae, El react.ivo ea sacó con corrioot.e ds 

aire y en seguida :se roció la cromat.oplaca con una solución da 

carbonato de sodio al 15"', con lo cual loe compueot.ou que 
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contentan hist.idtna se puntaron de color rosa. 

REVELADO DE LAS CROHATOPLACAS CON ISATINA.- Las cromat.oplacan 

se rociaron con soluciOn de isat.ina en agua al 3% y lo~ compueet.oe 

que cont.onlan prol1na se obeervaron como manchas grieee. 

SOLUCION DE BRAY PARA HEDIR RADIOACTIVIDAD POR CENTELLEO 

LIQUIDO.- Est.a aoluci6n ee preparó con 1,4-dioxano como 

dtoolvent.a y cent.en la por cada lit.ro de soluc16n: 60 g de 

nart.aleno, 4 g de 2-S dimet.11 oxazol, 100 mi de met.anol absolut.o y 

20 ml de ot.il6ngl1col. Con eBt.A solución ee obtuvo una eficiencia 

para ~H de 31.5% en un contador Packard Mod. Trt-Carb. 

HOHOGENIZACION DE LOS TEJIDOS POR SONICACIDN.- La au11peine16n 

de rebanadas da t.ejidoo hlpot.al4micoa en ~c. acético eo oomet.ió 

a eonlcaclón en baño de hielo con un aon1cador Branaon modelo 200 

con micropunLa, a la poLencla mAx1ma y Lono ent.re 22 y 26 

micrones. Laa doacdrgae se efect.uaron con duración de 5 aeg con 16 

eeg de descanso por 5 veces. 

DETERHINACION OEL CONTENIDO DE PROTEIHAS EN LOS HDHOGENAOOS.-

Allcuot.au de 100 ul do cada homogenado en 4c. acét.ico al 20%, oe 

neut.ral ¡;i:aron con HaDH SH; se hidrol lzaron en tlaOH lH a t.emporat.ura 

ambiente durant.o 18 a 24 ha y en ente hidrol1zado se det.ermlnaron 

laa prot.e\nas por el m6t.odo eupectrofot.omét.r1co do Lowry (Lowry 

et. al. 1951). Con ent.a procedimtent.o ao enconLraron 1.81.±0.38 mg 

prot.etna/hipot.4lamo 

coeflci~nt.e de v~rlación c.v.=21%). 

PARAHETROS DE HIGRACION DE LOS HETABOLITOS DEL TRH EN LOS 

SISTEHAS CROHATOGRAFICOS.- En el Cuadre se encuent.ran loo 

parAmet.roe de migración relativos de loa eetándaree en loa 
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SISTEMA 1 

Het.abol i t.o R, 

Pro 0.20±0.05 (36, 23.6X) 

H10-Pro 0.35.±0-10 (32, 'Z'/,3:0 

TRH-OH 0.40.±0.08 l37, 23.ZU 

TRll 0.59.±0-07 (J7, 11.J:O 

Pro-HH2 0,78.f.0.05 (37, 6,01:) 

DKP 0.88±0-05 135, 5.Sl) 

S ISTE:HA I l 

Het.abol i t.o R, 

Pro 0.17.±0.03 11,, 20.0:0 

His-Pro 0.52±0.05 U9, 9.txl 

TRH-OH 0,54.±0.05 (19, 8,5:0 

TRH O .47.±0.0B 119, o:r.u 

Pro-NH:z 0,28±0.05 U9, 16,l:O 

DKP 0.80±0-03 121, 5.'JX) 

S I.STEHA I I I 

Het..ilbol i t.o R..-

TRH-OH 

Hla-Pro 

0.85.±0.05 l8, 5,JU 

o. 05.±0. 03 18, 60.0:0 

CUADRO 1.- R..,S DEL. TRH Y SUS HETABOLITQS. Cro1Dat.ografla en 

placa fina do ellica Sel desarrollada en J: CHCJ~-HeOH-NH~OH 

6:3: l; 11: leopropanol-H20-UH ... OH 70:29:1. Sin lema 111: 

Cromalograf[a en papel do lnt.ercamb10 tónico deuarrollada en H~O. 

(11'" de <fet~mm1cionu y C()<)itti!nte 1~ 1t1ri1t1tnl. 
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diforentee stotemas cromatogr4ficos utilizados. 

PURIPICACION DEL ~H-TRH.- Con el propOsito de trabajar con un 

material de pureza radioqulmic& elevada. cada vez que fué 

necesario, el TRH radioactivo Be purlficO por crcmatografla en 

placa fina de sllica gol de alta eficiencia en cloroformo -

metanol - amoniaco C5:3:l) Colatema I>. El ~H-TRH se aplico en 

allcuotaa do 3 ul ~n una banda do 7 cm de ancho, y junto a él se 

aplicaron 3 ug de TRH como eat4ndard. La placa desarrollada ea 

aoco, se hizo un rad10-barr1do en el aegmento con 3 H-TRH y o! 

uegmontc con el eot4nd~rd de TRH ea reveló con reactivo de Paula 

y Ion R~s da ambos ae comparaban, siendo siempre 1gualea CR~ 

0.56>. La zona correapondtento al pico mayor do radioaclivadad se 

ranpo ':I la allica se elu':IÓ con molanol acuoso al 90''• ue dilu':ló 

para tenerlo a una concenlrac16n de aprox1madamentu 10,000 cpm/ul 

':I ne almacenó a -2o~c. 

DETERHINACIDN DE LA PUREZA DEL ~H-TRH.- En una cromatoplaca 

analltic& de ellic& g~I ea aplicó una m~zcla de 25,000 cpm del 

~H-TRH purificado con 5 ug de TRH como acarreador, ':I se desarrolló 

la cromatosrafla en el e1atema I eimultánoamonte con eelándaroo 

do TRH, TRH-OH, c1clo-Hle-Pro, Clu-H1e-ProHH 2 , His-Pro ':I Pro-UH.,. 

Una vez que Be deoarroll6 la cromatogra.fia, ee raopó el carr1 1 

del ~H-TRH purificado en reglones de 2 cm de anch~ por el largo 

equivalente O. IR.-, 

centelleo para olulr con l mi de metano! acuoeo al 90~ y contar 

con 10 mi de solución Br&':I· El reato de la cromatoplaca eo reveló 

oon reactivo de Pauli para loB compueeloe que tienen hlelidtna y 

con teatlna p11.ra loe que contienen prol ina. Loe R~e de loe 
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eetandareo ae compararon con loe p1coe de rad1oactividad. De 

acuerdo con eete crtterlo, ae ut• lizo en todos loe experimentou el 

~H-Pro-TRH con pureza radioquJm1ca do por lo menos 92%. 

PROCEDIHIENTO DE LOS EXPERIHENTDS DE DEGRADACION.- El ~H-TRH 

purificado, se evaporo hasta sequedad con corriente de nttrOgeno 

para eliminar totalmente el metano! y ee reeuependiO en ooluct6n 

Krebu-R1nger 81carbonato CKRB> aJuetAndolo a una concentración de 

200,000 cpm/100 ul. A continuación ee eacrlflcaron lae ratau por 

decapltaci6n y se loe extr&JO el hipot4lamo completo. Loe toJidoo 

~xtraldoe ee rebanaron con un rebanador de loJidoo Hcllwain 

<Erinkman) en cortos sagitales de espesor de 250 um y •• 
dopoeilaron en v1aleo que cont.enlan l mi de ooluc16n KRB. Loa 

htpot.Alamoa rebanadoa ue dieperaaron auavement.e paaAndolou por 

punt.aa da p1p~t.aa G•IBon da 1 mi y ae lea agregaron et.roe 4 mi de 

aoluc16n KRB pa·..-a ag1t.11.r horl2:ont.alment.e durant.e 3 • 
t.emporat.ura ambtonto <TAJ, Loa vtalen aa cent.rtfugaron por 3 mln a 

1800xg en una cant.rlfuga clln1ca a TA, ªº decantó •• 
aobrenadante y ee repit.10 el miemo procedtmient.o deacrito, por doa 

la dieperat6n dol t.ejido. Laa raba.nada.e do vocea mAu dtui:de 

hipotá.lamo aul lavada.e ae volvieron a reauapandor en 0,8 ml de 

aoluciOn KRB y ae pue1eron a incubar en un baRo a 37cc con 

atmOafera de o~ ca~ ces" 6X) por 5 mln. Al tiempo O ae 

ad1clon6 a loo vl~loo 100 ul C200.000 c.p.m.) de ~H-TRH en KBR y 

ea incubaron durant.e ol tiempo naceeario. En loe experlment.oa donde 

ea utilizaron inhibldorea, ea toa •• agrogaron daada •• 
prelncubacíOn o al inicio de la incubAci6n aog~n so espectfique 

para cada caao, Una vez que terminó el tiempo de 1ncubacl6n, los 
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vlalee so eacaron de1 baño y la mezcla de incubaclOn ee pae6 

r4pidamonte a tuboe Ependorff, ee centrifugaron por 30 eeg a 

10,000xg y ee eeparO el medio de lncubact6n del tejido. El modio 

do tncubact6n ee decant6 en tubos cOnicos que c6ntenlan 4 ml 

de metano\ abeoluto y ee guardaron a -20°C; y a loe tuboe con loe 

lojidoe ee lee agrego ~l de 4c. acético al za~. ae congolaron 

por tnm9rai6n en acetona - hielo eeco y ee guardaron a -zo~c hasta 

empezar el procedtm1ento do &n41tole de loe productoe mót&b6licoa 

del TRH, 

PROCEDIHIEHTO QE lDENílFICAClOH y CUAHTIFICACJON DE LOS 

HE;TABOLtTOS QEL TRH.- Loe productoe de la d~gradaclOn d"I TRH 

generados durante la tncubactOn ue anal1zaron tanto en los medtoe 

de tncubaclOn como en los t.6Jldoe. ~oe modioa do ,ncub&ClOn on 

met.anol al 80~ y enfr1adoe a -2o~c durant.a 18 hu como mln1mo, ee 

cent.rlfugaron a 1800xg en una c~nt.rlfu;a cllnlC3 a 4QC durant.e 30 

m1n. El eobranadant.e ae doc~nto da lae oaloo procipltadae, do cada 

tubo ee eoparO una alicuota do 1.4 ml a la qua ua lo agregaron lü 

ul de una mezcla de estAndareo que contenta TRH (1 mg/ml), íRH-OH 

<2 mg/m l), Pro-HH::r C20 mg/m l), G lu-TRH ( 1 mg/m l), Hin-Pro <2.2 

mg/m\) OKP (2.5 mg/ml) y Pro (10 mg/ml) con el obJot.o duque 

e trv 1 eran como acarreadores frico para 'º" meta.bol itoe 

radloactlvoe dura.nt.e el proced•m1<;>n\.o de !'IXt.raoc10n y anAl1a1e . 

Esto eobrenadante do los medios de 1ncubac10n oa evapor6 ha.ata 

sequedad en un evaporador Savant. 

Lo• tejldott congelados en Acido acético al 20%, •• 
descongelaron en baño do hielo para despu~a agregarlea 10 ul de la 

loe med>Otl du 
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lncubacton, a conttnuacl6n ee eomeL1eron a oonicaciOn haota 

obtener una euepenet6n homogenea. En este momento ee separaron 100 

ul del homosenado para medir las prote1nae. Loa reelantoe 800 ul 

del homogenado ee centrifugaron, ee decanto el eobrenadante para 

extraerlo 3 vocee con 10 volúmeneo do éter etll1co saturado con 

Ac. ac6t1co al 20'0 y ee le agregaron cuatro volúmenou de motanol 

absoluto. La mezcla metan6Iica de cada tejido se enfrió a -20°C 

durante un mlnimo do 19 ha y oo centrifugó a 1800xg en una 

centrifuga el ln1ca a 4~c durante 30 mtn. El eobrenadante ee 

decantó de loe materiales ineolublee y ee evaporó hasta sequedad 

en un evaporador Savant. 

Loe extractos metanOltcoe secos de loe tejidos y de loe • 
modio~ de incubación so resuupond1oron en 50 ul da metanol acuoeo 

al 80%, oe aplicaron a cromatoplacas anallt1cae de sllica gol y 

ee deearro\laron en el slutema l. Deupuée de uecar le faee móvil, 

la ellica de lae placau oe raspó en eegmentou de 2 cm de ancho 

por el largo equivalente a O.l R~ para luego dopouitarla en tubos 

Ependorff y oluirla con 250 ul do metano! al BO~. Una allcuota de 

150 ul de cada oluado oo depoolló en vialoo de contolleo que 

contentan 5 mi de eoluclón 8ray para medir la radioactividad 

presente con un contador de centelleo liquido. Como en el sistema 

1 la H¡e-Pro no se separa bien de Pro y TRH-OH, ni la DKP de 

prollnamida porque tienen R,o muy parecidos, el reeto de loe 

eluadou ue agrupo de la s15u1ente forma: grupo P 0.1 +0.2 R~; 

grupo H 0.3 t0,4 R. y grupo D 0.8 t0.9 +l,O R~ para 

recromatograf1arloe. Las mezclan de eluadoe oe secaron en el 

evaporador Savant, oe reeuependieron con 50 ul de melanol absoluto 
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y loe grupos P y D ee desarrollaron en cromatoplacae anallt1cau de 

elllca gel en aeopropanol - amoniaco agua (70:28:1) (elutoma JI) 

y el grupo H en papel de lntercamblo ión1co con agua como rase 

móvil; en donde la separación da Pro y Hle-Pro, DKP y Pro-NH~ y 

tiene mejor reeoluciOn. las 

cromatoplacae deaarrolladae en el atatema 11 tambtbn ee rasparon 

en eegmentoa de 2 cm de ancho por 0.1 R~ de largo, pero en aeta 

etapa toda la e!Jtca ea depoeit6 d1rectamante en loo Viales de 

centelleo, ea eluyO con 1 mi de metano! acuoso al 80~ y ea le 

agrego 5 mi de aoluci6n Bray para medir la rad1oactivldad 

presente. El papal do Intercambio IOnico ea recortó on eogmQntou 

de 3 cm de ancho por Q.l R~ de largo, cada eogmento ao rucorlO en 

9 fraectonee que ee depoultaron on el vial de eental leo para elulr 

lambi6n con mi do metano! acuouo al SOX y contar con 5 mi de 

eol. 8ray para contolleo liquido. Loe dutou de los cromatogramao 

eut4n expreuadou en~ de la radioactividad total en cada earril. 
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R E S U L T A D O S 
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ESTRATECIA EXPERlHENTAL.- Las diferentes var1sbles que se 

estudiaron en los eXperimsnt.os de inact.lvaclon del TRH por el 

hipot.4lamo de la rata fueron las stgulent.es: 

a) Oet.ermin&clOn de la estabilidad del TRH durante la 

incubaciOn y el procedtm1ent.os de eXt.racct~n y análisio. 

b) !l(Amoro de hipot.Alamos robana.doe por t.ubo. 

e) Cantidad de ~H-TRH por tubo. 

d) Tiempo de lncubaclon. 

o) Rendim•ent.o del proced1miont.o de ext.racctOn y análll!l'iB de 

los met.abo 1 i t.ol'l. 

f) Efecto da agentes tnhibtdores de pepttdasas en el medio de 

l ncubac 1 On. 

ESTABILIDAD DEL 3 H-TRH DURANTE LAS EXTRACCIONES.- So 

det.erminO la eet.abilidad del ~H-TRH en ausencia de t.ej1do desde la 

lncubaciOn en el KRB a 37~c paBando por el procl'tBO complot.o de 

extracci~n hasta la cromatografla. Coma oo puodo oboervar on la 

ftg. 5, la tirolibertna permanece ein alteración alguna duranto ol 

proceiso co111pleto, Y• que isolamento ise obtuvo un pico de 

radioactividad que equivale al 95~ de la marca preisente en la 

croma top laca. 

REHDIHIEHTO DEL PROCEDIHIEHTO DE ANALISIS EN EL TEJIDO.- Se 

hi~a un o~gutml~nto completo de la marca de ~H en el medio y 

asociada •• t.eJ ido do Incubar rebanadas de dos 

hipot.Alamoo por tubo. durante 15 mln a 37QC. En la fig. B ee 

encuentra el diagrama del procedimiento de la extracción y 

anAl101e de loo metabolitao y del TRH na degradado, eo~alando en 

cada etapa lois parcentaJBIS correopondienteo de recuperac!On de la 
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HOHOGENADO'" 265, 333.±47. 794dpm us:o e 100•,~H, 

A }---. rtus lduo 8762.±1213dpm (t2.-0:l (3.68% .. H) 

SOBREHADAUTE l 255, 811.±40, 31 ldpm 115.?Xl (86. 34"""H) 

13 }-+-Et.OEt. 11,433dpm"' C4.3l"='H) 

SOBREHADAUTE 2 244. 425±20. 206dpm rn.3'.'l C82. 12%"'H) 

C }---.rct1iduo 13,829,il,976dpm 04.S:O C5.14"'"'H> 

SOBREHADANTE 3 203, 816.±27, 934dpm U3.7Xl <78. 85%H> 

D }---. rl)1J!.duo 11,288.±1,117dpm (9.'.!Xl C4.26% 3 H) 

E EXT[ACTO 143,280;t18,383dpm mu (53.88%'H> 

-=-tt EU EL. CARRIL. 80,835.±14,972dpm H6.SXl C30,5""H> 

FIGURA 8.- RENDIHIEt·.rro DEL PROCEOIHIEN'TO DE EXTRACClOH V 

CROHATOCRAFIA EN EL. TEJIDO. -Homogen&do de \&t1 rebanadae de dos 

htpot.A.lft.moe resuependidas •n mi do AcOH deapuéa de 

prelncubarlas 5 mtn e lncubarlae 15 mln en t ml de KRB con 200,000 

cpm de ~H-TRH a 37~c. El homogonado so somoll6 a los stgulente 

procedlmientos: ~-centrifugact6n a 10,000xg; 13-extracct6n con 

ELOEl ("' llo ha.y c.v. porque Be agruparen Lodoe loo oXlracLoa>; 

C:-preclplLaclón do ualoa con HeOH al 80% y centrifugac16n a 

1600xg por 30 min a 4°C; e>-evaporaci6n haaLa sequedad en equipo 

SavanL; E:-cromaLcgraf[a en placa fina en BiBLBma l. raspado, 

elusl6n y COl"ILeo. Loe datoB Bon promodto da 6 deiL .. ra:.lnaclonotl' ± 
desvtaci6n outandard. EnLro parél"IL~9iB con nUmeros COl"ldensadoe 

el coeftclente de variación y ccn números normales el porcentaje 
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marca radioactiva; y an el cuadro 2 ae encuent.ra un reaumen de loe 

rendlmlent.oa reepect.1voa para el proceso. Cabe hacer not.ar que loa 

dat.oe eat.4~ expresados en dpJDa, las cualeo se calcularon a 

part.ir de la correcc10n del apagam1ent.o por modio do la 

lnturpolact6n de la relac16n de eet.ándard ex t. orno de las 

mueatrae en curvas de eficiencia vs. rolaciOn de eet.4ndard 

externo elaboradae en el mismo contador do cent.ollao llqutdo. Al 

final de la Incubación, deopu6e de separar el t.eJido del medio, 

se encont.rO que ol 14~ de Ja radioactividad a~adida a cada vial 

aotaba asociada al t.eJtdo y el real.o oolubilizada en el medio de 

incubación. Duran t. e el procedtmlent.o de ext.racctOn de la 

radioactividad asociada al t.eJido y proparaclOn de loe oxtractoe 

para eor aplicado11 a la cromatoplaca Be perdiO el 48% do la marca 

original• mientrae que durante el proceno de eonc.,ntrac"1on del 

extracto matanOl1eo de loo modloe eo perdiO el 24.7% de la 

puorsta • evaporar • Duran to o 1 proco110 radioactividad 

cromatogrAf leo, raepado y eluelOn de cada fracci6n ee obtuvo un 

rendimiento del 56.5% quedando finalmente una rocuporaclOn total 

de la marca radioaetiva del 30.5% para loe tejidoe y del 42.5% para 

loe medico de incubae10n. 

EFECTO DE LA CEOHETRIA DEL RECIPIENTE PARA LA IHCUBACION.-

Para oonocttr lt1.1::11 meJor.:ie cond•c•onttt:r de t1u1JpenelOn de 1 .. 

rebanada.e y optimizar la lnteracclOn entre la(e) en~lmae y ol 

oustrato, 11e compararon los patroneo de degradación obtenidoo 

cuando so Incubaron lae rebanada11 de doe hlpotAlamoo en mi de 

KRB durante 30 mln a 37°C en reclpientee diferente11: un vial de 20 

mi con fondo plano de 2 cm de diAmotro o un tubo Ependorff cOnico 
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RADIOACTlVIDAD EN EL VIAL DE lNCUBACION 

CHEDIO t TEJIDO) =100% ~H 

RADIOACTIVIDAD EN SOLIDOS Y LIQUIDOS DESPUES 

DE CENTP.IFUGAR AL FINAL DE LA JNCUBACION 

TEJIDO 14~i2.3 (o.v.=1B.4~) 

HEDIO 86'1í±B.O Co,v,=B.DX> 

RENDIHIENTO DEL PROCESO DE EXTRACCIOr.I EN EL TEJIDO 

= 54X±7.2 Co.v.=13.3X> 

RENDIMIENTO DEL PROCESO DE CONCENTP.ACION DEL EXTRACTO 

HIITANOLICQ DE LOS MEDIOS 

= 24.7 ± 8,45 Co.v.= 34.2) 

REUOIHIENTO DE LA CRQJ1ATOGRAFIA CDE EXTRACTOS 

PROVENIENTES DEL HEDIO O DEL TEJIDO> 

= 58.GX± 7.1 Co.v,=12.8%) 

RENDIMIENTO To·rAL DEL PROCESO EN EL TEJl[JQ 

= 30.SX ± 5.B Co.v.=18.SX> 

RENO 1H1 ENTO TOTAL DEL PROCESO El~ EL MEO 1 O 

= 42.5% ± 4.8 Co.v.=11.3%) 

2.- RENDIMIENTO DEL PROCEDlHiENTO DE EXT~ACCiOH Y AJ.lALISIS 

TEJIDOS Y LOS HEOIOS DE IUCUBACIOH. CPromed10 d" B 

det.ermlnaeloneis 

variación e.v). 

± deiisvlaeiOn eot.!S.ndard y coeficlent.e de 
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TEJJ:DO MEDIO 

Tubo Epondorrr vial Tubo Ep ... ndorrr v ln. I 

""" ASOCIADO o. 15 20. 1 98.85 79.9 

XTRH INTACTO >0.01% 35.8.±13. l 92.8.±.3.8 73.2i8,B 

n=2 n=s n=2 n=e 

"DKP FORHADA :>0.01" 15.B.±,2.4 2±1 .2 11.5,i3.7 

n=2 n=4 n=2 n=e 

CUADRO 3,- EFECTO DE LA GEOHETRIA DEL RECIPIENTE SOBRE EL 

HETAOOLISHO DEL ~H-TRH. En cada rociplenLo se Incuba.ron 1 •• 

rebanadas de dos hipoL4lamoe on 1 mi de KBR a 37°C durante 30 m1n 

y ae anall~aron el TRH y la DKP prceentee (ver Hatorialee y 

H&todoe), Los datos son promedio± d.e • 

. -. .. 
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do 1.5 ml. En el cuadro 3 Be puede observar que fue m(nlma la 

degradaolOn del TRH cuando se incubó en ol tubo cónico, ya que 

el resultado OB Igual al que se obtuvo cuando se incubo el 3 H-TRH 

eln ~ejido. Adom4s, la cantidad do radioactividad auociada al 

tejido prActtcamonto no os detectable on el tubo Epondorff, 

mlontraa que con la lncubacJ6n en el vial, en donde la agitación 

el favorece una dieporuión efectiva del tejido, so observó una 

dooaparlclón t~portante del ouetrato aol como la aparición de 

otros picos de radioactividad que concuerdan con loo parAmotroe do 

migración do loe oetAndaree. 

DETERHINACION DE LA CANTIDAD OPTIHA DE TEJIDO Y DE SUSTRATO 

RADIOACTIVO.- Como deeconoctamoe la magnitud do la actividad do 

laa anzlmau qua catabollzan al TRH, Be aatudiaron lau corrolacionaa 

entra la producclOn de la DKP que aparocla como metabollto 

principal (cuadro 5, pAg. 59) y la dQoapar1ciOn del TRH con el 

n~maro da hipot4lamou incubados, So compararon loa porcentaJBB 

formados de DKP ael como loe remanentes del TRH deupu6u do 

incubar en l mi do KRB Jau rebanadae da 1, 2 y 3 hipot4lamoo a 

37-C durante 30 min. En la figura 7 BC praeantan laa srAficae do 

loa porcentajes raepeotlvoa obaarvados al final de la ineubaoiOn 

tanto en al medio do como en ol tejido; y on la figura 6 loa mlamoa 

poreontajae corragtdoa por mg de protalnaa. Como ea puedo oboorvar, 

ea en al tejido an donde ea encentro difaroncla con raupecto al 

n~mero do htpotálamou incubadoe; en el medio do 1ncubac16n 

pr4ctlcamento no oxlota varta:lón. 

La cantidad maa adecuada do euatrato ae determinó Incubando 

robanadau do deo hlpotAlamoa con 100 000, 200 000 J 400 000 cpm do 
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~H-TRH (333• 866 y 888 pg de TRH reupectivamenle) en 1 ml de KRB 

durante 15 y 30 mln a 37~C. Las Sr&ficau de lae figuras 8 y 10 

tienen loa valores encontradoe para cada condictOn tanto en el 

medio de tncubaclOn como en el tejido. Al 1.gua 1 que con la 

tncub&cl6n de diferente n~mero de hipot4lamou, también en este 

ClLBO cbiservamoB que ea en el tejido donde ea presentaron 

variaciones mae grandes con relaclOn a la proporcl6n de uuetrato 

marcado y la deeapartciOn de TRH y aparict6n de OKP. 

En cuanto a las gr&flcan expresadas en porcontaJoe por mg do 

protelna hubo cambios en cuanto al valor absoluto de loa datos, 

pero no se observaron cambice relat!Voa ulgntflcatlvoe pues en cada 

una de lae grAflc&o las pendientou de las 

prActlcamente tgualee. 

lineas ee aprecian 

INFLUENCIA DEL TlEHPO QE PREINCUBACION.- Con el objeto de 

determinar el tiempo mlntmo neceearlo para equilibrar el toJtdo a 

ee efoctuaron prelncubaclonee do 6, 15 y 23 minutoe, 

combinadas con 15 mln de lncubac10n. Los reeultados indicaron que 

en ol medio no hay dlferenciae lmportantee con reepecto al tiempo 

de prelncubaotOn, pue" en cualquiera de loe lntervaloe eatudiadoe 

ae encontró que en el modio de incubación al t 0 el 83% de la 

radioactividad preeente correepondta al ~H-TRH y al final de la 

1ncubaclOn habla desaparecido el 25% del 3 H-TRH. De acuerdo con 

oetoe reeultados, se docldlO prelncubar regularmente durante 5 

mln. 

DEGRADACION DEL ~H-TRH POR LAS REBANADAS DE HIPOTALAHO DE 

RATA.- En la figura 11 ee preeenta el perfil dol croma~ograma en el 

sistema 1 que ee obtuvo deepuae del procesamtento de extracción y 
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MEDIO DE INCUBACION 
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an&liBiB de la marca radtoactlva en loe tejidoe y el medio, al 

incubar lae rebanadae de deo hlpot&lamoe con 200 000 cpm de 3 H-TRH 

en 1 mi de KBR durante 15 mln a 37°C. En paralelo a lae abecleae BB 

marcaron loe R~e de loe eel&ndarou fries que ee cromatografiaban 

loe extractoe. Como se ve ee~allzado en la 

figura 11, en el slsloma 1 los R~e de la prollna e hts-pro, hls-pro 

y TRH-OH asl como do la Pro-NHz y DKP son muy parecidos, por lo 

que eetoe extractos ee ~gruparon para recromatograflarloe en el 

It y en papel de intercambio IOnico como se doscribi6 on 

Haterial y H&todoe. En la figura 12 ee preeenta el perfil 

do loe grupoe do radioactiva 

recromatograftadoe en el aletoma 11 encontrando, que loo poeibloe 

metabolltoe marcadoo eobre la proltna que eo formaron duranle la 

lncubaclOn fueron: Pr~, H1e-Pro, TRH-DH, DKP. Cabe hacer notar que 

con eete dleoño exporlmental nO obeorvamoo producción de Pro-NH 2 • 

En loe cuadros 4 y 5 ee pueden ver loe poroenlajee del TRH y 

loe metabolitoo identlftcadoe tentattvamonto por eu corroepondencia 

con loo par4metrou de migración de loe eetAndaree incluyendo loe 

valoree detorminadoe deepube do recromatograf1ar en el e1elema 11 

las fraccloneo do mala roeolución en ol etetema l. El cuadro 4 

preeonta loo da toe encontrados al t 0 deupube do 5 mtn do 

proincubaclón y el cuadro 5 loe encontradoe deupube de 15 mln de 

lncubaclOn. Loe datoe doecr1toe no ee corrigieron por mg de 

protetna ya quu como ee monclon6 anteriormente on el párrafo del 

oeludio de lae cantidadoe Optimao de teJido y euetrato, loe 

rooultadoo rolattvoo no oe van afectadoe por oote par4motrc. 

CINETICA DEL CATABOLISHQ QEI ~H-TRH.- Con el fin do determinar 
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SUSfRATO o HEDIO DE T E J l o o 

PRODUCTO INCUBACION 

TRH 87.7±3.B 71.0±13.3 

UO, 4.3U (7. l8.7X) 

DKP+ProNH~ 3.6,!1.2 15.4±4.8 

uo, 33.so l?. 31.SO 

Pro+His-Pro 3.4±1-2 5.0±2.0 

1s, 34.mn CG, 4t.LU 

TRH-OH+Hts-Pro 5.2±2.S 6.2±1.8 

18, 54.6X) CB, 36.S:O 

TRf-i-OH 1-6.±.0. l 1.4±.0.1 

12, 8.ID:) <2, ID.O:U 

Pro º·ª±º·º 2.5±0.3 

12, O.OX> 12, 11.lll 

His-Pro 2,B_t.0,3 4 .B,i0.5 

12, 13.:AI 12, 10.Z:O 

ProHH~ º·º.!º·º º·º±º·º 

CUADRO 4.- PORCENTAJE DE TRH Y SUS HETABOLITOS A O HIN DE 

INCUBACJQN. Rebanadas de dos hlpot.Ala~on se prelncubaron a 37~c en 

0.8 ~l de KRB; a t.~ ae lea agregaroñ 200,000 cpm de 3 H-TRH en 0.1 

ml da KRB inmuclia.ltuuant.tt ua P•U"Ó la. raacci6n. Lou d.11.Luu tlOI• 

promedio ± deevlaclOn eet.4ndard; entre par6ntaeiB número de 

determlnactoneo y coeficiente do varlaol6n. 
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SUSTRATO o HEDlO DE T E J ( D o 

PRODUCTO INCUBACION 

TRH 72.7.±.8.0 68.2.±8.1 

cu, e.JXI UJ, 15.711 

DKPtProNHa 13.5±3.5 24.7.±8.7 

114, 26-Zll <H, 21.Z'O 

Pro+Hl111-Pro 8.7±2-8 8.2.±3.5 

U4, .U.SU U4, 38.LU 

TRH-OHtHlB-Pro 7.0±2.8 B,6.±.2,9 

114, 42.1.U U4, 33.«> 

TRH-OH 5.0.±2.4 1,3.±0,7 

110, 47.:iXI IB, Sl.ZU 

Pro 1. 7.±.0. 7 8.0.±.2.7 

18, <40.Zll (8, Ja) 

Ht•-Pro 8.8.t.3.0 2.8±_3. I 

UO, «XI <10, lOOXJ 

OKP 12.7,!3.3 26.2,!B.3 

ca, 25.9:11> 110, 23,9") 

ProNH;, º·º.±º·º º·º±º·º 

CUAO~O 5.- PORCENTAJE DE TRH '( SUS HETABOLITOS A l.OS 16 HIN DE 

INCUBACJQN. Rebanadas de dos hlpot4lamol!ll se prelncubaron 5 ~in en 

0.9 mi de KRB; ae agregaron a t.o 200,000 cpm de 3 H-TRH en 0.1 ~I do 

KRB y se 1ncubaron 15 mln a 37"'C\. Loe dl'l.t.os Bon promedio.± 

douviactOn eist.4ndardi entre par6ntoa 11!11 númttro do 

det.erm1nactoneu y coofJcten~e de vorloci6n. 
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lao velocidades de daoaparic!On del ~H-TRH y de aparición de eue 

matabolltoe, ea Incubaron a 37gC las rebanadas de dos hipot4lamoe 

con 200 000 cpm de ~H-TRH en 1 mi de KRB durante O, 6, 18, 30 y 60 

mln. En cada punto ea analizaron tanto al medio da lncubac!On como 

ol t.eJ ido por le• 

deecribieron en Haterialee y H6t.odou. Como ee puede observar en la 

r1aura J3, al tQ hay una r4pida aparición de OKP on el tojido, la 

cu4J aucede tan eOJo en el intervalo de t. tempo Cl.5 man 

aproXtmadamente) entro la adlc16n del ªH-TRH deepuóe de 5 mln de 

protncubaoiOn a 37gC, la centrtfugación durante 30 eeg y la 

separación del medio para agregar el ác. acét.1co al teJldo. Este 

comportamiento ee pudo confirmar en exportmentoe eubeeouontee, en 

loe qun ntnmprn ne analizaron loa mntaboliton formados nn medio KRB 

como control a tQ y a loe 15 min de lncubaciOn con el nuetrato 

oxOgono. Pooterior111ente, deopués do un incremento poco 

pronunciado pero conetanto haula lou 18 m1n, ae produjo un 

platoau en la producctOn de la DKP en el tejido, probablemente 

debido a au nubnuouente degradac!On a Hie-Pro y Prollna. Dicho 

p/atoau también puede deberae a la posible difusión de la 

Hln-ProNH~ al medio, o bien, a la combinaclOn de loe dou eventoe. 

En lo qu~ respecta a la formaclOn de TRH-OH en obeervO que su 

presencia fué ca11i nula ha11t.a Ion IB r:i.in do incubac10n tanto en 

el tejido como en el medio de incubactOn y que es haeta deepués 

eet.s tiempo cuando su producctOn ee mayor. 

En la f tg. 14 ise presenta la cinética del ~H-TRH y •u• 
metabolit.oe un el medio de tncubaolOn. En el tQ uncontramou que la 

radtoactividad presente oorreepondla a TRH intacto C84X) y 
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poeterlormente, durante la lncubaclon el comportamiento de la 

dooapariclOn dol ~H-TRH oe muy parecido al quo ea obaorv6 en el 

tejido, aunque con una pendtonto meneo pronunciada en loe primores 

30 m lnut.on e l gua! para la eogunda mitad do la lncubaclon. 

Tambl6n aqu1 la DKP fué el principal producto do degradación, 

aunque a dlforoncla del tejido, eu formación ee dot.ect.6 dospu6e 

do 5 mln do lnoubac\On y el p/Bt8BU ompo~6 a loe 18 m1n. Los 

otros motabolltoe que pudtmoe obeorvar en ol modio do ineubact6n 

fueron tambtbn ol TRH-OH, la Htu-Pro y prollna, aunque • 
diferencia del tejido, en cantldadoo que no robaoaron el 5X para la 

Hts-Pro y proltna y ltgoramonto mayor del 5% para el TRH-OH ocio 

haeta loo eo m\n do lncubacton. 

EFECTO DE lNlttBlOORES OE PEPT1DA8AS.- De11putie de definir 1011 

dlforont.1111 mot.abolit.oe d11l TRH formado11 durant.11 la ojocución del 

dtaeño 11xperim11nt.al descrit.o, Be t.rat.aron do caract.orlzar las 

enzimas quo llevan a ofect.o la dsgradac!On del TRH haat.a DKP por 

modio del uuo do agont.eu qulmicou que Pe eabo afoct.an a las 

onzlmas que t.ambt6n degradan al TRH en Ot.rOP e lut.ero.ae 

oxporiment.ales. Di choe agent.ot< fueron: p1-0Glu-B-naft.1lamlda 

CpGBHA> 0.1mtt, un sust.rat.o fluorog6nico art.lficlal do la PGA1, 

inhibtdor compot.tt.tvo do bet.a pero stn acción eobre la PGA 11; 

b.:i.cltracln"' CBtt.c.) 2.5 mtt, inhibidor do la PPCE y do la PPDA; 

dit.loerlt.rit.ol COTE> 2 mH, agent.11 ant.loxtdant.e do grupoo 

aulfhidriloo qua ee nocoaarlo para la PCA 11 1nhtbo a la PGA II; 

yodoacet.amida ( 1-Acot.) 0.5 mH y 2 mH, inhibidor do lae 

t.iol-prot.oaaaa y do la PCA 1¡ 4c. et.1l6ndtamtno t.ot.ra-acét.tco 

CEDTA> 0.5 mH y 2 mH, agont.a quolant.e do ion11s dival11nt.1111 qua 
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requleron la POA 1 y PE para au e~proalón mAKima, pero que lnhlbe 

a la PCA 11 y la 1~10-orto-fenanLrollna (o-Fon) 0.5 mH y 2.0 mM, 

que oa un lnhlbldor muy efectivo do la POA 11- Laa rebanadaa do 2 

hlpoL&lamoa ao incubaron con 200,000 cpm de 3 H-TRH on 1 ml do KRB 

a 37°C durante 15 m•n y con loa lnhlbldoroa adlclonadoa dando la 

prelncubacl6n do 6 mln. En loe cuadroa B y 7 ao preaenLan loe 

daLoe obLanldoo deapuba de analizar en el LeJldo y el medio do 

lncubaolón loa matabollLoo formados en la preoencla do loa 

lnhlbldoree de peptldaeaa arriba mencíonadoe. Loa reoultadoe oaLAn 

eKproaadoe on lod porcantajeB rolaLlvoa a loe meLabollLoe formadoe 

cuando ea 1ncub6 el LoJido en KRB ain agregar otro aganLa 

qulmico. Con el objeto de asegurar quo el EDTA, la Bac., o-Fon y 

1-AcoL actuaran ofocLivamonle a la conconLraci6n determtnada, con 

eoLaa oubaLanciaa el KRB no propar6 nin ca•• ni Hg•• y también ea 

comparo el efecLo de la aueoncia de dlchoo motalee divalontee en 

el modio de incubaclOn (cuadras 8 y 7>. 

De loo diforentoe agonteu eotudiadoe, solo la o-Fon cauo6 un 

marcado efecto tnh!btlorio en '• producciOn do DKP, 

dlomtnuybndola en el tejido haota en 73% y en el medio hasta en 

81% de la producida en au auaencta. El roela de 

outudtadao no tuvieron repercuolOn importante sobre la formaciOn 

de la DKP. 



TRH DKP PRO HIS-PRO TRH-OH 

KRB 100±15. 7 100±27.2 100±34 100±80 .3 100±55.2 

(13, 15.7Xl (14, 27.W (8, 3-IX) (10, 00.3") (8, 55.2X) 

KRB+ 82.3±3.3 83.4±4.8 180±33.8 88.1±14.3 23.1±1.1 

(2, 3.6X) <2, 5.BXi (2, 21JO (2, 21JO (2, 0.2:0 

pGBNA 118±17.3 77.3±26.8 81.2±8.4 84.8±48.7 407±407 

O. lmH (6. 14. 'lli) <6. 34.m (4, 10.JX) (4' 76. 7X) (4, !OOX) 

pGBNA* 103±8.8 74.8±20.7 135±18.5 153±8.0 300±18.2 

O. lmH <4, a.ax> <2, 'Zl.7X1 (2, 13.7Xl (2, 5.9X) (2, 6.4;1) 

DTE 85.7±18.2 118±7.2 8.1±0.8 15.5±0.3 23.1± 4.7 

2mH (4. 20. !JO (4, 6.210 (2, 10.9X) (2, 1.7X) <2, 20.2X) 

EDTA• 83.3±8.3 102±18.4 158±75.7 100±43. 1 30.1±5.3 

0.5mH (2, 8.9X) 12, 19.m (2, 48X) (2, 43>0 (2, 17 .2X) 

EDTA• 84.3±3.8 88.7±5.4 88.7±18.4 28.5±3.8 138±54.4 

2mH 12, 4.m (2, 6.JX) <2, 2!.9X) 12, 12.axi (2, 39.JX) 

pGBNA• 114±4.2 78.1±10.9 102±1. 5 132±10 .8 68.2±3.2 

+Bao.<=> (2, 3.7JO (2, 13.9Xi l2, 1.JX) (2, SX) (2, 4.7'.0 

o-Fen ... 132±7.2 26.7±1.1 13.5±2.2 15.5±3.7 53.8±5.1 

0.5mH (2, 5.5:() (2, 4Xl <2. 16.m (2, 23.bXl (2, 9.4X) 

o-Fen+ 111±12.7 58.7±2.5 43.5±16.6 45.3±27.5 200±123 

2mH <2. u.m (2, 4.5);) (2, 37.~) (2, 60.b)() (2, 61,4Xl 

1-Acet- 110±6.8 61.4±13.9 108±52.6 25.8±8.2 108±60.8 

0.5mH es, 1 .sx> (8, 17.!JO <4. 49.:m (4. 31.bXl (4, 56.f.X) 

I-Acet ... 88.1±12.1 86.6±13.2 54.4±13.3 22±5.5 115±28.3 

2mH (2, !2.2:() (2, !J.~} <2, 24 • .fX) (2, 25);) <2. 22.a:o 

CUADRO 8.- EFECTO DE INHI8IOORES SOBRE LA PRODUCCION DE HETABOLITOS 

DEL 3 H-TRH EN EL TEJIDO. Se presentan los porcentajes de l º" 
metabolitoa encontrados en el tejido en la presencia de agentes 

químicos con relación a los formados en ausencia de el loa. En 

presencia de los agentes químicos indicados, las rebanadas de dos 

hipotálamos ~ueron preincubadas por 5 min e incubadas 15 mi n a 

37ºC con 200,000 cpm de ·-=iH-TRH en 1 ml de KRB ... El a.gent.e quimico 

se agreg6 solo durante la incubación. •El KRB no tenía ca~* ni 

Hg*•. pGBNA ~ué O.lmM y la bacitracina 2.SmM. Entre 

paréntesis número de determinaciones y coeficiente de variación. 
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TRH DKP PRO HIS-PRO TRH-OH 

KRB 100.±8.3 100.±25.8 100.±41. 2 100.±44.1 100±48 

<H, 8.3Xl (H, 26.2%> (8 • .f0.2Xl (10, «Xl (!O, 47.SXJ 

KRB+ 94.5.±0.5 101.±11.9 84. 1.±10. 6 200.±38.2 52. 8.±1. o 

(2, 0.6J:l (2, 11.3X) (2, 12. 9'.{) (2, 19Xl (2, 2XJ 

pGBNA 103.±8.8 77.7.±22.2 78.5±41.2 126±88.1 124±20 

O. lmH (, 9.Ul (8, 28,2JO (4, 53.3Xl (4, 54.5)0 <4, 16,"/X) 

pGBNA" 98.7.±1.4 62.2.±25.2 112±23.5 182.±35.3 140±4 

0.1mH (2, 1.SXl 12, .fO.m (2, 22.3',() (2, 19.4Xl (2, 3X) 

DTE 106.±5.7 58±16.3 84.7.±8.2 100±50 182±32 

2mH <6, s.m (6, 28.9%) (4, 12.SXl <4, 50.m (4, 19.2>0 

EDTA+ 107.±4 72.6.±8.8 121.±11.8 128.±8.8 64.±2.8 

0.5mH (2, 3,"/X) (2, 13lil (2, 10.3•> (2, 6.6J:) (2, 4.4X) 

EDTA+ 90.6.±4.3 72.6.±6.3 132.±0.2 200.±31.2 168.±.22 

2mH (2, 4.7';() (2, B."/Xl <2, 15. 7:0 <2, 15.GJ:l (2, 13.Ghl 

100.±3.8 81.5.±1.5 88.2.±21.2 209.±.58.8 56.!.8 

+Bac. 0 (2., 3.S/;) ('"' ~ ., .. 
·'-' '-• -·' 1 {2, 24,$~) (2, 23,W l2. 13.3:;¡ 

o-Fen ... 122.±0.7 18.8.±1.6 19.4.±2.4 70.8.±4.1 86.±5.6 

O.SmH (2, 0.6J:) (2, IJ.3X) (2, 10.'IXl <2, S.9Xl (2, 5.9Xl 

o-Fen ... 112.±1. 5 36.3.±5.3 35.3.±16.5 81.6.±.7.2 110.±10 

2mH (2, 1.3Xl (2, H.-O:l (2, 47.!hl (2, B.5Xl (2, B.9X) 

1-Acet+ 102.±9. 1 69.6.±12.6 106.±35.3 181.±.135 118.±.28 

0.5mH (8, B.9Xl (7, 17.9',l (5, 33.3") (5, 74.!l:il (5, 23.!Xl 

1-Acet ... 90.2.±1.6 92.6.±7.4 70.6±27.1 254.±119 144.±.44 

2mH (2, !.!IX) (2, 8.0X) (2, JB:(i (2, 46.llX) (2, OOX) 

CUADRO 7.- E"ECTO DE !NHIBIDORES SOBRE LA PRODUCCION DE HETABOLITOS 

~EL 3 H-TRH EN EL HEDIO DE INCUBACION. Se presentan loa porcentajes 

de loe metabolitos encontrados en el medio en la presencia de 

agentes químicos con relación a loa formados en ausencia de 

el loa, En presencia de los agentes qulmicos indicados, las 

rebanadas de dos hipotálamos fueron preincubadaa por 5 min e 

i ncubada.13' 15 mi n a 37°C con 200, 000 cpm de sH-TRH en 1 m l de KRB. 

~El agente químico se agregó solo durante la incubación. +El KRB 

no tenia Ca•+ ni Hg++. ºLa pGBNA ~ué O.lmH y la bacitracina 

2.SmM. Entre paréntesis nUmero de determinaciones y coe~iciente 

de variación. 
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El uao de rebanadaa de t.ejldo cerebral para al eet.udlo 

111.ult.ldlaolplinarlo de la funolon elnáplica ea una t.écntca 

complo111.ont.aria quo permite •• eat.udlo do mocan i omoB do 

tnt.eraccionoo lnt.ercelularea CYama111.ot.o y He llwaln 1986). L•• 
rebanada& do 1 tejido aon t.ranoferidao dentro do un ambienta 

art.lflclal como unidades funciona lea lnt.act.aa en las cual ea 

permanece organl~ada antro at la complicada herramtont.a celular, 

laa conaxtonea entra laa neuronas y lau de ont.ro lae chlulaa 

norvtoeao y gllalee. Probablemente la ventaja m4e Importante do la 

t.~cnica de rebanadas, y tal vez la que añade una nueva dimenelOn 

a la eet.rat.e.BI& expertment.al, ea que pnrmtt.e el acceso al 111;/ieu 

Interno dol cerebro. El 1.u10 do IHll.a met.odologla permi t.e 

corrolacionar n1velee flutolOgicos, bioqulmicou y anat.6m1coa 

baJo condlctonee cont.roladae (Lynch y Schubort. 1880>. 

En el t.rabajo que aqul homoo d~ucr1t.o, ut.1 lizamoe rebanadas 

de t.ejtdo hlpot.alám1co que permlt.en un eet.udto tnt.egral do la 

dogradaclOn dol TRH adomás de que haet.a dondu sabemos no ee ha 

ut.illzado provtament.o para out.o problema on part.lcular. 

Como oe puede observar en la ftgura 5 (pág. 43), el suet.rat.o 

t.razador permanoc!O ost.ablo haet.a por 30 minut.oe do lncubaciOn y 

durant.o el proceao comµlot.o do la extracel6n y anAliaiu, lo cual 

garantiza que loo cambios observados cuando so encont.raba en la 

presencia del t.ejido ee debieron procloamont.e a la acclOn do 6et.o 

sobro el TRH. Además, rooult.O evtdent.o que para quo ol euet.rat.o 

pudiera int.eraot.uar con el tejido so requieren de condiciones de 

dleporo!On oftclont.e6, ya que cuando el 

tubos Epondorrr do fondo cOntco, el t.rtp6pt.ido no surrtO ninguna 
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alteracton ni siquiera doepués de 30 minutos de incubacíOn 

(Cuadro 3, p4g. 47>. 

Como si 3 H-TRH que Utilizamos eet4 marcado on el anillo do 

prollna, ol ~nico metaboltto que no pudtmoe detectar fué la 

h1sttdlna, nin embargo, la Pro-NH= que al podrlamos detectar, no 

la observamos con éste Biotoma do rebanada& hipOtalAmicao, ni 

siquiera deopuéo de 60 mtn d" incubación ni an el modio ni en el 

tejido en ninguno de loo eXperlmontoe ofectuadoa (Cuadros 4 y 5, 

p4ge. 57 y 58). Aunque la proltnamida ea ha propuooto como 

metaboltto directo del TRH CKroldor et al. 1981>, no ae ha doocrlto 

hasta la focha una enzima que act~o sobro él y lo divida en 

<Glu-h10 + Pro-NH2. En loo reportee donde detectaron eete ~!tamo 

compuesto doapuéu de incubar ~H-TRH con fraccioneo particuladae y 

extractoo do corebro CHatnul et al. 1879 y Bauer y Lipmann 1976>, 

ne propone que en un producto necundarlo dn la degradaclOn del 

TRH, conetituynndo junto con la pral ina, loe productoo de mayor 

proporción en dichao preparacloneo, Aparentemente, la HPI aaociad3 

a la fracción particulada de cerebro do cerdo no oe encuentra on 

la porcl6n soluble de cerebro de cobayo ni en lao fraccloneu 

part1culadae y eolubleu de ade~ohipOfiele de rata CBauer y 

Kloinkauf 1880, 8rownn y O'Cuinn 1983) puba en n¡nguno de eotoo 

canon oe ha detectado la prolinamida entro loe atrae metabol1to~ 

del TRH. Como tampoco la pudimoe ver en lau robanadau do 

hipot4lamo de rata, noto Indica que aunque la enzima pudaora eotar 

•n .1 hlpotAlamo, no pueda degradar aproclablomenta a l• 

h10-pro-NH~, ya eoa porque no tien~ accu~o ~I 

encuentra dentro do la cOlula, o bien, porque aunque eutuvlura 
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presente en la membrana plaem4tica pudiera tener propledadee 

c1n6t.icac tales que no le permiten man1fest.aruo en nueatrae 

condJcionee experiment.alee o porque t.enaa que competir con otra 

en~ima mae orectiva y meJor ubicada (como podrla ser la PPOA>. 

Y• quo lae cond1c1oneu en 

experimentoo deecritoa no eon lao adecuadas para que el TRH ee 

Interna! Ice on lae célulae <Charli ol al. 1984), en el eletema de 

rebanadas aqul deocr1t.o, el ~H-TRH pudo haber eido degradado por 

en~irru1.!1 uol1.o1blau ilberll.d•u1 de células rotas o BOcrot.adae 

act1vament.e por c61ulae v1vae, o también por enzimao membranaleo 

extracelularon o int.racolular'!IB e:ic:puoet.ae al GUl!lt.rat.o por la 

ruptura de lau c61ulae durante loo cartee del tejido. 

Como oo mencionó provtamente, la PPCE ee una enzima eoluble 

muy eetable, por lo tanto, la producción de TRH-OH noe puede 

eervir do indicador de la poelble contamlnaclón eoluble. Como 

puede veroc on la cinética de lae figura.e 13 y 14 Cpáge. 60 y 61) 

el TRH-Oli oe pr1,sonta on cantidad"º deopreciablee deedo el inicio 

del contacto del ouotrat.o con el tejido hasta loe 18 mtnutoe de 

incubación, lo cual indic4 que en la preparación expertmental no 

hay una presencia Importante de peptldaeae eolublee haot.a eee 

momento y sugiere que loa eventos det.ectadoo en el tejido durante 

loe prlmeroo mtnuto:::r do la lncub4cl0n ne deben princlpalment.e A 

en~imao mombranalee. Deepuéu de loe 18 mtn da incubación, la 

cantidad do TRH-OH •• va Incrementando p.!1.u 1 al inamor":e, 

conetituyendo a loe 60 min una proporc!On mayor (17X de la 

radtoact.lvidad asociada al tejido), lo que noe habla mAo bien del 

deterioro de IAe células conforme paea ol t. tempo, ol cual ll'O 
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m&nifleoLa con la deeLrucclOn de la membrana plaem&Lica que, 

probablomenle rola, permite ol flujo on ambos eonlldoe de lo que ao 

encuentre dentro y fuera do la célula. Por otra parto, Como con 

Llompoe de protncubaclOn prolongadoo tampoco hubo un cambio 

el&niflcatlvo on la proporciOn de DKP for~nda ni un tncremonto 

Importante en la producclOn de TRH-OH, podemoe reforzar la 

ovtdoncta do contar con un elslema con muy poca contamlnaclOn 

soluble en loe primoree mlnutoe do lncubaciOn. EBta obaorvaclOn 

eo ve reforzada también por loe roeultadoo que eo muoetran on la 

ftg. 14 CpAg. 61), en la quo Be preeentan lau peque~au cantidades 

del TRH-OH (3.4%) y de loe deo metabolttoe eecundarioe H10-Pro y 

Pro (3,SX y 1" reepoct.lvamont.e) quo no oncont.raron en el 111odio de 

lncubac!On a loo 18 mln. 

En Ion que reepect.a a la DKP ue import.ant.u hacer not.ar qua con 

eot.e dleeño expertmont.al fué conul8t.ent.omonte ol pr1nc1pal 

met.abolit.o del ~H-TRH. La cin6t.icn de la producca6n do la DKP 

(flgn. 13 y 14, p4ge. 60 y 61> moet.rO la anmod1at.a aparictón do 

ant.e =ataboltt.o en al t.ajido doede el moment.o en qua el ~H-TRH hizo 

cont.act.o con el Ion, la enzima ne oncuont.ra en 

condicionen Opt.imae para int.eraotuar con el uuetrat.o y, como 

arriba eo 111unclon6 'l"' .... n uuo r:.or;icntc no tic ob~ervó il'l prf'nenci& 

do nolublen, na propone quo ea la PCA 11 "· 
experlment.al. Oeopu~e de in iota.da la incubac10n, en ol t.ej1do 

continua la producciOn de DKP con una pendient.o poco pronunciada 

hant.a Ion 18 mln, deepu6o da loe oua]ou permanece en proporc>onee 

caet conet.antee haeta loe 80 mln, debido probabloment.e a la 
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doenatural izaclon do la PCA JI y/o al doterloro de lae célulao. 

Hiontras que en el medio da incubacton la apartcl6n de la DKP 

fu6 mas pronunciada hasta los 18 mln, deepués de los cuales 

tambi6n u1gu16 aumentando pero con una pendtente menor que al 

principio, de tal forma que on loa primoreo minutos conforme so iba 

produciendo por el t.tiJ ido ee Iba ellm•nando en ol modio de 

lncubaclOn y deepuóe de los 16 mlnutoo la enzima del tejido ya no 

estaba muy activa o ya ee encontraban prooontec enzimas oolubleo 

que las células vivao pudieron Decretar o que las cblulae 

de11terloradas pudieron l 1berar que mot..abol izaron al -"'H-TRH y/o a la 

H1e-Pro-NH~ y que tienen dtferentee prop1edadee c1néticae. 

En referencia a la clnét1ca de la H¡a-Pro, osto dipéptldo so 

intc16 en el tejido en proporctonoa modeetau, aunque mayores que 

las dol TRH-OH, preeent6 un l1gero aumento hasta loe 18 mln de 

lncubac!On manton1éndouu a~t haeta loa 30 mln deopuée de loe 

cualoo dium1nuyO tamb1ón llgeramento. Eota proporción tan 

oatable durante la oegunda mitad do la Incubación ee dobló 

poaiblomonto a la duenatural lzacl6n du Jao enzimas POA y PPOA y/o 

al deterioro de las células. Como ee mencionó anteriormente, \a 

PPOA os la enztma que actua sobre la H1s-Pro-tlH:r generando a la 

Hil!!-1-'ro (f1g. 3, pAg. 21> y t.arnbt6n en h11.n deecrlto dos enzimas 

con eata funclOn, una eoluble CBrowne y O"Cuinn 1983) y otra 

membrana! CO'Connor y o·cu1nn 1886; Torree et al. 1886>, por lo que 

el hecho de que en nueatro sistema experimental ee haya observado 

tamblan eute metabol1to deudo el inicio de la Incubación cuando 

no oncontramoe se~a.lee de la presencia de pepttdasae solubles, ee 

consistente con la propuesta de que en nuestras cond1c1onue loo 
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efecLoe obeorvadoB al intc¡o do la tncubacion oobro el motaboltemo 

del TRH ao deben a la acolOn do anztmae un •• membrana 

plaemAltca. AdomAa de que on el modio do 1ncubaci6n oo mantuvo 

en proporclonee muy bajas y conalanteo haela loe 60 mln. 

La prollna formada on ol tejido fu~ el aogundo melabolilo on 

cuanto a cantidad. La cin~ttca on el lOJtdo preoenl6 un conetanlo 

lncremenlo deedo loa 5 hasta loa 80 min do tncubaciOn, poro en el 

medio ou preeoncia oiempro fub on proporcionoe muy pequo~ae aún 

.1 final del periodo do tncubaciOn. Como •• mencionó 

antortormonto, eo ha propueolo que la pruooncia do Pro oo debo a la 

acciOn de la PO (ftg. 3, pág. 21), on~1ma que haela donde 

oabomoo, ha otdo purificada parcialmente y c~raclor1zada do 

fracctoneo eolublee do cerebro y adenohipOfiele <Browne y O'Culnn 

1883, y Bauer y Kleinkauf 1980) y no ee ha dotoctado on fracc1onee 

mombranalee, ael que el haberla obeorvado en nueeLro Dlotoma do 

rebanadae aeoc1ada prlnclpalmonLe al tejido y on proporcloneu 

mayoree a lae del lRH-OH ee un hallazgo que conntderamoe requturu 

de lnveeLlgaclonee eubeecuontee que profundicen ecbre la PO y ol 

cataboltemo do la H1e-Pro. 

Como eo puedo obeervar en Ion cuadroe 6 y 7 Cpage. 64 y 65) 

1. adtciOn desde I• proincubactOn o on ln incubación 

oxclueivamenLa de 1nhib1doroa o compettdoroe de lan popLldaeae come 

el pOBNA, no produjo renultadoe elgntf1cat1vamonto diforonten, por 

lo que con ol resto de lnhlbidoree loe exper1montoe no efoctuaron 

a~adiendo I• la prelncubac!On. 

CReuu!Ladoe eemejanteo eo obtuvieron con bacltrac\na y OTE, aunque 

no ee encuentren loe datoo on lo~ cu~droe 6 y 7). 
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Cuando ea lncubo el tejido en KRB eln Ca•• ni Hg•• y/o oe 

agregaron a la mezcla de lncubaclOn 1nh1b1doree o compot.idoree de 

la PGAl como la 2 - yodoacet.amida 0.5 y 2 mH <Srowne y OºCulnn 

1883>, p08UA 0.1 111H CBauer y Nowak 1979, Kreldor et. al. 1881), EOTA 

·a.5 y 2 mH DTE 2 mH <Oarat. et al. 1888) y de la PPCE como 

bacitraclna 2.5 mH aola o en comb1nac16n con pOBllA Q.1 mU 

encont.ramoo que en lugar do obeervar un aumento considerable en la 

cantidad de ~H-TRH lnlact.o y una dlemlnuclOn muy marcada en la 

producci6n de TRH-OH, Hie-Pro y OKP, no hubieron t.aloe cambice y 

opuet1lamonle a lo esperado aumentaron las proporclonoe d6 TRH-OH o 

H1e-Pro. Sin embargo, cuando ue ut10 1,10-0-~enant.rolina, que eetá 

deecrllo quo ea un lnhlbidor muy efect.1vo de la POA 11 (Lee et al. 

1881). encont.ramoe quo •• producciOn de DKP diominuy6 

conoldara.blement.o t.ant.o un el t.ejido como en ol medio C71% y 81" 

rull'poct.lvamente) a la concent.rac10n 0.5 mH y en 43X y 64" para al 

tejido y ol medio roopect.lvament.e on la concent.ra.c!On 2 mH. 

Loe rooultadoe proeont.adoe on out.e t.rabaJo apoyan fuort.ement.o 

la propuoet.a de que la POA 11 ee la enzima reeponeable de la 

inactlvaetón biológ1ea do! TRH en ol hipotálamo. Aunque con eet.e 

dloe~o experimental no ee puedo excluir Ja poe1bllidad de que la 

enzima ee oneuontre en la cara interna de la membrana plaemát.tca, 

eo coneiderO muy faetiblo que la enzima eu local i~~ eri la ~~ri 

o~terna, ya quo actualmente ee acept.a que lae neuropopt.idaeae 

membrana.loe eon lae encargada.e de la lnact.ivaclOn oxt.racolular da 

nouropllpt.ldoa, como ha B1do demoot.rado para. la encefaltnasa. 

CSchwa.rt.z et. al. 1981, Pat.ey et. al. 1981, Chocler ot. a.1. 1984). 

Eet.ce da.toe elrvteron do baee para futura.e explcractonoa eobro la 
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local tzaclOn extracelular de la PGA JI y durante el 1nt.ervalo de 

tiempo entre la generaclOn de toda la información pros entada 

aqul y la 1ntegraclón do ésta teeie, en eet.o laboratorio eo 

continuaron loe eat.udloe relaclonadoe con 1 ce mecan l B1t1011 do 

i nact t VllC l On ox trace Ju lar del TRH. Oeb 1 do a quo lit.e rebana.da.e 

representaban un modelo cuya lnterpretac10n de loo datos no ora 

concluyont.0 1 •• ut.1 1 Izaron eat.rllt.eg1a.11 expertmentalee mAo 

complicadae y coet.oeaa. Ael que ea prepararon c6lulas en cultivo 

y e1naptoeomae, en loe cual ea al eer pormeab1l izados, homogenlzadoe 

011olub1l1zados, Ja actividad de la POA 11 no tuvo un tncroment.o 

alen1r1cat.tvo en comparactOn con la act1vtdad en la.e céluJao o 

elnaptoeomae tntactoB; mientras que ol tratamiento con trlpslna do 

las c6Julao o loo stnaptoB~mas ª' oltmlnó entro ol 70 y BOX do 

la aot!vidad onzlm4tica, por lo quo oe concluyo quo ofectlvamonto 

la PGA 11 oa un4 t:octoenzlm4, º" decir, que aet.4 embobada on la 

me111bran4 p)4emát1ca coro el D lt.10 activo local a:o:ado 

&Ktr4celul4rmonto 4unque on euto momento no eo puede definir 01 

et. al. 1889>. 

Ado~ao, por BU alt.4 ospoc1f1ctdad so cona1dora como la primera 

en:o:tm4 eepoolftca de un nourop6ptido CWilk 1888>, puos prooont.a 

una diotribuct6n muy hot.~rQgénoa on las diferontoe regiones del 

cerebro do la rata CVargaD et al. 1987) lo cual lo aGign... una 

funclOn muy definida. Ftnalmonto, en robanadao do hipotálamo, un 

tnhtb1dor oopeclfaco de la PGA ll la N-carbo)(il f'enilot.il -Hiu-

naftilam1da, produce un importante aumento on la recuperación do! 

TRH ltborado in v1tro basalmonto y por oet.1mulación <Charli. ot 

al. 1888). 
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En cuant.o a las enzimas solubles PGA 

lnhlbtdoroa eapeclftcoe de éet&D, •• demoutrO quo la 

recuperaclOn del TRH 1 t berado in vi ero de rebanadas de 

htpotAlamo no se ve modificado, por lo que ee demuestra que eotao 

enzimas no parecen set.ar Involucradas en el cent.rol de loo nlvolee 

lnt.ra- o ext.racelularcur dol TRH (Charl1 et. al. 1987). 

En conclul'!llOn, podemon afirmar que •• lnformac tOn 

sumtntst.rada en est.e t.rabajo etrvtO de baee para colocar a la PGA 

II como la enz.lma responsable de la lnact.lV1$.CIOn del TRH en las 

Dinapsle hlpotal4micao TRHérgtcao. 
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