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:INTRODUCC:ION 

I.-

EJ. cerebro de J.os mamíferos es un sistema comp1e~o que coordina 
-. - - --~~- .. -,_o.~·._: -. : --~-

un a gran variedad_·-- de funciones en e1 organismo. La reguJ.ac:i:6n de 

estas funCioOeS:- se J.J.eva a cabo a través de J.a comunicación 

interneurónal.,- J.a cual. es mediada por mensajeros qui.mi.ces. 

:Ini.cia:i-m~hte- -se-- pensó que el. número de mensajeros qui.mi.ces no debía 

restringiéndose a mol.écuJ.as como J.a acetil.co1ina, 

J.as a:minas bi.ogéni.cas y aJ.gunos aminoácidos. Sin embargo, 

actúaimente se~sabe que existe otro tipo de sustancias neuroactivas, 
: .. - '· 

de ~at~ra1eza peptídica, capaces de modificar 1a actividad neurona1, 

por io ·que se ha propuesto que estos mensajeros podrían actuar como 

neurotransmisores CNT) o neuromodul.adores (NM) de J.a transmisión 

sináptica_ Por consiguiente, resu1ta de capita1 importancia conocer 

J.a bioquímica de J.os neuropéptidos y con el.J.o contribuir a J.a 

comprensión del. funcionamiento del. Sistema Nervioso (SN) Tal. 

investigación requiere de información re1acionada con aspectos 

fundamental.es como J.a biosíntesis, empaquetamiento, transporte, 

1iberaci6n, inactivaci6n e interacción de 1os neuropéptidos (NP) con 

sus receptores específicos_ Aunque se conocen a1gunos de 1os efectos 

de l.os NP en el. Sistema Nervioso Central. (SNC), se cuenta con poca 

inf ormaci6n re1acionada a J.os procesos bioquímicos invo1ucrados en 

e1 funcionamiento de las neuronas peptidérgicas_ Se conoce aón menos 

acerca de 1os mecanismos que regulan 1as funciones nerviosas en J.as 

que participan J.os NP, y se ha sugerido que J.os procesos de 



biosintesis. J.iberaci6n e inactivaci6n representan etapas 

regul.aci6n. potencial.es sujetas a 

EJ. descubrimiento de que J.as neuronas secretoras de péptidos 

Central. y comp:r:-en~en 

Periférico 

una 

(SNP) 

gran porción del. 

(Krieger y co1 .• 

Sistema Nerv:i.oso 

1983; Lynch y Snyder. 1966; 

Scharrer, 1987), ha J.evantado un gran interés en cuanto al. posibl.e 

papel. fisiol.ógico de éstos en J.a comunicación neurona1 y en J.os 

procesos imp1icados en 1a regu1aci6n de muchas funciones nerviosas. 

La famil.ia de neuronas peptidérgicas incl.uye actual.mente, además de 

J.as céJ.uJ.as neurosecretoras J.ista de tipos 

ce1u1ares que sintetizan y uti1izan 

una J.arga 

péptidos como mensajeros 

químicos (Scharrer, 1987). Es así como muchos de el.J.os participan en 

diversas funciones de1 organismo. desde el. metabol.ismo general. de 

l.as cé1ul.as 11 el. control. del. desarrol.J.o y 1a reproducción. hasta 

funciones más especia1izadas como 1a J.o 

tanto, J.os péptidos pueden transmitir 

transmisión nerviosa. ·Por 

inf ormaci6n como hormonas o 

neuro-hormonas (comunicación endócrina. parácrina. autócrina. neuro-

hema1). como neurotransmisores 

distintos sitios de1 organismo 

y/o 

(Vizi. 

neuromodul.adores {Fig. 

1964; Scharrer, 1987), 

1) en 

de tal. 

manera que el. 1:1.mite entre neuronas y otras especies ceJ.uJ.ares 

imp1icadas en 1a comunicación ce1ul.ar. especial.mente J.as céJ.uJ.as 

endócrinas. se ha vuel.to indistinto. 

dos tipos ce1u1ares. J.as céJ.uJ.as 

sistema difuso del. aparato digestivo) 

1as paraneuronas (Fujita. 1985). La 

Esto se ve ejempl.ificado por 

APUD "ccéJ.uJ.as end6crinas del. 

(Pearse y Takor Takor, 1979) y 

importancia de los NP en 

gran variedad de procesos biol.ógicos puede difícil.mente 

una 

ser 

sobreestimada. Su versatilidad parece explicar gran parte de J.a 

complejidad y sutileza en el sefia1amiento neuroquímico, el cual no 
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Fig. l.-Formas de comunicación intercelular. (Tomado de Snyder, 1985). 



podría 11evarse a cabo exc1usivamente a través de 1a transmisión 

sináptica c1ásica. 

La amp1ia distribución de 1os NP tanto dentro como fuera de1 SNC, 

así como ei hecho de que muchos de e11os coexistan con NT no 

peptidérgicos, apoya esta premisa. 

Recientemente. se ha demostrado que a1gunas pol:>iaciones de 

"" 

(Shinoda y coi., 1989; Hansson, 1988), por 10 que 1a pre(s~ric:ia:dé NP 
'.Y~.. ·~:'.. ··: <;, :, 

no se 1imita a neuronas y a cél.u1as secretoras. Por el. ···momento,. no 

.se conoce l.a función de estos mensajeros en cé1.u1as "g:1ial.es_ 

Los NP están amp1iamente distribuidos a 1o 1argo de todo e1 reino 

anima1, inc1uyendo 1.os organismos unice1u1ares {Roth y Le Roith, 

1984). La simi1itud en secuencias de aminoácidos de numerosos 

péptidos en distintos organismos sugiere que 1os NP bio16gicamente 

activos son elementos establ.es con una l.arga historia evolutiva. Sus 

orígenes parecen remontarse a1 momento en que 1os primeros ~istemas 

nerviosos empezaron a formarse, o aún antes. Aparentemente, cuando 

no existían cé1u1.as end6crinas propiamente dichas. e1 SN tuvo a su 

cargo todas las funciones integrativas requeridas por e1 organismo. 

De hecho. en células nerviosas primitivas, las funciones end6crinas 

deben haber precedido a 1as actividades sinápticas, 1as cuales 

parecen haberse desarro11ado después. 

Se ha especu1ado que 1os péptidos activos de hoy provienen de 

precursores ancestrales prote~nicos que, paso a paso. desarrollaron 

1a capacidad de producir principios activos en una forma 

ejemp1ificada hoy en di.a por 1os mecanis.mos de biosíntesis a partir 

de pro-proteínas. A medida que 1a demanda en mensa~es se hizo más 



comp1ej~, se se1eccionaron secuencias que codificaban para péptidos 

especificas. 1as cua1es evo1.ucionaron 
' . . . 

concer:t-ad·a~e-n_t:;e ·eón sus mol.écul.as receptoras_ Parece raz0nab1e 

que. después de J..a aparición de un sistema. end6crino 

propiam~n~~,_ "di.cho._:-=en --·organismos más avanzados. l.as_. _._cél.ul.as 

neurosecr.etoras pJ..uripotencial.es adquirieron un ·nuevo papel. 

fisiol.6g~co, aunque ~u capacidad de comunicación ·directa con sus 

cél..u1as efectoras ·termina1es no se perdió. Es así cómo J..a cél.uJ..a 

neurosecretora es más.bien un ancestro que un tipo ce1u1ar .. raro•• y 

especia1izado. Parece· tener más en común con J..a cél.uJ..a nerviosa 

precursora que con· ia neurona .. convenciona1 .. ., "con su especia1izaci6n 

para l.a transmisión_ sináptica (Scharrer, 1987). 

Los NP y sus receptores se han encontrado distribuidos en todas 

J..as regiones del. cerebro. así como fuera de él. (Lynch y Snyder, 

1986; Scharrer, 1987). Un gran número de péptidos biol.6gicamente 

activos. considerados tradiciona1mente como hormonas del. tracto 

gastrointestinal. o como coristituyentes de l.a piel., se han 

identificado también en neuronas periféricas y centraJ..es (Pearse 

1976; Hokfel.t y col.., 1980a), y viceversa. Un ejempl.o de ésto es l.a 

somatostatina. conocida inic.ia1mente como una neurohormona 

hipofisiotrópica e identificada y caracterizada también en el. 

páncreas y otros tejidos no neura1es (Patel. y Reich1in, 1978) -

Al.gunas hormonas digestivas (gastrinay col.ecistocinina [CCK] y 

adenohipofisiarias (adenocortícotropina [ACTHJ, hormona estimu1ante 

de mel.anotropina [a-MSHJ y B-l.ipotropina) se han identificado 

también en e1 cerebro. Ya que l.a piel. y el. tejido nervioso se 

originan a partir del. ectodermo. podría existir un punto de enl.ace 



entre J.os péptidos en el. cerebro, J.a piel. 

enteropancreáticos (eje cerebro-pie1-intestino) 

origen ectodérmico común (Vizi, 1984). 

y 

a 

J.os 

través 

6rgano.s 

de su 

Los mapas de distribuci6n de J.os NP muestran patrones distintivos 

de somas neuronaJ..es y de proyecciones axona'J..es que contienen NP 

específicos. EjempJ.os notabJ.es de esta organizaci6n J..os constituyen 

1a disposición J..aminar precisa de distintos NP en el. tectum óptico 

(KuJ.jis y Karten, 1982) y su J.ocaJ.izaci6n en diferentes pob1aciones 

en J..a retina, en particuJ..ar en J..as· cé1u1as amacrinas (Brecha y 

Karten, 1983) . 

ProbabJ..emente, J..a observación más interesante sobre J..os NP es que 

aJ.gunos de eJ.J.os pueden 

(Lynch y Snyder, 1986). 

existir en diferentes formas mo1ecu1ares 

Las encefal..inas, péptidos opiáceos, fueron 

íniciaJ..mente caracterizadas como Leu-encefaJ..ina (Leu-enc) y Met-

encefaJ.ina (Met-enc) (Hughes y col..., 1975). Actualmente existen al. 

menos 9 péptidos endógenos con actividad opiácea, todos ellos con J..a 

secuencia de las encefa1inas en sus extremos amino terminales. La 

CCK se ha aislado en al.. menos S formas diferentes, 

J.a misma secuencia COOH terminal. (RehfeJ.d, 1985). 

existg en al. menos 3 (y probabJ.emente 4) formas 

todas eJ.J.as con 

La angiotensina 

producidas por 

rupturas extrace1u1ares a partir unas de otras (Ganten y col..., 

1984). Esto sugiere J.a existencia de famiJ.ias de NP en el. SNC. 

¿ Porqué existen tantas formas diferentes de NP ? y ¿ cua1 es su 

significado fisio16gico ? Una posibi1idad es que cada forma J.J.eve a 

cabo una función separada o interactúe con un subgrupo de receptores 

post-sinápticos. Otra posibiJ.idad es que J.a estabiJ.idad de cada una 

-da -estas --formas· -sea diferente.- En-e1--caso .. de --NT-c1ásicos--¡, -se-conocen· 



varios subtipos de receptores para e1 mismo NT (2 para aceti1co1ina~ 

4 para hormonas adrenérgicas). Los distintos tipos de receptores 

parecen se1eccionar diferencia1mente varios l.igandos. Este parece 

ser también e1 caso para l.os NP. Por ejempl.o, se han caracterizado 

al. menos 4 tipos para opiáceos y 2 para taquininas. Así, l.as 

múl.tipl.es formas de NP correl.acionan con receptores múl.tipl.es (White 

y col.., 1985; Lynch y Snyder, 1986); l.a distribución de estos 

úl.timos en el. SNC es también diferencial. (Lynch y Snyder, 1986). 

¿ Cuál.es son l.as funciones de l.os NP ? Al.gunos parecen 1igarse a 

funciones determinadas 7 - mi en.tras que otros no_ 

~uegan papel.es si.mil.ares en el. SNC y en el. SNP. 

En general., l.os NP 

Esto resul.ta de gran 

importancia ~uando se consideran aspectos de uso terapeútico. Muchos 

NP comparten un gran riúmero de características. así como vías de 

síntesis e inactivaci6n. Queda por determinar si existen diferencias 

rel.acionadas a l.as enzimas tejido y péptido específicas en l.a 

síntesis y degradación de 1os mismos. 

Un punto importante es e1 hecho de 1as interacciones que existen 

entre 1os centros neura1es peptidérgicos con dos sistemas 

regu1atorios. Uno de e11os es e1 sistema inmune (Goetz1 7 1985), el. 

cua1 comparte con l.as estructuras neuroendócrinas un grupo de 

sustancias regul..atorias, que incl..uyen a l.a ACTH, 1a hormona 

l.iberadora de tirotropina (TRH) y 1as endorfinas, así como sus 

receptores correspondientes CB1al.ock y CO.l.., 1985 ª• b). La 

comunicación neuroinmuno16gica es bidireccional..- Numerosos estudios 

indican que 1as funciones inmunes están su.jetas a regu1aci6n 

neuroendócrina (por ejemp1o, 1a susceptibi1idad al. ••stress••)_ 

También existen evidencias que indican que 1as seña1es de a1gunos 

agentes inmunomodu1adores a1canzan el SN y proporcionan parte de 1a 



i.nformaci6n registrada y procesada por el. sistema regul.atorio 

end6c::rino. 

El. segundo de el.l.os es el. sistema. end6crino, cuyos mensajeros 

químicos {hormonas protéic::as y peptidicas y esteroides) pueden 

regul.ar.también l.a actividad neuronal., así. como intervenir en l.a 

homeostasis:d~l. org~ri{,;;_I!lo. Por ejempl.o, l.a vasopresinay ·el. péptido 

at:r-ial. riátr:Lu:r-ético participan en el. bal.ance ··¿e;· fl.u:i.dos y 

el.ec::t:r-ol.itos 1987) -

' ,.., '•. --- -
Excepto por. l.os dipéptidos carnosina (a-AJ..a-His) y N:...acetil..-

aspartil.-gl.utamato, virtua1mente todos :tos péptidos bioac::tivo:s, 

se 'originan igua1 que otras proteínas manufacturadas por :ta cél.u:ta, 

a pa:r-tir de precursores de al.to peso mol.ecu:tar sintetizados por vía 

ribosomal. (Herbert y Uhl.er, 1982; White y coi .• 1965; Lynch 

Snyder, 1986; Scharrer, 1987). La caracterí2aci6n inicial. de l.os 

precursores protéicos de 1os NP se hizo con l.a insul.ina en l.os 

isl.otes pancreéticos (Nol.an y col.., 1971), momento a partir del. cual. 

se empez6 a estudiar l.a biosintesis de otros NP y hormonas. Ejempl.os 

de tal.es mo:técul.as precursoras son l.a pro-opiomelanocortina (POMC), 

que contiene l.as secuencias de ACTH, a.-MSH, 13-endorfina y 13-

l.ipotropina; l.a pro-encefal.ina, que contiene múltiples copias de 

Met-enc Leu-enc; y l.as pro-presofisinas, que contienen l.as 

secuencias de vasopresina u oxitocina y sus respectivas neurofisinas 

(Fig. 2). 

La biogénesis de los NP invo1.ucra l.a síntesis del. precursor 

pol.ipeptidico de al.to peso mo1ecula:r-, a partir dei cual. se origina 

el. péptido activo maduro. Bajo condiciones ambientaies y hormona:tes 

apropiadas. el. gene que codifica para determinado péptido se 



Provosopresina/neurofisina 

lva:'>Opre~ino 1 Neurofisina I 1 rcooH 

Proopiome lo nocotina 
e HO CHO e HO ftWSH y y l y 1 r--1J 

1 'cd \ ACTH \ 'I" LPH \ é3 ! 
r--i 

Proencefalina 

~MSH 
t-----1 

a~ , ,6LPH 

CHO CHO 

Hai a e e m 13¡{ By m 1 i'.=l 

11 (i.tel J encefalino 

lJ [Leu] encefalino 

1 fí!l [i.tel J encefalino Arg6-G1·t7-LauB g-cooH 
9 (Mal] ancefalino Arg6 -Phe7 

Fig. 2.- P~ecursores p~~téicos de a1gunos neuropéptidos 
(Tomado p&rciaimente de Steiner y coi. ig83). 

y,, 

12K 

29K 

30K 



Pro\/Osopresina/neurofisina 
CHO 

.¡~ Va~presina \ Neurofisina I 
y 

\-COOH 

Proopiomelonocotino 
CHOCHO CHO ,dMSH 

y y y 1 t--11 

Proencefolino 

7MSH 
r----t 

CHO CHO 

Hrl...._ _______ JJ ....... 11YL...-_.a ..... Y _ ___..m"'---_ ..... Ü.___ ..... hJ.___.-'m-cooH 

• [Met J encefalina 

B [Leu] encefalina 

12K 

29K 

m [1.101] encefalina ArQ6-Gty7-Leu8 30 K 

m [Met] encefalina ArQ6-Pne7 

Fig. 2.- P~ecursores pr.otéicos de a1gunos neuropéptidos 
(Tomado parcia1mente de Steiner y coi. 1983). 



transcribe a RNAm, e1 cua1 es traducido a proteínas. La pre-proteína 

inactiva (pre-pro-proteina) puede sufrir modif icacionee CC>-

traducciona1es y/o post-traduccionaies que son te~ido-especificas, 

para producir e1 péptido madUro. La .:i;ayo~i.;c( · de 1os péptidos 

bio16gicamente activOs están f1.anq~ea~C?~- en'.:ei., pr.ecursor por pares 

de aminoácidos 

tripsina y de una tipo carboxipeptida,;.a B -CDo-cheirty~ y Steiner; 1982~­

Fricker y Snyder, 1983; Lynch 'y·snyder, 1986) produce-e1 péptidÓ 

activo. Además, a1gunas evidencias apoyan ia· existencia de una 

actividad tipo ka1icreína 'que· actúa· sobre residuos individua1es de 

arginina (Weber y col.. ,. 1982) y de actividades de 

meta1oendopeptidasas, que pueden actuar concertadamente en 

generación de NP activos. Además, los precursores pueden sufrir 

otras modificaciones, ta1es como la adición covalente de a1gunos 

grupos químicos, como g1icosi1aci6n, 

f"osfori1aci6n, así como 1a generación 

aceti1aci6n, 

de extremos 

sul..fataci6n,. 

NH 
2 

y COOH 

termina1es b1oqueados, reacciones que se l..1evan a cabo a través de 

J.a- formación de residuos pirogJ.utamil en el extremo NH 
2 

por J.a 

acción de una glutaminil cic1asa, y la formación de extremos COOH 

terminales amidados por 1a acción de una peptidi1 monooxigenasa a.-

amidante (PAM) CEipper y Mains, 1988; Jackson, 1989) - Ta J. es 

modificaciones ocurren en distintos compartimentos ce1u1ares, desde 

e1 retícu1o endoplásmico rugoso (RER) y e1 Go1gi hasta los gránuJ.os 

o vesícu1as de a1macenamiento, los cuales son transportados 

axonaJ.mente hasta J.a termina1 nerviosa CFig. 3). 

Algunas de esta~ modificacio~es representan puntos de regulación 

de la acti:vidad de "l.é>s .. NP- gérieraaos ~' Pór ·e:;jé:iipJ.ó ;·- · ia N-acetilación 

de J.a tirosina NH terminal ;de-.1a_ 13-'endorfina suprime 
2 

J.a actividad 
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Fig.3.~Etapas regulables en 

1:- Transcripción y Procesamiento del ARNm 
2:- íransporte del ARNm del Núcleo al Citoplasma 
3:- Traducción 
4::- Procesamiento del Pre-propéptido en el Retículo 

endop16srnico rugoso 

5::- Modificaciones postraduccionales e inicio del 
procesamiento del propéptido en aparato ele Golgi 

6::- Transporte y Procesamiento del propéptido 

7:- Almacenamiento del péptido activo 

el metabolismo de las 
neuronas peptidérgicas 
(tomado de Uribe J..988). 

Terminación 

~ ... .t 
..., Liberación 



de este péptido sobre receptores a opiáceos C Smyth y col. . , 1979). 

mientras que 1a misma reacción sobre 1a a-MSH aumenta 1a potencia de 

este mediador (O'Oonohue y coi .. , 1981) _. La el.iminación -de l.a 

tirosina NH 
2 

termina1. de l.a 13-endorfina 
0
_por' -una -~mi_n6p-eptidasa 

cambia 1a actividad de un péptido opiáceo a otro con una actividad 

biol.ógica no reversible por nal.oxona (Hersh y co_l.., 1980) _ 

Por otra parte, por estudios de inmunoci toquíuiica se- ha-- 'mostrado 

que los precursores se encuentran en 1os somas neuronal.es, y en 

algunos casos también en 1os axones y termina1es nerviosas, mientras 

que los NP maduros se 1oca1izan fundamentalmente en 1.os -axones y 

terminal.es (Pickel., 1985; White y col.., 1985), y dentro de éstas en 

gránulos de secreción y vesicul.as grandes de centro denso (70-100 

nm) (Hokfel.t y col.., 19B0a; Pickel., 1985). 

La generación de péptidos maduros a partir de sus precursores 

puede ocurrir en forma diferencial y específica, de manera que del. 

mismo precursor pueden derivarse varios NP con funciones distintas: 

dependiendo del. tejido. Por ejemplo, el. procesamiento de POMC 

difiere en l.os l.6bul.os anterior e intermedio de la hipóf:Lsis _, y 

varía también en e1 cerebro (Herbert y Uhl.er, 1982). Por 1o tanto. 

se piensa que 1as enzimas procesadoras representan uno de 1os puntos 

de regul.aci6n de 1a biosintesis de NP. Por otro J..ado. parte del. 

procesamiento de 1os precursores puede tener J..ugar una vez que han 

sido empaquetados en J..os gránu1os de secreción durante e1 transporte 

axona1 (Srownstein y co1. 7 1980) 7 como se ha demostrado en e1 caso 

de vasopresina y oxitocina y sus neurofisinas asociadas (Gainer y 

col.., 1985) y POMC (Chang y col.., 1982; Chang y Loh, 1983). 



Cada vez existen más evidencias sobre 1a coexistencia de dos o 

más inediadores qui.micos en 1a misma neurona (Chan-Pal.ay y coi., 

1978; Chan-PaJ..ay y Pal.ay, 1984; Hokfel.t y col.., 1980b, 1984) Este 

principio.se apl.ica no só1o a J..a co-J..ocal.ización de diferentes NP, 

sino también a 1a de péptidos y NT c1ásicos. La presencia de ACTH, 

a-MSH y a-endorf ina en 1as mismas neuronas {y aún en 1.os mismos 

gránu1os de secreción) del. núc1eo arcuato del. hipotá1amo, puede 

exp1icarse en términos de su or~gen a partir del.. miSmo precursor_ E1 

hecho de que en cél..u1as end6crinas. como 1as adenohipofisiarias, se 

presente una combinación simi1ar de NP, es un ejemp1o de, .. que estos 

mediadores químicos son comunes en muchas Lá .forma 

como operan estos mú1t~p1es mediadores después de ser. 'J..'iberados ,. . es 

aún desconocida. 

Menos cJ..ara aún es 1a función de J..os 

cl.ásicos. El. número de neuronas que 
~_.: 

substan6:i..;.:·P.yTRH, como cateco1.aminas y encefa1inas, serotonina, 

aceti1co1ina y péptido vasoactivo intestinal. {VIP), es vez 

mayor del. que se pensó original.mente. Se ha especul.ado que en esta 

situación, 1os neuromediadores convencionales funcionan como NT 

primarios, mientras que J..os NP pueden modificar dicha transmisión y 

funcionar, por 1o tanto, como ca-transmisores. Sin emba~go, aunque 

ésto no ha sido aún demostrado, estos casos de co-1oca1izaci6n 

contribuyen a pensar que los NP constituyen un grupo muy importante 

de mensa~eros químicos en e1. SN. 

El. estudio de J..a 1iberaci6n de NP ha sido una·tareá difícil. 

debido a varios factores (Iversen y col.., 1980). Primero, en tejido 

nervioso existen cantidades muy pequeñas de estas mol.écul.as 



(al.rededor de J.000 veces menos que de cateco1aminas) .. El. 

advenimiento de técnicas más sensib1es como el. radioinmunoensayo 

(RIA), ha permitido reso1ver este probl.ema. Segundo, 1os NP son 

degradados fácil.mente (ver más adel.ante). Tercero, ha 11.evado cierto 

tiempo escoger l.a preparación adecuada .. En este sentido. 1as 

rebanadas o fragmentos de tejido han mostrado ser más útil.es que l.os 

sinaptosomas, ya que de esta manera se preserva l.a integridad de l.as 

c:é1ul.as y también debido a que en sinaptosomas 1as tasas 

1iberaci6n basal. son usual.mente mucho más a1.tas, por 1o cual. 

difícil. detectar pequeñas cantidades l.iberadas en respuesta a 

estimu1aci6n sobre l.a basal.. 

Los mecanismos de l.iberaci6n de 1Ós NP son seme~anteS· a 

fenómenos de acopl.amiento estímulo-secreción que ex_iste~ en 

de 

es 

una 

l.os 

1as 

neuronas que l.iberan NT c1ásicos o en otras cél.ul.as secretoras 

(Iversen y col. .. , 1980; Scharrer, 1907; Augustine y col.., 1907)" La 

1iberaci6n de NP de l.a terminal. nerviosa 

proceso de exocitosis, el. cual. es desencadenado por un infJ.ujo de 

2+ 
Ca externo a1 interior de l.a cél.ul.a 

2+ 

(Di Pal.o y Beauge, 1903), a 

través de canal.es de Ca dependientes de vo1taje. evento que sigue 

a l.a 

i.n.vo1ucra- .1a interacción 

1a termina1 

2+ 
de Ca 

cinasas e_s:Pe_cificas (Thorn y coi ... 

axónica. y. que probabl.emente 

con cal.modu1ina y/o proteína 

1905). La siguiente etapa del. 

e.1 curso temporal. más l.ento de l..a transmisión peptidérgica con 

respecto a l.a de NT c1ásicos. tiempo 

diferentes mecanismos de inactivación 

(ver más adel.ante). 

que es requerido por l.os 

de 1os mediadores peptidicos 



Ya que ia 1iberaci6n de NT·c1ásicos es exquisitamente s:ensib1e a 

2+ 
l.a cantidad de ca q~e entra a l.a terminal.. pre-sináptica 

(Augustine y coi·;--,- ··19ss>.-,--- ~cua-l.c;¡uier modul.aci6n de l.a corriente del. 

canal. de Ca 
2 + pre-,s.i:.~~tico~ t~n,cirá. efectos sobre J..a transmisión 

sináptica. Aunque apoyan l.a acción de NT u 

2+ 
hormonas _sobre l.os cana1.es pre-sinápticos de Ca están 

incomp1etas~ tal.es acciones son probabl.emente- un mecan:ismo 

regul.atorio importante en el. SN (Kl.ein y col.., 1.980): La modul.aci6n 

de l.a cantidad de NT l.iberado de l.a terminal. pre-sináptica por 

mecanismos regu1atorios local.es c;¡ue invo1ucra receptores 

específicos 1ocal..izados pre-sinápticamente, ha sido estudiada 

primordial.mente en neuronas adrenérgicas. La noradrena1ina puede 

inhibir su propia l.ibe:raci6n actuando Sobre receptores 

sinápticos tipo a (autoreceptores). 
2 

Además, l.a l.iberaci6n de 

pre.,-

este 

NT puede ser estimulada o inhibida por 1a activación de receptores 

pre-sinápticos que responden a aceti1co1ina, dopamina, agonistas 13-

adrenérgicos, angiotensina II, prostagl.andinas y opiáceos. La 

búsqueda de mecanismos regu1atorios pre-sinápticos símil.ares en 

neuronas peptidérgicas, ha revel..ado c;¡ue éstos operan en forma 

semejante para modificar l.a 1iberaci6n de varios NP de termina1es 

nerviosas en e1 SNC (Iversen y co1., 1980). 

El. descubrimiento a l.a fecha de más de 100 NP en neuronas en el.. 

SNC de mamíferos ha revol..ucionado e1 pensamiento sobre 1a natura1eza 

de 1a neurotransmisión en e1 mismo. Si cada uno de 1os NP funciona 

como un NT, éstos sobrepasan amp1iamente en número a l.os NT 

c1ásicos. La evidencia de que7 por e.:)emp1o. 1a substancia P, l.as 

encefa1inas y otros NP pueden 1iberarse de neuronas por un mecanismo 



2+ 
dependiente de ~a apoya este punto de vista. E1 descubrimiento 

de que a1gunos NP, notab1emente las endorfinas. pueden actuar 

modificando y contro1ando la J..iberación de otros péptidos 

(substancia ~. vasopresina y oxitocina) ( Iversen y col. 1980) o 

monoaminas, también sugiere que en e1 SNC tienen J..ugar muchas otras 

interacciones entre distintos péptidos y entre éstos y NT clásicos. 

La-- -acCión de los neuromediadores ocurre a través de la 

de éstos con receptores protéicos específicos 

1.oca1izados en J..a membrana plasmática de la célula blanco. Para 

otros mensa~eros como las hormonas tiroideas y los esteroides, 

existen además receptores intrace1u1ares citopJ..ásmicos y/o nucleares 

(A1berts y col .• 1983; Snyder, 1985). El neuromediador puede llegar 

a su receptor vía 1a circu1ación, o difundirse en 1a vecindad de l.a 

cél.u1a que lo secretó para actuar sobre la misma céJ..ula (acción 

autócrina) o en una cél.u1a vecina (acción parácrina>. o bien 

1iberarse en una sinapsis, como ocurre con los NT c1ésicos (Fig. 1). 

Ya que existen diferentes tipos de receptores para e1 mismo mediador 

químico, l.a respuesta ce1u1ar generada dependerá del. tipo de 

receptor que exista en un tejido en particu1ar. así como del. 

mecanismo de transducción de1 mensaje al. que esté acopl.ado dicho 

receptor (Berridge, 1980). Dichos mecanismos de transducción generan 

2+ 
una gran variedad de segundos mensajeros CAMPc, GMPc, Ca 

diaci1g1icero1, :inos:ito1 tri fosfato) (Berridge e Irvine. 1984; 

Berridge, 1985; Augustine y col .• 1987). 1os cua1es desencadenan 

re.acciones en cascada que cu1minan en la respuesta ce1u1.ar 

correspondiente (Berridge, 1986). Los mecanismos intrace1u1ares de 

1.a respuesta no se conocen bien, pero se han implicado distintas 

l 

i 
! 
\ 



tasa de síntesis. En cuanto a 1os mecanismos extrace1u1ares, se sabe 

que 1as seña1es transmitidas por l.os NT c1ásicos son rápidamente 

apagadas a1 ser el.iminados de1 espacio sináptico por procesos de 

transporte activo o p~r d~gradación del. NT (Moore, 1971). En el. caso 

de l.os NP, deben exis:tir también mecanismos que determinen sus 

nive1es extra.ce1u1ares ::antes o después de hat:íer. áctU'ado sobre sus 

receptores_ Dichos mecanismos harían posib1e registrar 1a 11egada de 

una nueva seña1 a 1a proximidad de 1os receptores y, por 1o. tanto, 

el. que l.a cél.ul.a blanco fuera capaz de responder a1 nuevo .:estimu1o,· 

o bien, servir para e1iminar NP presentes en e1 1íquido extraCe1u1ar 

una vez 1e~os de su sitio de acción_ 

Conocer estos mecanismos es fundamental. para en:tender el. 

funcionamiento de1 SN, en particu1ar porque ésto permitiría diseñar 

drogas para. uso terapeútico en a1gunos de l.os desórdenes menta.l.es 

que se presentan en e1 hombre, ta1 como se ha hecho en el. caso de 

es un aspecto importante en e1 campo de .l.as Neurociencias, y aunque 

se conocen algunos de l.os efectos de muchos de l.os NP, l.os 

mecanismos que regu1an su concentración en 1as termina1es nerviosas 

y en el. espacio sináptico y otros espacios extrace.l.ulares, no se 

conocen con certeza. 

Surgen así dos preguntas fundamenta.l.es 1) ¿ existen mecanismos 

intrace1u1ares de inactivación que determinen 1os niveles de éstos 

en 1as termina1es nerviosas ?, y 2) ¿ una vez que l.os NP son 

1iberados a1 espacio sinéptico o a otros espacios extrace1u1ares, 

son e1iminados por simp1e difusión, o bien. existen mecanismos más 

eficientes que 1os inactiven ? 



1 i 

2+ 
molécu1as receptoras de Ca tales como fosfo1ípidos, proteínas 

2+ 
citosó1icas que unen Ca (cal.modul.ina, troponina c, etc) o 

asociadas a vesícul.as (ca1modu1ina, cal.el.ectrina,. sinexina, 

ca1dermosima·, protei..na cinasa 

2+ 

C), canal.es de K 
+ 

dependientes de 

Ca. asi como una gran variedad de proteínas contráctiles 

asociadas a citoesquel.eto (actina, tubul.ina, etc) 

exhaustiva sobre el. tema, ver Augustine y col. 

Para una revisión 

(1987) y Berridge 

(1980, 1985, 1986). Asimismo, una gran variedad de proteína cinasas 

puede estar implicada en el proceso {Alberts y col., 1983 ; _ Snyder , 

1985; Berridge, 1985; Augustine y col., 1987). 

Una vez que l..os mediadores químicos se 1iberan para interactuar 

con sus receptores especi.f icos y desencadenar la respuesta, 

acción de éstos debe ser terminada por un mecanismo eficiente 

la. 

que 

1os inactive o l.os el.imine del. espacio sin~ptico, de manera que la 

cé1u1a" pueda responder nuevamente cuando se presenta otro estimulo. 

Se revisan a continuación dichos mecanismos de inactivaci6n. 

II.- ~g9~n~§fil2§_Q~-~n~E~!~ªE~Qn_E~-~Q§_n~Y~EE~E~~dO§. 

Los mecanismos de inactivaci6n de 1os NP pueden 11evarse a cabo a 

.3 :nive1.es a) intrace1u1armente, antes o durante e1 proceso de 

l.iberación, b) en el. medio extrace1u1ar, antes de que entre en 

contacto con su receptor, y c) después de que haya e.:iercido su 

actividad biológica. 

Los mecanismos que se 11evan a cabo intrace1u1armente podrían 

estar impl.icados en el ajuste de los niveles de péptido requerido en 

determinadas condiciones fisiológicas. en las cuales es imposible 

afectar los niveles del péptido liberable a través de cambios en su 



Sin duda a1guna, 1a biosíntesis g~ B2Y2 es uno de 1os mecanismos 

que determina l.os niv~l..;.
0

s .intra::..terminal.es. Sin embargo. éste es un 

proceso que se l.1eva a cabo en un periodo d~ tiempo re.l.ati vamente 

1argo, puesto que impii.ca ·1a: ··sínte¡;;:i_i,;.:: .y: el. ·empaquetamiento en 

trans;or~e~;cl~ éstos desde e1 soma hasta 

pensar que además 

de péptido. cuyos ~_j·l.Js:f:.¡¡;..i.''s;¡:,ari difíci1es de regu1ar desde el. soma .. 

se antoja factíbl.e entonces"·que uno de estos mecanismos se l.l.eve a 

cabo a través de Var:i.acioneS en 1a tasa de inactivaci6n intra-

termína1 del. NP. otro de 1os mecanismos podría estar rel.acionado a 

inf1uencias ax6nicas que modifiquen 1a secreci6n de NP. así como l.a 

actividad misma de :La neurona, o b:i.en, a través de transporte 

retr6grado, de ta1 manera que se modifique e1 tamaño de l.as pozas de 

NP disponibl.es para l.iberarse. 

En cuanto a ios mecanismos extrace1u1ares de inactivaci6n, se 

proponen 1as siguientes opciones 1) difusi6n y arrastre por e1 

so1vente, 2) interna1ización de1 comp1e~o receptor-neuropéptido por 

endocitosis mediada por receptores. 3) modificaci6n coval.ente del. NP 

1iberado, 4) captura del. NP 1iberado por 1a cé1ul.a pre- o post-

sináptica o por cél.ul.as g1ial.es vecinas, y 5) hidr6l.isis de en1aces 

peptídicos (degradación enzimática) (Fig. 4) Se sugiere que uno o 

varios de estos mecanismos podrían ser respons ab1es de l.a 

inactivaci6n de 1os NP. Se revisan a continuación a1gunos aspectos 

fundamental.es. 
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Fig. 4.- MecanismD de inactivación de ios neuropéptidos en 
sinapsis. {tomado de Méndez y coi., en prensa) 
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En a1gunos casos se ha postu1.ado que no es necesaria 1.a 

existencia de un mecanismo adicionai a 1a difusión para inactivar a 

1os péptidos, debido a 1a pro1.ongada respuesta que desencadenan en 

1a cé1u1a bl.anco {Jan y Jan, 1983). Por otra parte, 1a acción de 1.os 

NP a nivel. de cé1u1as irrigadas por el. fl.ujo sanguíneo o en contacto 

con. otro f1uido biol.6gico podría simp1emente ser terminada por 

arrastre por soiv.ente. 

Una vez que 

formándose el. 

cé1.u1a por un 

J..as hormonas pol.ipeptídicas se unen a su receptor 

comp1ejo hormona-recept.or, éste puede entrar a 

proceso l.l.a.mado endocitosis mediada por receptores. 

que consiste en 1.a internal.ización del. compl.ejo 

endocitosis. Una vez dentro 

- recé¡>tor - y -de - ·ra--hormona 

recambio). 

de 1.a cél.u1a bl.anco, 

en vesicu1as de 

el. destino del. 

El. fenómeno de interna1ización ha sido muy poco estudiado en el. 

SNC y existen muy pocos reportes al. respecto. En 1.a adenohipófisis, 

Morel. y col.. < 1985) han observado por inmunocitoquimica que TRH 

administrado ex6genamente es interna1izado en 1.os. tirotropos y en 

1os 1actotropos, y que el. péptido se l.ocal.iza intracel.ul.armente en 

distintos compartimentas subce1u1ares. Los mismos resu1tados se han 

observado por 

cé1ul.as GH 
3 

medio de técnicas de 

(l.ínea tumoral. de 

fraccionamiento subceiuiar en 

cél.ul.as adenohipofisiarias que 

sintetizan y secretan prol.actina) (Brunet y col.., 1974). También se 

rápidamente ha demostrado que una fracción de TRH internal.izada es. 

l.iberada de cél.ul.as adenohipofisiarias. Asimismo, Due11o y col.. 

(1983) han mostrado que un agonista de l.a hormona 1.iberadora de l.a 



!''l 

hormona iuteinizante (LHRH) es interna1izado en gonadotropos de rata 

y que éste se distribuye posteriormente en diversos compartimentos 

subce1u1ares .-

Por i.o t.á:nto·, existen a1gunas evidencias que apoyan 1a hipótesis 
"''.:.· -·: '·-

de qu~ ·a~.g·~,~-~:S:~ ~~·_-.::~son interna1izados en sus cé1u1as b1anco por un 

eridOcitosis vía receptores. Ta1 mecanismo pudiera 

acumu1aci6n que se han descrito en 
... 

e1 cerebro (ver más ade1ante). 

Existe J..a posibi1idad de que 1os NP. 1iberados a1 espacio 

sináptico sean modificados cova1entemente, de manera que se generen 

péptidos activos o inactivos. Dicha·· modificación puede ocurrir en e1 

es:PaCio extrace1u1ar · -ó-· -oien--aú·ra·ñ~·e· ·· - o·· ininediatámente ·- - a·ñtes de- :i-a· - " -

1iberación de1 péptido. Una de estas modificaciones es 1a 

aceti1ación. Por ejemp1o, 1a a-MSH 1iberada de 1a pars intermedia de 

1a hipófisis de rana es J..a forma acetiJ.ada de1 péptido; esta 

modificación podría tener 1ugar durante 1a 1iberación o justo antes 

de que ésta ocurra (Martens y co1., 1981). Esta hipótesis es apoyada 

por 1a existencia de dos actividades de aceti1transferasa en tejido 

nervioso (Chappe11 y co1., 1982; O'Donohue y Chappe11, 1982; 

O'Donohue, 1983; Gibson y Giembotski, 1985). 

Esta modificación pudiera estar invol.ucrada en el. mecanismo de 

regu1ación de 1a actividad bio1ógica de ciertos péptidos, 

activá.ndo1os o inactivándo1os, ya que se ha observado que, por 

e.,jemp1.o, 1a forma aceti1ada de a-MSH es más potente que 1a 

desaceti1ada, mientras que 1a aceti1ación de 1a a-endorfina inhibe 

su actividad bio1ógica (Smyth y coi., 1979; O'Donohue y co1., 1981). 



Fina1mente. queda por determinar si estas modificaciones están 

1igadas al. proceso de 1iberaci6n, si es un fenómeno gen.era1izado a 

otros NP y si se presentan en diversas áreas del SNC para 

postu1ar1as como un mecanismo fiSi.o16gico de ·inactivaci6n .. 

4) ~2E~!d!:2· 

Los--NP liberados a1 __ espacio sináptico pueden ser recaptados por 

1a misma termina1 nerviOsa que 1os liberó, o bien, pueden ser 

captados por 1a neurona post-sináptica o por células g1ia1es 

vecinas. En e1 caso de a1gunos NT c1ásicos este proceso ocurre por 

un sistema de transporte activo dependiente de energía y 

temperatura .. 

Actua1mente existen pocas evidencias que apoyen 1a hipótesis de 

que la captura representa un mecanismo de inactivaci6n fisio1ógico 

de NP. Só1o se ha podido demostrar inequívocamente 1a existencia de 

este fenómeno en e1 caso de1 dipéptido carnosina {Abraham y col..,. 

1954). Para e1 resto de 1os NP estudiados, 1as evidencias sobre 1a. 

existencia de ta1 proceso son poco convincentes. En e1 caso del. 

TRH se ha mostrado 1a presencia de un mecanismo de acumul.aci6n por 

rebanadas de cerebe1o {Pachaco y co1., 1981) y de hipotálamo (Char1i 

y co1., 1984) y 1os resu1tados obtenidos en presencia de inhibidores 

metabó1icos y de1 transporte de sodio indican que se trata de un 

sistema de transporte activo con una Km de 1 a 1 O µM. Sin embargo, 

en e1 hipotálamo 1a Vmax de1 fenómeno es muy baja, y 1a re1aci6n de1 

péptido acumu1ado en e1 tejido con respecto a1 presente en e1 medio 

es muy pequeña~ Por 1o tanto. se sugiere que la recaptura de TRH no 

es e1 mecanismo f isio16gico de inactivaci6n de este péptido. En 

estos sistemas no se conoce cual. es e1 sitio de acumu1aci6n. si 



neurona1 o g1ia1- Sin embargo~ Parker y co1. (1977) y Torres y co1 

(1986) han mostrado que sinaptosomas de cerebro no son capaces de 

3 
captar H-TRH. Por 1o tanto, e1 TRH pudiera ser acumu1ado por otras 

cé1u1as b1anco. 

Otros autores han observado que existe un mecanismo de 

acumu1aci6n de un producto de degradación de 1a substancia P CeJ. 

fragmento S-11), generado por 1a acción de una peptidasa. 1a pro1i1 

endopeptidasa (Nakata y co1., 1981), y de 1as encefaJ.inas CGeorge y 

van Loen, 1981; La Ee11a y co1., 1986). Sin embargo, en e1 caso de 

1a substancia P éste no es ei mecanismo primario de inactivación, y 

en e1 de 1as encefa1inas 1os resu1tados son ambigUos, ya que 1os 

autores no proporcionan datos sobre 1os valores de Km y Vmax de1 

fenómeno (George y van Loon, 1981). 

Las evidencias en conjunto sugieren que, si existe 1.a recaptura, 

éste no es un mecanismo generalizado de inactivación de NP 

sintetizados por vía ribosoma1. 

S) ~~~~2g2cigD~BE~~~~~s2-

Dada 1a 1abi1idad de 1os NP a hidró1isis enzimática 

considera que éste podría ser e1 mecanismo fundamenta1 de 

inactivación. La mayor parte de 1a información con 1a que se cuenta 

actua1mente proviene de estudios hechos con TRH, encefa1inas, 

neurotensina, substancia P y angiotensina. 

Aunque en 1a sangre, e1 cerebro y otros tejidos de mamíferos se 

ha identificado un gran número de peptidasas capaces de degradar a:n 
y~~~E a muchos NP, es probable que un número re1ativamente 1imitado 

de e11as sea fisiológicamente importante {Lynch y Snyder, 1986) -

Cada una de estas peptidasas tiene especificidad por un número 



,-.. 

1imitado de en1aces peptídicos y se ha mostrado que ia mayoría de 

e11as tiene varios sustratos natura1.es y sintéticos ~D y~~~2· Así, 

para cada NP existen varios enlaces que pueden ser hidroiizados por 

varias peptidasas. Los cortes de eniaces peptíd_icos_ pueden l.l.evarse 

a cabo por enzimas so1.ub1es (presentes en e1 -~spacio· ,'ex_trace1u1ar o 
~:>: .. , ' .. ··:::· > .'= ·'.:>: .. ' . ''·' -',!::" 

en compartimentos intrace1u1.ares.·:._·c~~O ~ ·ei· cito.soi ~- ei· ~1ümerl· ···dtei RE o 

de gránuios de secreción, etc) o . por: sobre 

membranas ce1u1ares Cp1.asmática, mitocondria1~ etc) 

En al.gunos tipos ce1.u1.ares 7 l.as proteínas destinadas a ser 

mecanismos ere---

crinofagia, ésto es, l.a fusión de gránuios de secreción con 

J..i.sosomas y l.a destrucción de su contenido (Farquhar, 1977). Sin 

embargo 7 no existen evidencias de que ta1 mecanismo sea responsabie 

de degradar intracel.ul.armente a J.os NP en el. SN. La otra pos.i.bil..i.dad 

es que enzimas activas a pH neutro sean 1.as responsab1.es, y se ha 

sugerido que aigunas peptidasas soiubl.es podrían iievar a cabo esta 

función (Fig. 5) Por 1.o generai, 1.a actividad de estas enzimas es 

muy al.ta en 1a fracción so1.ub1e citos61ica, mientras que en ias 

terminales nerviosas es muy baja (Hui y coi. 1981; Wh.i.te y coi .• 

1985; Torres y coi., 1986) Esto significa que ia distribución 

subceiuiar de estas enzimas no coincide con ia de ios NP, ya que 

sóio un 5-10'7. de ia actividad totaJ. enzimática se 1oca1iza en el. 

sinaptop1.asma (Torres y coi., 1986), mientras que ia concentración 

dei péptido en esta fracción es· mayor del. 50% del. contenido totaJ. 

(Winokur y col.., 1977). Estas enzimas estan ampl.iamente distribuidas 

en diferentes tejidos del. organismo (Wil.k, 1983; Prasad, 1985). En 
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S\stemo de 
seguridodf 

5.- Degradación de 1os neuropéptidos por enzimas 
intrace1uiares. º= e1ementos de contro1 regu1a­
torio. (Tomado de Bauer 1987a) • 
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e1 cerebro 7 su distribución regiona1 es homogénea (Prasad, 1985) y 

están presentes tanto en g1ía como en neuronas (Koshiya y co1. 7 

1904, 1905; Cruz y coi .• no pub1icado) Ejempios de estas peptidasas 

son ia pirog1utamato aminopeptidasa I (PGAil que elimina el residuo 

pGiu en ei extremo 

proiiiendopeptidasa 

NH 
2 

t~rmit:ial.- de 

que hidroJ.:.iza 
'-;~> :,\f'. -

muchos péptidos. ia 

enlaces peptídicos con 

estructura péptido-pro...:x .:,< ?{~L;_,,;~{,_-6ua:iquier 
:=.'' - (:-'¡:;: . . ·,¡:--~o::=-.::\7- -~"'­

excepto proiina > de _una· ;gr"':n !''.i:yar~edad 

péptido o aminoácido, 

de péptidos, y una 

aminopeptidasa so1ub1e sen~-:Lb:Í~·~_;/~ .{~-~~~~·ni¡-~-{~a que hidroiiza e1 eniace 

, -·-· ';';··. -·· ,~ · - ·:J;L~--··_ 
encefa:Lir1i..s· ->é1'S,i.~: .. 6) .. ·(Schwartz 

l. 2 
tir -gii de ias y col.., 1901; 

McKeivy y coi., 1982; Busby y coi .. ·; .;i•9·02;' Bauer, 1903; White y coi., 

1905). Si bien estas enzimas son específicas para un en l. a ce 

peptídico, no J.:o son para un péptido determinado. 

Las propiedades de 1as enzimas soiub1es sugieren que no tienen un 

papei específicamente asociado a ia degradación extraceiuiar de J.:os 

NP. Más bien, se piensa que uno de sus papeies sea ei de degradar 

intrace1u1armente a a1gunos NP. 

Las evidencias actuales postu1an a algunas peptidasas asociadas a 

membranas como candidatos para l.a inactivación extracel.ul.ar de ios 

NP (White y coi .• 1985; Turner, 1906, 1907, 1900) (Fig. 7). 

La identificación de una ••neuropeptidasa•• fisiológicamente 

re1evante, ésto es, una enzima que sea responsab1.e de ia 

inactivaci6n de NP iiberados sinápticamente, es una tarea difíci1, 

ya que un NP genera1mente es sustrato de diferentes peptidasas en 

tejido nervioso y, por 1o tanto, una peptidasa determinada, que 

generaimente muestra especificidad química por un cierto tipo de 



A: v~a metab61ica de1 TRH 

PG1u His -Pro ~NH2 f . 
PGAII PE 

TJ:ROLJ:BERINASA 

PGAJ:: PJ:ROGLUTAMATO AMINOPEPTIDASA SOLUBLE 
PGAJ:J:: PJ:ROGLUTAMATO Al-IINOPEPT IDASA .f.~MBRANAL 

TJ:ROLIBERJ:NASA: PIROGLUTAMATO M~J:NOP:E;PTIDASA SERICA 

PE: PROLJ:NA ENDOPEPTIDASA SOLUBLE 

B: vía metab61ica de encefa1inas 

aminopeptidasa (~o1ub1e) . . 
Tir.,-

T 
aminopeptidasa MJ:J: 
(membrana1) 

G1i-G1i-Phe-MetOH 

T 
Endopeptidasa 24.11 

(membrana1) 

Fig 6.- Vía metabólica del TRH y las encefalinas. 
Las flechas continuas indican los cortes que 
probablemente tienen lugar in vivo. 
(tomado de Méndez y col.• en-pren"Sa). 
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Fig. J.- Degradación de 1os nuropéptidos ~or ectoenzimas. 
(Tomado de Bauer 1987a). 



en1aces peptídicos. es capaz de hidrol.izar diferentes péptidos 

endógenos. ¿ Cómo identificar ~ntonces sin ambigOedad a 1as enzimas 

rel.evantes ? Con este propósito, Schwartzy col.. (1961) han definido 

ciertos criterios 

1. - Los productos de hidr61isis-.-deben ser- bi"oi·ógiCamente - irl.activos. 
. .•. . ... 

2.- La enzima debe estar l.ocal.izada·estratégicamente para hidrol.izar 

a l.os NP l.iberados al. espacio sin~P.tico. 

3.- La especificidad de sustratos exp1ica l.a actividad biol.ógica 

aumentada de aná1ogos sintéticos. 

neurotransmisi6n modificada. 

s.- La inhibición sel.ectiva de 1a enzima protege a l.os NP l.iberados 

sinápticamente. 

6.- La inhibición de l.a enzima reproduce 1as acciones biol.ógicas de 

l.os NP a1 interactuar con sus receptores. 

Al.gunas peptidasas cumpl.en con al.guno o varios de estos 

criterios. La aminopeptidasa MII y l.a endopeptidasa 24.11 (l.l.amada 

anteriormente .. encefal.inasa••) pueden degradar a l.as encefa1inas 

(Fig. 6) (Schwartz y col.., 1961; White y col.., 1985; Hersh, 1965), y 

1a acción de ambas enzimas inactiva total.mente a estos NP (Turner, 

1967, 1966). Su distribución en el. cerebro corre1aciona. aunque no 

'""' estrictamente, con 1a distribución de 1as encefa1inas y l.a de sus 

receptores (Hersh, 1965; Waksman y col.. , 1986b) A nivel. celul.ar 

ambas enzimas son neuronal.es CHazum y col.. 1979; Back y Gorenstein, 

1965; Waksman y col., 1966a) y a nivel subcelul.ar se encue~t-ran en 

1a membrana plasmática de sinaptosomas (Horsthemke y col.., 1984) 

como ectoenzimas (Hazum y col. .• 1979; Turner, 1966) (Fig. 8), es 



Tir-Gli-Gli-Phe-Leu 

Espacio sin6ptico 

Tir-Gli-Gli+Phe-Leu 

Dominio hidrof{lico 
extracelular 

Fig. 8.- Organización topológica de la endopeptidasa 24.11 
en la membrana p1asm~tica como •ctoenzima. E1 mo­
de1o i1ustra la degradación de leu-ence~alina. 
(Tomado de Turner, 1988). 



decir, que su sitio activo está del lado externo de J.a membrana 

p1asmática, sitio desde e1 que podrían degradar inmediatamente a 1as 

encefa1inas 1iberadas a1 espacio sináptico. 

Un derivado de J.as encefaJ.inas (FK-33-824 
2 

D-AJ.a 
4 

MePhe 

s 
0-ol. ) -encefaJ.ina' se une a1. receptor· con una:·, pOtenc{a 10 

mayor··a .. l."a.· de .. Met-enc, produciéndo una· acti.vidad ar:ia1gésica 

Met-

veces 

30 ººº 
_veces> mayor_~ a ;-1a .. producida por 1as encefa1.inas, y.es 420 veces más 

resistente a J.a degradación por J.a endopeptidasa 24.11 (Schwartz 

coJ.. , 1981) . Además, esta enzima muestra específicamente cambios 

adaptativos a morfina CMaJ.froy y col.., 1978). 

EJ. uso combinado de inhibidores de J.a aminopeptidasa MII y de J.a 

endopeptidasa 24.11 produce una recuperación totaJ. de encefa1.inas 

1iberadas a1 medio extrace1u1ar en condiciones depo1arizantes (De ia 

Baume y co1. ~ 1982; Turner, 1986). La inhibición especifica de J.a 

endopeptidasa 24.11 aumenta además 1.a recuperación de substancia p 

(Littlewood y coJ.., 1988) y de CCK (Rose y co1., 1989) en otros 

sistemas~ por 1o que probab1emente 1a enzima actúe sobre distintos 

sustratos dependiendo de 1.a región. 

Final.mente. J.a inhibición especifica de J.a endopeptidasa 24.11 

por tiorf ano produce un efecto antinociceptivo sensib1e a na1oxona 

(Roques y coi., 1980). Y J.a infusión de un inhibidor 

especifico de 1a enzima aumenta 1a frecuencia de disparo espontáneo 

de un grupo de cé1u1as en 1.a substancia nigra, respuesta que podría 

ser modul.ada por 1as taquininas y/o 1as encefal.inas (Bier y coi., 

1987). 

Si bien estas enzimas membranales cumplen con 1.os criterios para 

definir una ••neurope:ptidasan. éstas no apoyan e1 concepto propuesto 



inicia1mente de una ••neuropeptidasa•• específica capaz de degradar un 

NP en particular (Schwartz y co1., 1981), ya que se ha demostrado 

que ~n ~~Y2 pueden degrad~r varios NP. Actualmente. existe sólo una 

excepción a esta premisa una piroglutamato aminopeptida~a capaz de 

degradar exc1usivamente a1 

198:3; Friedman y Wi1k, -1985) 

TRH. que se encuentra en suero (Bauer. 

y en membranas sinaptosomales co•connor 

y o·cuinn, 1984; Garat y co1., l.985; Torres y col .• 1986; Wi1k, 

- ·i-;.s.:.;- -wi1k ·y- w111e-,-.rg·s9")--;---ae--:r:a. - cua1-senao-ia:ra--en-ra---.. -;¡_-gu~efri:t.e·--­

secci6n. 

Por ú1timo. existe 1a posibi1idad de que ias peptidasas so1ub1es 

participen en 1a inactivación extrace1u1ar de 1os NP si éstas se 

1iberan a1 espacio sináptico junto con 1os NP. La 1iberaci6n de 

enzimas capaces de inactivar NT ya se ha demostrado. La 1iberación 

de aceti1co1inesterasa de 1a g1ándu1a adrena1 (Chubb y Smith, 197Sa, 

b) es e1 primero de estos casos. Esta enzima también es secretada de 

neuronas en e1 SNC al f1uído cerebroespina1 1 por 1o que se piensa 

que este fenómeno podría ser frecuente en e1 SN. Por otra parte. una 

de 1as formas de aminopeptidasas solub1es que degradan a 1as 

encefa1inas se libera en respuesta a estimu1aci6n 

(Greenfie1d y Shaw, 1982). Sin embargo, no se ha podido demostrar 

que esta peptidasa sea 1a responsable de 1a inactivación fisio16gica 

de 1as encefa1inas. 

Surge entonces 1a pregunta acerca de si 1as proteínas que 

secretan de neuronas tienen funciones extrace1u1ares. es decir. 

se 

si 

tienen un papei en 1a modulación de 1a neurotransmisi6n. además de 

inactivar sustancias neuroactivas. Se especu1a sobre 1a posibilidad 

de que a1gunas de estas mo1écu1as puedan tener un pape1 en e1 cambio 



de sensibi1idad de 1as neuronas a determinadas seña1es. Sin embargo, 

para péptidos no hay evidencias fuertes (Greenfiel.d, 1986). 

En resúmen, .el. >punto de vista . actuál. ·postul.a que 1a inactivaci6n 

·cabo.".por un número 1imitado de 

Según esta 

hipótesi_:; ·~ il'.;'.~"3-~~i,~~'![7t~.i.~.~ ~;:i::.~~~-"'~$:i6Í-li~áe.~i.iná peptidasa_ no es que sea 

especif~ca'. 'ó P,af;~ ftt~~) ":de}~~'xri:Lriaci~ :~Ñ~;; .~.'."ino más bien, que 

1ocal..iz'aCi .. 6Í'lA-.C·e1·u1--~~'-\y;:. ~~·t,¿;~-i-~;í'.~~~::}~~~ sus: Propiedades cata1í ticas sean 

l.as apropiad~~ • ~~~·~ "á~f~a'~: ,,;.;C.z;~ el. NP · e Kenny, 1986 > . 

su 

- . '" ... - .'.',:. '-·~ :: ·.·: ,: 
-··, 

rrr.- 1:E!L~6~2~~~~~:Lo_g.!L~§.!:YE~2 -

El. TRH (hormona l.iberadora de tirotropina pGl.u-His-ProNH ) fue 
2 

aisl.ado inicial.mente de homogenados de hipotál.amo de ovino (Schal.l.y 

y col.., 1969; Bol.er y col.., 1969) y de bovino (Burgus y col.., 1970) 

y su función caracterizada en el eje hipotal.ámico-hipofisiario como 

e1 factor 1iberador de tirotropina CTSH). El. TRH se l.ibera de l.a 

eminencia media de1 hipotál.amo a 1a sangre portal. (Fig. 9) y es 

transportado hasta 1a adenohip6fisis. en donde, a través de una 

interacción con receptores específicos de al.ta afinidad en ia. 
membrana p1asmática (Labrie y col., 1972; Wil.ber y Seibel., 1973) 

estimul.a l.a síntesis y l.iberaci6n de TSH de l.os tirotropos (Fraser y 

McNeil.l.y, 1982; Fink y co1., 1983) y de prol.actina de los 

l.actotropos (Tashjian y col.. , 1971; Grosvenor y Mena, 1980). Las 

hormonas adenohipofisiarias son entonces secretadas a l.a circu1aci6n 

general., a través de l.a cua1 alcanzan el. órgano bl.anco 



~---{ ==-¡-=== 
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;l :~~:·:.1::\:H~ 
' Eminencia medio 

Fig. 9-- Representación esquemática del eje hipotalámico -
hipofisiario- tiroideo. PGAm; PGA membranal (PGAII). 
(Tomado de Covarrubias Y col. 9 en prensa). 



correspondiente. La 

tiroideas T 
3 

y T 
4 

TSH estiou1.a J..a 

(triiodotironina 

secreción de l.as hormonas 

y tiroxina) de l.a tiroides 

(Dumont y Lamy, 1960) y éstas a su vez afectan diversos procesos 

metab61icos. 

La :Liberación de TRH del. hipotál.amo es inhibida tanto ~!} 

concentraciones en el. hipotá.l.amo (Schal.1.y y col.. .• 1978). La 

somatostatina inhibe también J..a secreción de TSH estimu1ada por TRH 

a nivel. hipofisiario (Ridgway y col.., 1983). La secreción de TSH y 

prol.actina de J..a adenohipófisis es regul.ada por J..as hormonas 

tiroideas por un mecanismo de retroal.imentaci6n negativo. Estas 

hormonas regul.an el.. número de receptores a TRH en ice tirotropos 

disminuyen e.1 número de receptores sin cambiar 1a afinidad CHink1e y 

Goh, 1982; Mori y col.., 1966) y producen una l.a 

síntesis y secreción de TSH (Martin y col.. 1970; .Padmanabhan y 

col.., 1981; Shupnik y col.., 1966) (Fig. 9). 

A nivel.. hipota1ámico. en e1 núc1eo paraventricu1ar (que proyecta 

hacia l.a eminencia media), se ha observado que nive1es aJ..tos de 

hormonas tiroideas disminuyen J..os nivel.es de RNAm de TRH (Segerson y 

col.. , 1987) y que regu1an l.a expresión del. gene de TRH (Dyess y 

col.. 1988) mientras que existe controversia en cuanto al.. efecto 

que tienen estas hormonas sobre el. nivel. del. péptido maduro. Por 

ejempl.o, Chil.ds y col.. (1961) y Mori y Yamada (1987) han observado 

una disminución de este nivel.., mientras que otros grupos no han 

observado efecto CKardon y col.., 1977). En otros tejidos también se 

ha observado 1a modulación de 1os niveles de precursor de TRH por 

hormonas tiroideas {Simard y co1 .• 19S9a~b) 



Por otra parte, existe también 1a posibi1idad de que 1as hormonas 

tiroideas puedan regu1ar 1a iiberación de TRH a nivei hipotaiámico 

{Jackson y Lechan, 1983; Rondeei y coi·;·. 1988).·.- Se desconoce .si ias 
. . . 

hormonas adenohipofisiarias pueden reguiar: ·ia. ·J.ibera6ión.de .TRH .!n 

Y~YQ. a través de un fiujo retrógrado 

sistema portai hipotaiámico-hipofi•iario~ Por io tanto, 
' . ~ . 

que e1 funcionamiento correcto de este ~j_e está·· su.jeto· a :·~r~"gu1.~ci6n 

a varios nive1es. 

El. TRH se 1oca1iz.a tanto dentro como fuera dei SNC y su 

distribución en el.. cerebro de mamíferos es muy ampl.ia. La mayor 

concentración se encuentra en 1.a eminencia media de1 hipotál.amo; ei 

área que contiene e1 mayor número de - termina1es nerVi.osas de - esta 

región. Sin embargo, péptido. se encuentra también en 

concentraciones apreciabl.es en el. cerebro anterior, ei tail.o 

cerebrai y ei diencéfaio posterior {Brownstein y col.., 1974; Winokur 

y Utiger, 1974; Kizer y col.., 1976). Ei TRH se encuentra también en 

e1 tracto intestina1, e1 páncreas, e1 1íquido cerebroespina1 y en 1a 

piel.. de 1os anfibios, no s61o en anima1es superiores, sino también 

en inferiores, en donde el TRH no tiene inf1uencia sobre ia función 

tiroidea (Jackson y Reichiin, 1974). 

El.. uso de técnicas de inmunohistoquímica ha reve1ado 1a presencia 

de somas neuronales TRH-érgicos en muchas áreas del cerebro en ei 

hipotálamo (núc1eos paraventricu1ar, ventromedia1, supraquiasmático, 

supraóptico e hipotá1amo anterior), ia méduia obl.ongada {núcl.eos de 

'' CHokfeit y coi., 1978; Lechan y 

Jackson, 1982; Johansson y co1., 1983; Pa1kovits, 1984) el. área 

preóptica, las capas g1omeru1ar y p1exiforme de1 bu1bo olfatorio, el.. 



caudado-putámen, la amigda1a, la substancia gris ce.ntral., los 

núc1eos pontines Y coc1eares, el. 

del. cerebel.o, 1a capa II de la corteza cerebral. (Lechan y 

1985) y en la lámina II del asta dorsal y en 1a superficie de la 

Brownfie1d, 1985). En los núc1eos de raphé el TRH coexiste con 

serotonina y substancia P (Johansson y col., 1981, 1983). 

Por otro 1ado, 1as fibras y terminal.es TRH-érgicas se encuentran 

también amp1iamente distribuidas en la eminencia media y otras 

(OVLT) del área pre6ptica, amígdala, septo lateral, ta11o cerebral. 

inferior, neurohipófisis (Lechan y Jackson, 1982¡ Pa1kovits, 1984; 

Harkness y Brownfiel.d, 1985). y en la médula espina1, 

particul.armente en e1 asta ventra1, 1a substancia gris central., la 

columna celular intermedio1ateral. (Pa1kovits, 1984; Harkness y 

Brownfie1d, 1985) y en menor proporción en el. asta dorsal. (Harkness 

y Brownfie1d, 1985). En el asta ve:ntra1 y en la columna 

intermedio1atera1 de la méduJ.a espinal. se ha observado la 

coexistencia de TRH y serotonina CHarkness y Brownfie1d, 1985}. 

Las vías TRH-érgicas conocidas a l.a fecha incl.uyen 1) 1a que se 

el}cuentra en el hipotálamo. en el. núcl.eo paraventricu1ar, cuyas 

proyecciones l.l.egan a l.a eminencia media y, 2) 1a que se encuentra 

l t; 
en 1os núc1eos de raphé en 1a médula ob1ongada, que proyectan al 

asta ventral de la médula espinal). 

'¡ E1 TRH se sintetiza por vía ribosomal CMcKelvy, 1977) a partir de 

un precursor de al.to peso mo1ecul.ar CRupnow y col.. 1979) en e1 que 

se encuentra 1a secuencia de TRH S veces repetida, f1anqueada por 



i! 

pares de aminoácidos básicos (Lechan y col., 1986). Como ocurre con 

otros NP, e1 precursor de TRH es procesado post-traducciona1mente, 

siendo 1a etapa terminal- J..a formación de TRH a 

secuencia TRH-Gli por la acción de 1a PAM. enzima que.usa_ e1 amino 

de J.a G1i para amidStr el. COOH, para producir péptidos amidados" en e1 

extremo COOH termina J.. CEipper y Mains, 1988). Esta enzima se 

encuentra en varios tejidos y en suero (Eipper y col._, 1985) Y. e~ e1 

cerebro su distribución es bastante heterogénea (Meng y Tsou, 1988)~ 

La actividad de la PAM se encuentra asociada a membranas (Eipper.~. 

col..., 1988; May y col. 1988) y puede ser afectada por una' gran 
',,;, , 

variedad de efectores (Mains y co1 . .,. 1985). La enzima tiene· a1··- ácido 
; :-,·, ·-· _.,<_·,. :; 

ascórbico como co:factor, e1. cual. es capaz de aumentar 1os ni:Vei~~ -_de 

TRH en células hipotal.ámicas en cul.tivo (GJ..embotski y col., :Í.986) 

así como la J..iberaci6n del péptido en condiciones depol.arizantes 

(Faivre-Bauman y col., 1988). 

Por otra parte. como se mencionó anteriormente, las hormonas 

tiroideas son capaces de regular 1a sintesis del péptido (Segerson y 

col., 1987; Dyess y co.J.._,. 1988). aumentando o disminuyendo los 

niveles de RNAm en el núcleo paraventricular del hipoté1amo según la 

concentración de hormonas tiroideas circu.l.antes. Aún más. los 

niveles de RNAm de TRH en el hipotélamo varían durante 1a ontogenia 

y e1 cic1o circadiano (Covarrubias y co1.,. 1989) y se ha sugerido 

que existe un mecanismo compensatorio biosintético regulado que 

mantiene .J..os nive1es de TRH en la terminal nerviosa después de la 

liberación (Covarrubias y col., 1988). 

Fina1mente,. e1 procesamiento del precursor de TRH puede J.1evarse 

a cabo diferencia1mente, originándose formas extendidas en el 

extremo NH 
2 

o COOH terminales; la abundancia re.l.ativa de estas 



formas es tejido-específica CCock1e y Smyth, 1966, 1967, 1966), l.o 

que abre 1a posibi1idad de que a1guna(s) de e11as 

funciones bio16gicas. 

pudiera(n) tener 

Las técnicas de fraccionamiento subce1u1ar y de inmunocitoquímica 

han mostrado que más del. so~ del. TRH hipotal.ámico y 

extrahipota1ámico se 1oca1iza en termina1es nerviosas, y dentro de 

éstas en vesícu1as sinápticas (Barnea y co1., 1976; Winokur y co1., 

1977; ..Johansson y col. _ , 198.3) _ El. TRH al.macenado en termina1es 

nerviosas en e1 hipotá1amo se 1ibera por un mecanismo dependiente de 

2+ 
Ca (probabl.emente por exocitosis) en respuesta a depo1arizaci6n 

(Joseph-Bravo y col.-. 1979; Maeda y Frohman, 1980; Warberg, 1982; 

Méndez y co1., 1~87), -así 'como - en respuesta a ciertos 

col.. • l. 978; Joseph...:Bravo y co:J. - • l. 979; Chen y Ramirez. 

NT (Charl.i y 

l. 981 ., Biggins 

y col.. • 1963 > . El. TRH no se l.ibera de sinaptosomas incubados ''en 

2+ 
medio Krebs-Ringer-Bicarbonato (KRB) en presencia de 'ca: en 

respuesta a estímu1os depo1arizantes (Bennett y col.., l.97S; Joseph-

Bravo y co1., 1979; Warberg, 1982), pero sí en presencia de sacarosa 

(Joseph-Bravo y col.., 1979; Warberg, 1982). Esta controversia se ha 

observado también en e1 caso de otros factores de 1iberación, como 

LHRH y somatostatina CBennett y col.., 1975; Warberg, l.962). Los 

primeros estudios en este sentido sugirieron que tales resu1tados se 

debían a que l.a sacarosa estabil.izaba l.os sinaptosomas. Debe 

considerarse 1a posibi1idad de que estos resultados se deban a un 

artefacto experimental. Por otra parte, 1a liberación de NP pudiera 

+ 
ser regu1ada por Na extrace1ular~ como se ha demostrado en e1 caso 

del. GASA. A 1a fecha~ no existen trabajos en los que se haya 

estudiado la dependencia de Na en l.a l.iberación de NP-



En contraste. J..a: .l.i.berac16n de · TRH de ·rébanadas-· o- - fragmentos - de 

te~ido s~ respo~de a depo1arizaci6n en medio KRB (Charii y col.. .• 

1978; Joseph'-"Bravo y col..., 1979; Maeda y Frohman. 1980; Chen y 

Ramirez, 1981; Tapia-Arancibia y coi., 1984; Méndez y coi., 1987). 

Existe una gran controversia acerca de 1os efectos producidos por 

varios NT, ya que dependiendo de l.a preparación uti.l.izadap varios 

grupos han reportado efectos distintos para ei mismo NT En 

genera1.,. se ha propuesto que 1a iiberación de TRH de1 h'ipotá1amo 

mediobasa1 es controlada por fibras excitatorias e norad:remé:rg:icas e 

histaminérgicas) y por fibras inhibitorias 

seroton1nérgicas y dopaminérgicas). \ «:-· 

Por otra parte, en un trabajo previo CMéndez y co1.' .. ; 

observado que ei TRH se iibe:ra de a1gunas de ias áreas 

.~· '"·' 
'l:9a7> se ha 

'dei cerebro 

de :rata en ias que ei péptido se encuentra en concentraciOneS desde 

intermedias hasta muy aitas. La 1iberaci6n basai de TRH de 1as áreas 

estudiadas es muy variabie (1-207. dei contenido en e1 te~ido) (Tabia 

1), 10 que pudiera coincidir con .l.a existencia de diferentes pozas 

dei péptido. Las áreas cerebrales que responden a una estimul.ación 

con concentraciones depo1arizantes de K (Tabias 1 y 2) son regiones 

con una al.ta densidad de terminales TRH-érgicas, con un gran número 

de receptores y en ias que se han reportado efectos dei TRH, por io 

que estos resu1tados apoyan 1a hipótesis de que ei TRH, además de su 

función hormonai en ei eje hipotaiámico-hipofisiario, tiene 

funciones como NT o NM en aigunas regiones de1 SNC. 

En todas 1as áreas dei SNC en que se ha :reportado ia presencia de 

TRH se encuentran también receptores específicos sobre ia 

p1asmática (Tay1or y Bu:rt, 1982; Ogawa y coi., 1982; Rosténe y coi .• 
' 



¡ .; 

Tabl.a 1.- Efecto de KCl. Sé mM sobre la 1iberación de TRH endógeno 

de cerebro de rata. 

------------------~-~----~----------------------------------------
Región n TRH 1.iberado ~ de TRH l.iberabl.e 

+ 
CK /basal.) (basal.) 

Eminencia media (0.13) l.0 3.85 ± 0.849 0.90 ± 0.33 
A rea pre6ptica (0.99) s 4.62 ± l.. 4 l.. l..32 ± 0.3l. 
Hipotál.amo total. (1.63) 28 2.68 ± 0.37+ l.. l.2 ± 0.l.8 
Núcleo accumbens-septum l.3 4. l.8 ± 0.65 l..07 ± 0.32 

1.ateral. (7.19) 
Bul.bo olfatorio CS. l.6) 6 l.. 06 ± 0.29 20.l.5 ± 5.38 
Amígdal.a (3.96) 7 2.1.S ± o.ss• 4.58 ± l. .34 
Mesencéfalo (8.85) 8 2.29 ± 0_30-¡- 4.89 ± 1..08 
Puente (7.59) 8 2.2l. ± 0.59 S.90 ± l..Sl. 
Médul.a obl..ongada e 12. 7l 8 1..95 ± 0.31.ª 2.67 ± 0.38 
Médul.a espinal 8 1..45 ± o .21• 1.4.20 ± 2.50 

cervical. (4.97) 
Estriado (7.74) 7 l. .23 ± 0.1.2 l.0.51. ± l. - so 
Gl.ándul.a pi nea l. (l. - 22) 4 n.d. n.d. 
Hipocampo (9.02) s l. - 30 ± 0.21. l.4.24 ± 2.87 
Corteza temporal. (l. l. - 7) s n.d. n.d. 
Corteza fronta:L ( l.l. - 2) 7 l. - 91. ± 0.67 S.76 ± l. - 36 
Vermis ce:rebel.ar (1.S.5) 1.0 2.0S ± 0.62 l.7.50 ± 4.55 
Hemisferio cerebel.ar ( 6. l.) 4 n.d. n.d. 
Retina (4.9) 4 n.d. n.d. 

Regiones completas (amígdala, glándula pineal., retina, eminencia 
media. área preóptica) o rebanadas de 250 µm, se incubaron en KRB y 
el TRH liberado y el contenido de péptido en los te~idos se 
cuantificaron por RIA. Las disecciones de corteza se delimitaron por 
e1 quiasma óptico. Entre paréntesis se indica la cantidad de tejido 
Cmg) usada en la incubación. Los datos se expresan como e1 promedio 
± el error estándar del promedio del número de determinaciones 
indicado. (Tomado parcial.mente de Méndez y col.., l.987). 
n = número de muestras. 
n.d. = no detectado . ... 
K /basal = cociente de TRH liberado durante la estimu1aci6n contra 
el liberado basalmente. 
~ de TRH 1.iberabl.e (basal.) = TRH 1.iberado basal.mente / contenido de 
TRH en el tejido después de la incubación. 

p o.os 
9 p O.Ol. 
-t P o.oos 



Tabl.a 2.- Porcentaje de TRH l.iberado por KC1 56 mM en diferentes 

regiones de1 cerebro de rata. 

Regi6n n 7. de TRH 1iberab1e en respuesta 

- - a KC1 -56·. mM- --

Eminencia·media 10 1.45 ± 0.54 

Are a pre6ptica 5 3.47 ± 1.03 

Hipotálamo tota1 28 1.13 ± 0.27 

Nüc1eo a.ccumbens- 13 1.71 ± 0.29 

septum 1atera1 

Amigdal.a 7 2.89 ± 1.13 

Médu1a espina.1 8 5.80 ± 2.24 

cervicai 

Mesenc:éfa1o s 4.58 ± 0.77 

Médu1a ob1ongada s 2.73 ± l. .10 

Las regiones cerebra1es se incubaron como se indica en 1a Tab1a 2. 
Los datos se expresan como el promedio ± e1 error estándar de]. 
promedio de1 número de determinaciones indicado. 
n = número de muestras~ 
7. de TRH 1iberab1e en respuesta a KC1 56 mM = TRH 1iberado durante 
].a estimu1aci6n menos TRH liberado basa1mente / contenido de TRH en 
e1 tejido a1 final de la incubación x 100. 
(Tomado de Méndez y co1., 1987). 



1986). En la adenohipOfisis existe un so1o tipo de sitios de uniOn a 

TRH, de aita afinidad (Labrie y co1., 1972; Wiiber y Seibel.. 1973). 

mientras que en regiones de cerebro se han caracterizado dos 

pobl.aciones de receptores, una de al.ta y otra de baja afinidad 

(Tayl.or y Burt. 1982; Ogawa y col. .• 1982; Rosténe y col. .• 1984). La 

constante de afinidad del. sitio de a1ta afinidad en adenohip6fisis, 

corteza cerebrai,· núcl.eo accumbens, retina o cerebro total. de rata 

va de 6 a SO nm {Burt y Snyder, 1975; Taylor y Burt, 1981; Ogawa y 

col.., 1982; Rosténe y coi·. • 1984) • mientras que e1 sitio de 'baja 

afinidad {Rd = S µM) se encuentra en corteza cerebral y en cerebel.o 

{ Burt y Snyder, 1975.).. E1 número de receptores en estas áreas varía 

l.a neurohip6fisis, intermedio como.-en e1 

estriado , e.1 ·:ta11o cerebral., e1 bulbo ol.fatorio, la amígdala y 

adenohi¡:>Ofisis, hasta muy a1to, como en l.a Burt, 

1982) -

Los sitios de unión detectados en diferentes áreas del cerebro 

son simil.ares a los adenohipofisiarios, por lo que parecen 

representar ei receptor fisiológico a TRH. 

La interacción de TRH con su receptor produce, como ya se 

mencionó, l.a l.iberación de TSH de los tirotropos y la de prolactina 

de l.os 1actotropos. Estas respuestas parecen ser mediadas por 

diferentes segundos mensajeros. En 1os tirotropos, se piensa que l.a 

acción de TRH está ligada a aumentos en AMPc, aunque esta 

estimu1.aci6n no es directa sobre la actividad de la adenilato 

cic1asa, sino que parece ser regulada por un mecanismo dependiente 

2-t-
de proteína cinasa C y/o Ca /ca1modu1ina (Martín, 1989), ya que el 

2+ 
Ca proveniente de1 medio extrace1u1ar y de pozas intracel.ul.ares 

(Geras y coi., 1982) tiene un efecto estimu1atorio sobre el. sistema. 



2+ 
En 1os 1actotropos. e1 Ca de pozas intrace1u1ares parece ser uno 

de l.os mediadores (Geras y co1 .• 1982; Ronning y col. .• 1982). 

Además, en estas cél.ul.as el. TRH estimu1a l.a hidról.isis de 

fosfatidi1inosito1 (Baird y col. .. , 1983), evento que produce inosito1 

trifosfato, e1 cua1 aparentemente es el. segundo ~~nsa~ero en este 

sistema CMartinez de l.a Escal.era y co1 .. , 1988; Martínez de l.a 

Esca1era y Weiner, 1988; Gershengorn, 1989) _ En ,el. cerebro no se 

conocen aún 1os mediadores de l.a acción de!--~.'.~~~,- -

El. TRH exhibe una mul.titud de efectos en el. .SNC, tanto 

neuroquímicos como e1ectrofisio16gicoS, y es capaz de afectar 

al.gunos patrones del. comportamiento. El. TRH estimul.a el. recambio de 

cateco1aminas (Kerwin y Pycock, 1979; Horst y col.., 1979; Heal. y 

col.., 1983). aumenta l.a l.iberación de dopamina de hipotá.l.amo y 

nácl.eo accumbens de rata (Kerwin y Pycock, 1979; Sharp y col. .. , 1982; 

Miyamoto y col.., 1984) y l.a de noradrenal.ina de hipotál.amo (Sharp y 

co1 .. , 1982), potencia 1a 1iberación de g1utamato, aspartato, GABA y 

g1icina estimu1ada por depolarización en ta11o y corteza cerebral.. 

CBiggins y col.., 1983), potencia l.as acciones excitatorias de 

acetil.co1ina en al.gunas neuronas cortica1.es (Yarbrough, 1976; 

Braitman y co1., 1980) y deprime l.a excitación inducida por ácido 

g1utámico en al.gunas neuronas corticales (Renaud y co1 .. , 1979; 

Braitma.n y col.., 1980). El. TRH y al.gunos análogos tienen acción 

excitatoria sobre motoneuronas espina1es en anfibios (Nicol.l., 1977; 

Yarbrough y Singh, 1979) y actúa como factor trófico en neuronas 

motoras de1 asta ventra1 de la médul.a espina1 en cul.tivo (Schmidt-

Achert y col., 1984), sistema en e1 que el. péptido aumenta l.a 

actividad de colinaceti1transferasa y crea.tina cinasa, haciendo que 



1as neuronas sean más numerosas y con procesos más l.argos y 

desarrol.1ados. 

Cuando se 1.e administra péptido- tiene --ún amp:Lio 

espectro de efectos sobre e1 comporta.miento. · 

actividad 1ocomotora espontánea 

El. .'.TRH -áumenta _ l.a 

(Sharp y col..,- _.1.9S.2_;•-Hea1•Y co:L., 

1.983; Bennett y col.., 

narcosis 

hipotermia 

(Kal.ivas 

(Sharp 

y 

y 

1.993; Miyamoto y col.., 

Horita, 1.983; Sharp y 

col.. 1.994) inducidas 

antagoniza l.os efectos de etanol. y al.gunos 

•1~9~~:4{{ :=vie;'.;e l.a 

c&~~: ~9~4> y ia 

por pentobar1;>ital.; 

depresivas CPrange y 

co1., 1979); aumenta 1.a tasa respiratoria (Sharp y c.o.l. .• ' 1.984) ; 

potencia l.as respuestas de comportamiento a serotonina (Green y 

Grahame-Smith, 1974); potencia l.os efectos de inhibidores de ·ia 

monoamino oxidasa CMAO) cuando se 1e administra junto con L-DOPA o 

metanfetamina (Spirtes y col.., 1976); antagoniza a1gunos de l.os 

efectos del.a neurotensina (Osbahr y col.., 1.981.)·y al.gunos del.as de 

l.os opiáceos CHol.aday, 1984) - El. TRH también posee efectos 

termoregu1adores en ia rata consciente (Yehuda y Kastin, 1.990) y 

tiene un efecto protector contra e1 shock producido por trauma en ia 

rnédul.a espinal. {Hol.aday, 1.964; Faden y col.., l.989) Además, el. 

péptido se ha impl.icado en e1 tratamiento de a1gunas enfermedades, 

como 1.a. esc1erosis ammiotrópi~a J.ateral. (Brooks. 1.989) y parece 

actuar como antidepresivo (Prange y coi .. 1979). 

Regiones cerebra1es especificas están imp1icadas en 1os efectos 

descritos. Por ejempl.o. ei núc1eo accumbens y eJ. hipotál.amo están 

invo1ucrados en la respuesta locomotora a TRH (Sharp y col.., 1.982; 

Bennett y col.., l.983; Miyarnoto y col. .• 1984), l.a cual. es mediada a 

través de 1a iiberación de dopamina (Kerwin y Pycock, 1.979; Sharp y 

col.., l.992; Bennett y col. .• 1.983). AJ.gunos núcJ.eos hipotal.ámicos y 



también e1 núc1eo accumbens, son sensib1es a TRH en cuanto a 1a 

:reversión de 1a narcosis in~uc~dá: por pentobarbita1 (Ka1ivas y 

Horita, 1963). Esta acción podría estar mediada por vi as 

catecoiaminé:rgicas, ya que .. 1os antagonistas de estas aminas 

previenen l.a reversión de 1a narcosis por TRH, aunque l.a 

cateco1amina imp1icada no es dopamina (Ka1ivas y Horita, 1983; Sharp 

y col.. 1984). E1 érea preóptica, conectada con e1 núcl.eo accumbens 

y el. septum, esté directamente re1acionada con 1os efectos 

termoregu1adores de1 TRH (Yehuda y Kastin, 1960), y a1gunas áreas 

del. ta11o cerebral. parecen estar 1igadas a1 efecto de TRH sobre l.a 

tasa respiratoria (Sharp y co1., 1964). 

Muchas de 1as características mencionadas de.1 TRH cumpl.en con 1os 

criterios que postulan a las sustancias neuroactivas como posib1es 

NT y/o NM en e1 SNC. Sin embargo, la acción de1 TRH 1iberado a1 

espacio sináptico ha de ser terminada por algún mecanismo que 1o 

inactive eficientemente. 

En 1a sección anterior se describieron l.os mecanismos de 

inactivación propuestos para los NP y se comentaron al.gunos de el.los 

en rel.ación a1 TRH .. Se anal.izan a continuación 1os aspectos 

relacionados con 1a degradación enzimática de1 TRH, mecanismo 

actual.mente propuesto como el. responsabie de su inactivación. 

Ya que e1 TRH (hormona l.iberadora de tirotropina 

ProNH ) es una mo1écu1a pequeña que puede ser sustrato 
2 

pG1u-His-

de un número 

limitado de enzimas, y ya que se conocen a1gunas de sus propiedadaes 



VIA METABOLICA DEL TRH. 

Tiro1iberinasa 
PDMK <:::> PGA I 

<:E)PC'.A II 
CPHNA l e ZPP 

PE 

J, 
PG1u - His - Pro NH 2 

His 

no 
enzim:!itico 

His - Pro 
Oicetopiperazina 

His-Pro-DKP 

PG~ I - Pirog1utamato aminopeptidasa I {so1ub1e) 

PG1u - His - Pro 

PGA II - Pirog1utamato aminopeptidasa II (mem'brana1) 
Tiro1iberinasa -Pirog1utamato aminopeptidasa sérica. 
PE - Pro1i1 endopeptidasa (so1ub1e) 

TRH :!icido 

POMK - pirog1utami1 diazo meti1cet~~a (~nhibidor específico de 1a PGA I) 
CPHNA - N-1-carbo~i-2-feni1eti1 (N benzi1) histidi1-p-nafti1amida(inhibidor específico 

de 1a PGA II} . 
ZPP- N-benzi1oxicarboni1 pro1i1 pro1ina1 (inhibicor específico de ia PE) 

Fig.10.- Vía metabólica del TRH. Se indican los cortes primarios de la molécula 
Y la generación de dos de sus metabolitos. así como los inhibidores 
específicos de las enzimas. 

··,r· 
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en e1 SNC, este péptido Constituye un buen mode1o para estudiar 1os 

mecanismos de inactivaci6n de 1os neuropé~tid~s. 

El. TRH es 

cerebro de 

degradado ~!l y~j:;:_52 ·.po_r 3 .. :i:>'e·p~:i_.c:lasas . presentes en el. 

roedores ( Figs _ 6 . y ·.io) ~·.:.::.Do.;; .. ·:·de ;,,.l.l.as se. encuentran 
;·-: ~ : ; . -

enriquecidas en l.a fracción sol.ubl.e.citos61ica d~~omogehados de 

cerebro total. l.a pirogl.utamato am¡;¡'b~ep~id,,;sCÓ. I {PGAI) y l.a prol.il. 

endopeptida.sa {PE). La tercera l.a 

aminopeptidasa II {PGAII), se encuentra en membranas de cerebro y en 

suero. 

La PGAI (E.C.3.4.19.3) es una enzima que rompe e1 enlace pGlu-X 

{X aminoácido, péptido o proteína, excepto prolina) {Bauer y 

Kleinkauf, 1981; Bauer, 1983) de una gran variedad de péptidos 

naturales y sintéticos, entre otros, TRH, LHRH, neurotensina y 

bombesina. La afinidad de 1a enzima por sus sustratos conocidos es 

variab1e. Por ejemp1o, la Km para TRH, TRH-OH, LHRH, pGlu-His-Gli 

{péptido anorexogénico) y neurotensina es, respectivamente, 0.74, 

0.67, 0.59, O.SS y 1.02 mM {Brown y o•cuinn, 1983). La acción de l.a 

enzima sobre TRH 

espontáneamente a 

produce His-ProNH 
2 

el. cual puede 

His-Pro-Dicetopiperacina (His-Pro-DKP) 

cic1izarse 

{Bauer y 

Kleinkauf, 1980), metabol.ito que es estab1e en el SNC y que tiene 

efectos tanto similares como opuestos al.os de TRH (Prasad, 1985). 

La PGAI es una tiol. proteasa de 28 000 daltones de peso mol.ecul.ar 

(Bauer, 1983), activa a pH neutro {Prasad y Peterkofsky, 1976). La 

enzima requiere de protectores de grupos -SH (mercaptoetano1. 

ditiotreito1) y EDTA para expresar su máxima actividad, y es 



inhibida por agentes -SH reactivos, como iodoacetamida y N-

et.i1ma1eimida. 

La enzima se encuentra amp1iamente distribuida en varias especies 

y tejidos. En e1 cerebro, 

1983), encontréndose ia 

(Friedman y Wi1k, 1986). 

su distribución 

máxima actividad 

es muy homogénea (Wi1k, 

en 1a adenohipófisis 

La PE CE.C.3.4.21.26) es una endopeptidasa que hidro1iza e1 

en1ace Pro-X CX = cua1c¡uier aminoácido o péptido, excepto pro1ina) 

de una gran variedad de sustratos. como TRH, LHRH, bradiquinina, a­

MSH, neurotensina y substancia P (Koida y Wa1ter, 1976; Or1owski y 

co1., 1979; McKe1vy y co1., 1982). La hidr61isis de TRH produce 

TRH-OH como metabo1ito (Prasad y Peterkofsky, 1976). Como en e1 caso 

de 1a PGAI, e1 TRH no parece ser e1 mejor sustrato de 1a enzima. Por 

ejemp1o, Brown y O"Cuinn (1983) reportan una Km de 0.54 mM para TRH 

y una de 0.15 mM para LHRH. Por otra parte, 1os resu1tados de Busby 

y co1. (1982) indican que e1 TRH es mejor sustrato de 1a PGAI que de 

1a PE, aunque l..a actividad de esta ú1tima enzima en el cerebro 

excede 1a de PGAI, resultados observados también por nosotros (M. 

Méndez y C. Cruz, no pub1icado). 

La PE es una serina proteasa con grupos -SH y -OH reactivos 

(Bauer, 1983) con un peso mo1ecu1ar de 70 000 75 000 da1tones 

(Wi1k, 1983) Su actividad es máxima a pH neutro o 1igeramen~e 

a1cal..ino. 

La PE se encuentra en 

distribución es 

presentes tanto 

homogénea 

en neuronas 

muchos tejidos, y en 

(Wi1k, 198.3). La PGAI 

como en g1ía (Koshiya 

e1 cerebro su 

y 1a PE están 

y co1., 1984, 



'' 

que son enzimas netamente citosólicas. y que só1.o una pequeña 

proporc~6n de su actividad 

nerviosas (Torres y coi., 

CS-10~) está presente en 1.as terminaies 

199&), en contraste con ia distribución 

de1 TRH, e1 cua1 se encuentra concentrado en esta 

y co1.., 1977). Sin embargo, estas enzimas podrian 

preferentemente en termina1es TRH-érgicas 

regu1aci6n de 1os nive1es de1 péptido. 

y 

fracción {Winokur 

estar 1oca1.izadas 

participar en 

La PGAII (E.C.3.4.19.-) es una enzima 1oca1izada en 1a membrana 

p1asmática de sinaptosomas co•connor y O'Cuinn, 1984; Garat y col. .. ,, 

1985; Friedman y Wi1k, l.986; Torres y coi_, 1986), en 1a cara 

externa de 1.a membrana, es decir,, es una ectoenzima (Charl..i y co1 .. , 

1988) y se encuentra también en suero (Tay1or y Dixon, l.978; Bauer y 

Nowak., 1979). A esta enzima Bauer l.a ha l..1amado .. Tiro1iberinasa•• y 

es 1a única enzima responsable de l..a inactivaci6n de1 TRH en suero 

(Wi1k y Friedman, l.985). 

La PGAII es una meta1opeptidasa (O'Connor y O'Cuinn, l.984; Garat 

y co1., 1985) cuyos requerimientos son comp1etamente diferentes a 

1os de 1a PGAI. Es activa a pH neutro (O'Connor y O'Cuinn, 1985a) e 

inhibida por que1antes como la 1-io fenantrolina. O'Connor y O'Cuinn 

(1985b) han purificado 1a enzima a 

so1ubi1izar1a y han determinado 

daltones. peso muy semejante a1 

homogeneidad usando papaína para 

un peso mo1ecu1ar de 230 000 

de ia tiro1iberinasa (260 000 

da1tones) (Wi1k, l.986). Los mismos autores (1987) han mostrado que 

en el sitio activo de 1a enzima hay residuos de tirosina, arginina e 

histidina, necesarios para la actividad cata1ítica-

La PGAII es a1tamente específica para hidro1izar TRH (Wi1k. l.986) 

y no rompe el enlace pG1u-His de otros péptidos, como LHRH (Bauer y 



col. 1981; O"Connor y O"Cuinn, 198Sbl siendo la Km de 40 

TRH co·connor y o•cuinn, 1984). Sin embargo,. es 

preferencial.mente por LHRH, y en menor grado por otros 

(O"Connor y O"Cuinn, 198Sb). Sus propiedades. por 1o tanto, 

parecidas a l.as 

de1 mismo gene. 

es posibl.e que 

1-1M para 

inhibida 

péptidos 

son muy 

provengan 

La PGAII es una enzima que se encuentra preferentemente en 

cerebro (Friedman y Wil.k, 1986), en e1 que su distribución es 

heterogénea (Vargas y co1., 1987) (Tabla 3). A nivel celul.ar, 

e1 

muy 

se 

encuentra 

sometido). 

en neuronas en una alta proporción (Cruz y col.., 

Por lo tanto, l.as propiedades y 1.a 1.ocal.izaci6n regional, cel.ul.ar 

y subcel.ul.ar de l.a PGAII hacen pensar en esta enzima 

candidato para inactivar extracel.ul.armente al TRH. 

como un fuerte 

Como se sena1ó en 1a sección II, una de 1as etapas de1 

metabol.ismo de las neuronas peptidérgicas que podría estar .su_jeta a 

regulación es l.a inactivación. Esto permitiría controlar de manera 

fina l.as concentraciones de NP. En el caso de 1a degradación de1 

TRH, algunas de las peptidasas que l.o degradan pueden ser reguladas, 

en particu1ar por e1 estado hormonal. de1 organismo . 

La actividad de 1a .. Tiroliberinasa•• es regulada por 1os nive1es 

de hormonas tiroideas CBauer. 

co1., 1988), de manera que en 

1976; Emerson 

condiciones 

y Wu, 1987; Ponce 

de hipertiroidismo 

actividad de 1a enzima aumenta. mientras que e1 hipotiroidismo 

y 

1a 

1a 

efecto de1 TRH liberado a 1a sangre portal y por consiguiente, a 1a 



Tab1a 3.- Distribución regiona1 de 1a PGAII en e1 cerebro de rata. 

Región PGAII TRH 

Cfmo1as His-ProNH2/ (pg/mg peso 

min/mg prote.ína) húmedo) 

Eu1bo ol.fator:i..o 2&1 ± SS (5) 32 ± 4 (12) 

Hipocampo 223 ±: 45 ( 3) 5 ± o.e. (12) 

Núc1eo accumbens- 178 ± 28 ( 3) 143 ± 29 (12) 

septum 1ateral. 

Corteza cerebra1 142 ± 12 (4) 2.6 ± 0.7 (e.) 

posterior 

Hipotá1amo 135 ± 22 (4) 197 ± 21 (12) 

Corteza cerebe1ar 67 ± 7 (4) n.d. 

Neurohipófisis S4 ± 5 (4) 118 ± 18 (15) 

Mesencéfa1o 47 ± 6 ( 3) 16 ± 3 (4) 

Médula ob1ongada 36 ± 10 (4) 14 ± 3 (7) 

Adenohipófisis 31 ± 6 ( 4) 4.3 ± o.a (17) 

Puente 28 ± 4 ( 3) 10 ± 1 (8) 

Médu1a espinal.. 24 ± 1 (3) 20 ± 3 (B) 

cervical. 

Las regiones cerebral.es fueron disecadas, pesadas y procesadas para 
RIA o bien para el.. ensayo enzimático de 1a PGAII, como se describe 
en Vargas y co1. (1987) y en Méndez y coJ... (1987). Los datos se 
expresan como el.. promedio ± el.. error estándar del.. promedio del.. 
número de determinaciones que se indican entre paréntesis. (Tomado 
de Vargas y col., 1987). n.d. =no determinado. 
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disminución de 1a 1iberaci6n de TSH observada en estas condiciones. 

Para1e1amente, se ha observado que 1a actividad de J.a PGAII en J.a 

adenohip6f isis es regulada por l.as hormonas tiroideas en el. mismo 

sentido, aunque l.a cinética de respuesta es más rápida en el. caso de 

J.a PGAII (Fig. 9) (Bauer, J..9B7b, J..988; Ponce y coi., J..988; Suen y 

Wi1k, 1989a), por l.o que l.a regul.aci6n de 1as concentraciones de TRH 

J.iberado que J.l.ega a J.a adenohipOfisis pudiera darse también a este 

nive1. 

Por otro l.ado, J.a PGAII de al.gunas ~reas del. cerebro parecen 

responder también a estas hormonas. Por ejempl.o, en condiciones de 

hipertiroidismo, l.a actividad de 1a enzima aumenta notablemente en 

l.a corteza frontal., mientras que en el. tal.J.o cerebral. disminuye 

(Suen y Wi1.k, J..989a). En estas áreas se desconoce el. significado 

fisiol.Ogico de esta reguJ.ación. 

La PGAI también es regul.ada por hormonas tiroideas. La Vmax de 1.a 

enzima es aumentada hasta 3 veces por T en cu1tivos de cél.ul.as GH 
3 3 

(Suen y Wil.k, J..987), y se piensa que esta inducción se l.l.eva a cabo 

a través de un aumento en l.a síntesis Q§ nQYQ de 1a enzima. Esta 

enzima también es inducida en estas cél.ul.as por butirato de sodio 

(Suen y Wil.k, J..989b) y por S-oxoprol.inal. (Friedman y col.., J..986), un 

inhibidor específico de J.a PGAI. Estos resul.tados en conjunto 

indican que J.a PGAI es reguJ.ada en céJ.uJ.as GH 
3 

y que ésta podría 

ser J.a enzima 1imitante en J.a degradación de TRH en J.a 

adenohipófisis CFriedman y coi. J..986; Suen y Wil.k. J..987. J..989a,b). 

En otras ~reas, ei papel. de 1a PGAI es menos c1aro. Suen y Wil.k. 

(1989a) observaron un aumento en 1a actividad de esta enzima en el. 

hipotál.amo, el. bul.bo o1f'atorio 7 el. hipocampo Y el. tálamo, en 



respuesta a un tratamiento crónico con 

significado fisio1gico de esta respuesta. 

T 
3 

No se 

Fina1mente, 1a actividad de 1a PE en cerebro de 

sabe cua1. es e1 

rata- es inducida 

2+ 
por po1iaminas y Mg 

que parece invo1ucTar 

e Soeda y coi. , 1966 > a .tra.vés ·de un mecanismo 

1a desinhibición de ia PE por su inhibidor 

endógeno. Sin embargo, no existen evidencias que indiquen que 1a PE 

podría representar un paso 1imitante de regu1ación de 1as 

concentraciones de a1gún NP en e1 SNC. 



OBJETIVOS Y METAS 

Aunque 1os NP se consideran actual.mente como mensajeros químicos 

en-e1 SN y aunque se encuentran amp1iamente distribuídos y se 

conocen a1gunos de sus efectos en e1. mismo, se cuenta con poca 

inf ormaci6n acerca de 1os mecanismos que regulan las pozas intra-

termina1es de NP disponib1es para 1.iberarse, así como 1os mecanismos 

que contro1an 1as concentraciones de J..os mismos en el espacio 

sináptico una vez liberados y que terminan su acción. Así, 

objetivo de este trabajo es contribuir a1 entendimiento de 1os 

mecanismos que regu1an 1os nivel.es pre-1iberab1.es y post-1.ibera.dos 

de TRH en al.gunas áreas del. cerebrc..-. de ra-r.a. y obtener la 

información bioquímica necesaria sobre estos procesos que pudiera 

general.izarse a otras sustancias neuroactivas. Esta información 

resulta de importancia fundamenta1 para comprender como funciona e1. 

SN. y podría ap1icarse al. diseño de drogas específicas para el. 

tratamiento de a1gunos desórdenes nerviosos. Por otra parte 11 el. 

conocimiento de 1os mecanismos de inactivación de 1os NP es 

importante si se piensa que pueden generarse productos que son 

activos en e1 SNC, lo cual puede comp1icar 1as interpretaciones de 

1; 1os efectos fisiológicos de los NP. 

El presente proyecto consta de dos partes, una relacionada con 

1os mecanismos de regulación de los niveles intracelulares de TRH, y 

otra relacionada con los mecanismos de inactivación del. péptido 

liberado al. medio extrace1.u1ar. propósito fundamental es 

determinar si la PGAI, la PE y la PGAII participan en estos 

mecanismos .. 
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ESTRATEGIA EXPERIMENTAL 

!:!§!:~~gg~~ 

Aunque 1a distribución subce1u1ar de 1as peptidasas so1ub1es PGAI 

y PE no coincide con 1a de1 TRH, existe 1a posibi1idad de que éstas 

participen en 1a regu1aci6n de 1os nivel.es intra-termina1es de este 

NP. Para ésto, uti1izamos compuestos capaces de inactivar de manera 

específica y potente a estas dos enzimas. Estas mol.écu1as, que 

actúan a nivel. de). sitio activo, son e1 N-Benzi1oxicarboni1-pro1i1-

pro1ina1 <ZPP), un inhibidor no competitivo de 1a PE <Ki=14 nM), y 

1a pirog1utami1 diazometi:Lcetona ( PDMK). que inhibe de manera 

irreversib1e a 1a PGAI (Ki= nM). Ambos inhibidores (Fig. 11) son muy 

eficientes en 1a inhibición de estas enzimas tanto ~B 

Y~Y2 (Wi1k y 

1985; Wi1k, 

estudio. 

Or1owski, 1983; Friedman 

1989). y fueron donados 

y co1.,. 

por e1 Dr. 

1984; Wi1k .. y 

S. Wi1kpara 

co:L . ., 

este 

Con e1 objeto de determinar 1a posib:Le relevancia fisio16gica de 

1a PGAI y de 1a PE, estudiamos e1 efecto de estos 

inhibidores específicos sobre 1os nivel.es endógenos de TRH en 

algunas regiones de1 cerebro de ratón, así como 1os efectos ~D y~~~2 

sobre 1.a 1.iberación y e1 contenido de1 

h:i.potá1amo y bu1bo o1fatorio de rata. 

péptido en 

Para ésto, 

rebanadas 

uti1izamos 

de 

un 

sistema de. incubación !.n optimizado previamente (Méndez y 

coi., 1987) y e1 TRH 1iberado a1 medio, así como e1 presente 

tejido se cuantificó por radioinmunoensayo (RIA). Por otra 

con e1 objeto de estudiar e1 efecto de estos inhibidores ~n 

en e1 

parte, 

y~~;:Q 
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por un per~o~o d~ tiempo més prolongado. utilizamos un 

cu1tivo de órgano y un sistema de cultivo primario 

nerviosas (Char1i y co1~, 1986). 

sistema de 

de cé1u1as 

con el.objeto ~e determinar si los resultados obtenidos pueden 

exten~er:S~~~ª·--~tros NP activos, estudiamos también e1 efecto de estos 

inhibidores ~obre la 1iberación ~!! el contenido 

de LHRH, péptido que es mejor sustrato que TRH de 

estas enzimas (Bus by y col., 1962; Brown y o·cuinn. 1963). La 

cuantificación del LHRH liberado a1 medio y el presente en e1 tejido 

se 11ev6 a cabo por RIA, utilizando un anticuerpo donado por la Dra. 

A. Barnea_ 

Ya que las evidencias actuales sugieren que las peptidasas 

membrana1es podrían ser las responsables de 1a inactivaci6n 

fisiológica de 1os NP, y dadas las características de 1a PGAII, esta 

parte del proyecto esté dirigida a determinar 1a rel.evancia 

fisio16gica de esta enzima en la regulación de los nivel.es 

extracelulares de TRH. Para ésto, utilizamos inhibidores específicos 

y no específicos de la PGAII y estudiamos su efecto sobre 

liberación de TRH en a1gunas regiones del cerebro de rata. 

Inicia1mente, uti1izamos 4 péptidos descritos como inhibidores 

competitivos de la enzima (O'Connor y o·cuinn, l.96Sb) LHRH, 

LHRH {pG1u-His-Trp), pG1u-Hís-G1í {péptido anorex:ogénico} y 
( l.-3) 

pG1u-His (Tabla 4). e intentamos comparar eJ.. orden de potencia 

re1ativa de estos péptidos sobre 1a recuperación de TRH liberado con 

su orden de potencia para inhibir a 1a PGAII. 



Tabl.a 4.- Al.gunos inhibidores de l.a PGAII. 

Inhibidor 

LHRH 

LHRH 
(1-3) 

CpGl.u-His-Trp) 

pGl.u-His-Gl.i 

pGJ.u-His 

t- t 
pGl.u His 

im 

Hidról.isis 

+ 

+ 

(N bzl.)O Bzl. tioamida 

N-carboxil. fenil.etil. His 

Snaftil.amida CCPHNA) 

Tipo de inhibición 

e 

e 

e 

NC 

Ki CmM) 

0.020 

0.170 

1.65 

4.S 

0.000-0.010 

.El. val.ar de Ki de CPHNA se obtuvo en una preparación de enzima 

semipurificada (Vargas y co1., 1987) - Los va1ore:s de Ki de l.os 

péptidos se determinaron con l.a enzima purificada co•connor y 

O'Cuinn, 198Sb). 

e = inhibición competitiva. 

NC = inhibición no competitiva. 



Posteriormente, contamos con dos i.nhibi.dores específicos de 

PGAII, sintetizados y donados por e1 Dr. S. Wi1k para este estudio 

e1 N-1-carboxi-2-feni1eti1 

(CPHNA) {Ki= B - 10 µM) .• Y la 

CWilk, 1989) {Tabla 4 Y Fig. 

im 
{N benzi1)-histidi1-6nafti1amida 

t t im 
pG1u His {N bz1) O Bz1 tioamida 

12) {éste último con menor potencia 

para inhibir a ia PGAII), y estudiamos el efecto de estos compuestos 

sobre 1a recuperación de .TRH liberado de al.gunas regiones de1 

cerebro de rata. 
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Fig. 12.- Estructura de 1os inhibidores especí~icos de 1a PGA II. 
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RESULTADOS 
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reiease of TRH ar its content in rodent brain. Neuropeptides 2 
373-378. 

2. Mi1~gros Méndez9 Carios Cruz. Patricia Joseph-Bravo, Sherwin Wi1k 
and Jean-Louis Charli. Questionable role of prolylendopeptidase 
and pyrog1utamate aminopeptidase I on peptide metabo1ism. 
Neuropeptides {sometido). 

3. Jean-Louis Char1i, Carlos Cruz, Georgina Ponce, Migue1 Angei 
Vargas, Milagros Méndez, Migue1 Cisneros, Jorge Pasten and 
Patricia ~oseph-Sravo {1989). Physiologica1 Relevance of 
Pyroglutarnate arninopeptidase II. In Recent Advances in the 
Biomedica1 Significance of Thyrotropin Re1easing Hormone (G. 
Hetca1f and I. M. D. Jackson eds.), Annals of the New York 
Academy of Sciences, Vol. 222. New York, pp. 563-564. 

4. Jean-Louis Charli, Milagros Méndez, Migue1 An~e1 Vargas, Migue1 
Cisneros, Miguel Asai, Patricia Joseph-Sravo and Sherwin Wilk 
(1989). Pyroglutamyl peptidase II inhibition specifica11y 
increases recoverv of TRH re1e~sed from rat brain s1ices. 
Neuropeptides ~~ · 191-196. 



El. tratamiento combinado de PDMK y ZPP por inyección 

intraperitonea1 de los compuestos por 3 y J:os 

nivel.es de TRH en diversas regiones dei 
..... '.· :; 

e:ere.bro'"_d~.' r~atón (excepto 

una disminución inesperada en ei bul.bo ni en ia 

hipófisis o e1 páncreas, si bien J:a PGAI y :La· PE se encontraban 
'_, , 

considerab1emente inhibidas (70-95'7.) en ei m6Inento del. sacrificio 

(Publ.icación # 1). La l.iberación de TRH .:!,!} yá,~~2 de hipotál.amo o 

... 
hipotáJ:amo mediobasal. (MBH), basal: o estimul.ada por al:to K o el. 

contenido de TRH modificados, a pesar de 

una inhibición total: de las enzimas en estas condiciones 

(Publ.icación # 1) 

Existía l.a posibilidad de que estos resultados negativos se 

debieran a que los inhibidores no penetraran a 1as cé1u1as y que la 

inhibición observada de las enzimas fuera el. resul.tado de l.a 

exposición de éstas a los inhibidores al momento de romper e1 te~ido 

y obtener el. homogenado correspondiente para 1a eva1uaci6n de l.as 

actividades enzimáticas. Para resolver este punto, incubamos cé1u1as 

corticales de ratón fetal. en presencia de ambos inhibidores, 

descartamos el medio de incubación, lavamos las cél.ulas de manera 

exhaustiva y las incubamos en presencia de la fracción so1ub1e de un 

homogenado de cerebro total. de ratón,. para cuantiíicar 

posteriormente la actividad de 1as enzimas tanto.en 1as células como 

en J:a fracción solubl:e expuesta a l.a.s mismas. Los resultados 

mostrados en 1a Fig. 13 indican que las enzimas intracelulares están 

inhibidas a pesar del lavado exhaustivo y que no queda inhibidor en 

l_ el medio extracelu1ar después de estos lavados. Por lo tanto, se 
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puede concl.uir que l.os dos inhibidores atraviesan membrana 

pl.asmática de l.as cél.ul.as. 

Consideramos entonces 1a posibi1idad de que e1 hecho de no haber 

obseryado efectos de 1os inhibidores se debiera a que l.a vel.ocidad 

de recambio de1 TRH en 1as termina1es nerviosas fuese muy 1enta y se 

requiriera de tiempos pro1ongados de tratamiento para poder observar 

cambios. Por otro l.ado, el. grupo de Faivre-Bauman (1986), util.izando 

un inhibidor común a ambas enzimas, ha encontrado que este compuesto 

es capaz de aumentar e1 contenido y 1a 1iberación de TRH de cél.ul.as 

hipotal.ámicas en cul.tivo. Por l.o tanto, uti1izamos un sistema de 

cul.tivo de órgano (eminencia medial y un cul.tivo primario de cél.ul.as 

hipota1ámicas, 1os cuales nos permiten mantener a l.as cél.ul.as por 

tiempos prolongados y en condiciones controladas bajo ei tratamiento 

deseado. 

La incubación de eminencias medias en cultivo hasta por 24 h~s en 

-s 
presencia de PDMK y ZPP l.0 M no modificó e1 contenido de TRH 

(Publ.icación # 2) De igual. manera, e1 trata.miento de cél.ul.as 

hipota1ámicas y cortica1es en cu1tivo con ambos compuestos no afectó 

ni e.1 contenido ni l.a l.iberación basal. o estimul.ada de TRH, aún 

cuando l.a PGAI y l.a PE se encontraban notabl.emente inhibidas después 

de 24 hrs en presencia de 1os inhibidores (Publ.icaci6n # 2). Como se 

observa~ nuestros resul.tados son opuestos a :Los de Faivre-Bauma.n 

(1986) -

Con el. propósito de determinar si 1as enzimas sol.ubl.es son 

capaces de regul.ar 1as concentraciones de al.gún otro NP en el. SNC, 

estudiamos el. efecto de estos inhibidores sobre e1 contenido y l.a 

l.iberación de LHRH, mejor sustrato que TRH de estas enzimas. La 

incubación ~D y~~EE de hipotál.amo tota1 o HSH (que contiene l.a mayor 

MitLYPRk MflM #MUQ!§iiM 



parte de ias terminales nerviosas del. hipotá.1a.1:10.. es decir .. l.a 

-S 
eminencia media) en presencia de PDMK y ZPP 10 M, tampoco 

modificó el contenido y la liberación basa1 

de LHRH {Publicación # 2). El tratamiento 

-+­
º estimulada por a1to K 

ambos compuestos Y.!.Y.2 tampoco 

prolongado (13 hrs) 

el contenido de 

con 

este 

péptido en 

hipófisis, 

una gran variedad de 

modificó 

regiones de.1 cerebro y en la 

excepto en el bulbo olfatorio, 

observamos una disminución significativa en el 

(Publicación# 2). 

región en la 

contenido de 

que 

LHRH 

La observación de una disminución en e1 contenido de TRH y LHRH 

ún:!.carnen-ce en eJ. bulbo oJ.fatorio nos J.J.evó a considerar J.a 

posibilidad de que en esta zona particular del cerebro la PGAI, la 

PE o ambas posean 

diferente al del 

un papel regulatorio de 

resto del cerebro. Por 

las pozas de algunos 

lo tanto.. evaluamos 

efecto de PDMK y ZPP sobre el contenido de TRH y la actividad 

NP 

eJ. 

de 

ambas enzimas en esta región a distintos tiempos de tratamiento. La 

hipótesis de trabajo que manejamos fue que 

contenido de TRH y LHRH podria deberse a la 

las dos enzimas so1ubl.es_ En este sentido~ 

una disminución en el 

inducción de al.guna de 

Friedman y col_ (1986) 

han demostrado ia inducción de la PGAI por uno de sus inhibidores 

específicos {el 5-oxoprolinal) en células GH 
3 

El tratamiento con ambos inhibidores produce una 

inhibición de la PGAI en el bu1bo olfatorio menos pronunciada que en 

eJ. resto del cerebro. La PE, por otra parte, no se inhibe en el. 

bu1bo o1fatorio a ninguno de los tiempos de tratamiento estudiados: 

(Publicación # 2) El hecho de que el ZPP no inhiba a la PE en el 

bulbo o1fatorio no se debe a la presencia de una isoenzima 

insensib1e al inhibidor en esta región, puesto que estud~os ~~ y~~~Q 



muestran que 1a PE de bu1bo o1fatorio, hipotá1amo y 

de ra~ón es igua1mente inhibida por ZPP (Tab1a S). 

cerebro frontal. 

Por otra parte, 

no observamos 1a inducción de ninguna de ias enzimas en 

condición experimenta1, así como tampoco efectos cruzados de 

ZPP sobre 1as actividades de PGAI y PE (datos no mostrados). 

ninguna 

PDMK y 

E1 efecto de 1os inhibidores sobre 1os nive1es de TRH en e1 bu1bo 

o1fatorio s61o se observó después de una exposición prolongada a 1os 

inhibidores, y nuevamente resu1tó en una disminución en e1 contenido 

de1 péptido._Tratamientos_cortos_~n--Y~YQ º-~D-Y~~EQ_ no modificaron 

e1 contenido y 1a 

2) 

1iberación de TRH en esta región (Publ.icación # 

En concl.usión, nuestros resultados muestran que 1as enzimas 

so1ubl.es PGAI y PE no regu1an 1.as concentraciones intracel.ul.ares de 

TRH o LHRH en el cerebro de roedores. Por otra parte, el. hecho de 

que 1os inhibidores especificas de 1a PGAI y de 1a PE no modifiquen 

1.os nivel.es recuperab1es de TRH liberado a1 medio (Pub1icaciones 1 y 

2), sugiere que estas enzimas tampoco participan en 1.a .i.nactivaci6n 

extrace1u1ar del TRH. Esta hipótesis se ve apoyada por resul.tados 

que muestran que estas enzimas no se liberan al medio en respuesta a 

una depolari=ación (J. Miranda~ P. Joseph-Bravo y J. L. 

- publicado-; -Fa:i.".tre:-Baur.:c..;-¡ y- e:-o:l .- ;-- 193617 ---

II.- B~g~~~s~Qn_s~_!g§_D~Y~~§§_~~~~~~~±~~~E§~-º~-~Etl 

~D~S~~Y~S~Q9_g~~-IBtl_±~E§E~Q2. 

Dado que ia PGAII se encuentra como una ectoenzima 

Charl.i, no 

en membranas 

pl.asmáticas sinaptosomales, pensamos que 1a enzima se 1oca1iza de 

manera adecuada para inactivar a1 TRH 1iberado al espacio sináptico. 

Para confirmar esta hipótesis, medimos 1a liberación de TRH de 



.. 

TabJ.a S.- Efecto de PDMK y ZPP ~D ~~~~Q sobre J.a actividad de PGAI 

y PE en cerebro de ratón. 

PGAI PE 

Región Actividad Actividad 

específica específica 

BO e 0.17 ± o.os 2.47 ± 0.24 

I 0.065 ± 0.04 

H e 0.14 ± 0.04 1.22 ± o.os 

I 

CF e 0.14 (2) 3.46 ± 0.47 

I 

Rebanadas de buJ.bo olfatorio (80), hipotá1amo CH) o cerebro f ronta1 
-S 

(CF) se incubaron en KRB por 30 min en presencia de PDMK y ZPP 10 
M. se reernp1az6 el medio por otros 30 min con ios inhibidores. se 
hizo un lavado exhaustivo con medio fresco y se preparó un 
homogenado a partir de las rebanadas correspondientes para 
posteriormente determinar 1a actividad de PGAI y PE. La actividad 
específica se e>:presa como nrnolas/min/mg proteína soluble. El límite 
de sensibilidad del ensayo fue de 1.25 nmolas de B-naftilamina en 1a 
curva estándar. 
n 3 en todos los casos. excepto donde se indica entre paréntesis. 
e control. 
I inhibidores. 



1. 

rebanadas de hipotá1amo 

inhibidores de la PGAII 

de rata 

(O'Connor 

en presencia de una serie de 

De y O'Cuinn, 19SSb) {Tabla 4). 

los 4 péptidos probados, sólo el LHRH tuvo un efecto sobre los 

niveles recuperables de TRH liberado {Fig. 14) lo cual coincide con 

e1 hecho de que este péptido es e1 me~or inhibidor competitivo de 1a 

enzima. Una concentración de LHRH igua1 al va1or de 1a Ki por la 

enzima purificada (20 µM) produce un aumento de 10 veces en los 

14 y 

l.a PE 

nive1es recuperables de TRH 1iberado {Publicación # 3 y Figs. 

15). Ta1 efecto no se debe a una inhibición de la PGAI o de 

(Pub1icaciones 1 y 2)' sino de ia: 

F'GAII. 

efecto 

Sin embargo, no puede 

pueda involucrar 1a 

posiblemente a 1a inhibición 

descartarse la posibilidad de que tal. 

interacción de LHRH con sus receptores 

sobre neuronas TRH-érgicas. Por otra parte, el contenido de TRH en 

de estos inhibidores no hipotálamos incubados 

modificó {Tabla 6), 

en presencia 

a excepción de una disminución inesperada 

se 

en 

presencia de pGlu-His-Gli, resultado difícil de interpretar, 

ésto sólo ocurrió en un experimento (Tabla 6). 

Un aná1isis más profundo de estos estudios reve16 que 

ya que 

l.os 

péptidos usados tienen un grado importante de cruce en el. RIA de TRH 

<Tabl.a 7 y Fig. 16). E1 aná1isis de las curvas de desplazamiento de 

l.os péptidos en e1 RIA de TRH. comparadas con la curva de TRH 

auténtico, así como e1 aná1isis de Scatchard de 1a asociación de TRH 

y LHRH al anticuerpo de TRH, reve.l.aron 

veces entre estos 

µM), asi como un 

dos péptidos (Ka TRH 

cruce muy fuerte en el 

una diferencia de 10 

0.54 nM. 

RIA de 

Ka LHRH 

TRH, cuyo 

000 

S.26 

orden 

correl.aciona con el. orden de potencia de 1os péptidos para inhibir a 

la PGAII. 
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Tabl.a 6.- Efecto ~n y!~~E de a1gunos inhibidores de l.a PGAII sobre 

e1 contenido de TRH en hipotá1amo de rata. 

Péptido Concentración TRH total. pg TRH/mg proteína 

(µM) (pg) 

-----------------------------------------------------------~-------

Control. KCl. S6mM 6747 ± 466 (4) 3473 ± 190 (4) 

6327 ( 2) 3116 (2) 

LHRH 20 8823 ± 1049 (3) 3791 ± 355 (3) 

6483 ± 1327 (4.) 3485 ± 1007 (4) 

60 5759 ± 900 (3) 2694 ± SS (3} 

7663 ± 1813 (4) 3395 ± ·.716 (4) 

200 6715 ± 471 (3) 2908 ± 280 (3) 

8544 ± 2424 (4) 3764 ± 988 (4) 

LHRH 170 10398 ± 2788 (3) 4174 ± 149 (3) 
(1-3) 

510 12067 ± 3055 (3) 4861 ± 981 (3) 

pGl.u-His-Gl.i 1650 7652 ± 1798 (3) 3083 ± 921 (3) 

4486 ± 2155 (3)S 1439 ± 545 (3)S 

pGl.u-His 4500 8519 ± 2999 (3) 3660 ± 639 (3) 

E1 contenido de TRH se midió por RIA en l.os tejidos después de l.a 

incubación con 1os péptidos por 90 min. El número de determinaciones 

'' se indica entre paréntesis y corresponde a dos experimentos 

diferentes. p < 0.01 
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Tab1a 7.- Va1ores de cruce de 1os inhibidores de 1a PGAII en e1 RIA 

de TRI-!. 

Péptido 

LHRH 

LHRH 
(1-3) 

pG1u-His-G1i 

pGlu-His 

Concentración 

final. < µ.M) 

20 

60 

200 

170 

510 

1650 

4500 

pG1u His 0Bz1 tioamida 100 

CPHNA 100 

Materia1 inmunoreactivo 

(pg) 

313 

738 

2. 1000 

67 

79 

284 

37 

18 

43 

Probablemente los valores de cruce de 1os inhibidores hidrof6bicos 

(pGlu His OB=l tioamida y CPHNA) están sobreevaluados, ya que cierta 

proporción se pega al tejido; en esta tabla los valores están 

determinados en KRB sin tejido. Por ejempio, hemos determinado que 

aproximadamente un 35% de CPHNA se pega al tejido (no se muestra}. 



Sin embargo, con e1 objeto 

LHRH sobre la recuperacin de 

separamos el inhibidor (LHRH) 

de evaluar con precisión el efecto de 

TRH 1iberado de hipotá1amo de rata, 

de1 TRH 1iberado por cromatografa en 

cartuchos de Sep-Pak C y posteriormerite 11evamos a cabo el RIA 
18 

de TRH. En la Fig. 17 se muestra la dosis-respuesta aparente de LHRH 

sobre la recuperación de TRH 1iberado de hipotálamo de rata. Cuando 

analizamos e1 cruce de muestras de TRH y LHRH separadas 

cromatográficamente usando distintas concentraciones de 1os 

péptidos, observamos que 1a unión 

satura rápidamente (Fig. 18), aún 

bajas de LHRH (1 y 4 µM). Por otro 

hipotálamo de rata incubado 

de LHRH al anticuerpo de TRH se 

a concentraciones re1ativamente 

1ado, el contenido de TRH en 

en presencia de distintas 

concentraciones de LHRH por 90 min no cambia (Fig. 19). 

Estos resultados en conjunto demostraron que el método de 

separación utilizado no es lo suficientemente eficiente para separar 

e1 LHRH del TRH :Liberado, ésto es, una proporción ~mportante del 

LHRH eluye junto con TRH, y este material cruza 

en e1 RIA de TRH, lo cual hace imposible evaluar 

significativamente 

de manera adecuada 

e1 efecto del LHRH sobre la recuperación de TRH 1iberado de 

diferentes áreas del cerebro, que pudiera estar ligado . a una 

inhibición de la PGAII. Por lo tanto. no sabemos que proporción del 

.. efecto•• es cruce en el.. RIA de TRH~ que parte se debe a inhibición 

de 1a PGAII, y que parte corresponde a un efecto sobre receptores a 

LHRH. Aunque estos estudios no fueron adecuados para responder a la 

pregunta que nos habíamos p1anteado, es evidente que esta 

informació~ podría ser importante en estudios de estructura-función 

en relación al anticuerpo de TRH y 

al TRH. 

su interacción con péptidos 

estructuralmente semejantes 
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Para1elamente a estos estudios, el Dr. S. Wil.k sinteti:ó en su 

1aborator:i..o dos inhibidores específicos de l.a PGAII, el. pGl.u His 

OBzl. tioamida y el. CPHNA (Fig. 12). Sól.o el. CPHNA tuvo efecto sobre 

l.a recuperación del. TRH l.~berado.de hipotAl.amo de rata (Fig. 20 y 
-·----------;.-·--o_ 

Publ.icación # ú), l.o cual. estA de acuerdo con el. hecho de que este 

inhibidor es el más pote~te sobre l.a B-10 

µM)·. Ninguno de l.os dos ·TRH' en 

el. hipotAl.amo incubado (Tabl.a B). 

Por otra ·-parte-, el. CPHNA no 

inhibe ni· 
. :: -~ _. <~·.: ( 

a•·ia·· PGÁI ni a l.a 

interaCtú-a= ~c?~n~-:~:z:~C?~P~~·f.~~~:~·-~:~~:~ _T,R~ ~:_Y:_., 1:l~­
PE <Put>i::i~.[6~o,:;·¿#'i:' .~;;yéA~O'q;ie este 

-~·:: :;·~: :- ·: .-,· ::;:\_.-;,:;:;: .. ·-
casi total.mente a l.a PGAII a una i. 6'6ncer1tra'ci6n de 

10 preparación homogénea, 

... ·-· '·· ,, :),;~··,/ 

ia ac~ivldi~- á~! i'a'. .,.~zi~a es 

inhibida sól.o un ú03 en preparaciones crudas:.---d~» cerebro. Sin 
. . ' 

embargo,. a esta concentración el. inhibidor es ca~az ~i'~ -"~umentar 2 

veces el. nivel. recuperabl.e de TRH l.iberado basal.mente ·y ~n respuesta 

+ 
a est:i..mul.ación con a1to K de hipotAl.amo de rata (Publicación# ú), 

sin cambiar e:L contenido de 

condicíones-de incuboc~0n 

péptido en 

ri '\ -­
;.. 1 -

el. tejido en diferentes 

El. CPHNA aumenta 3 y S veces 1a recuperación de TRH l.iberado de 

núc1eo accumbens-septum lateral y bulbo o1fatorio, respectivamente. 

sin modificar el. contenido del. péptido en :Los tejidos incubados 

(Publ.icación # ú). 

_¿ 

Por otra parte, una concentración mayor de CPHNA (2 x 10 M) no 

l' _¿ 
tiene un efecto distinto a1 producido por una concentración de 10 

M CFig. 21). 

EJ. efecto de CPHNA observado sobre la recuperación de TRH 

:Liberado a1 medio en :Las regiones estudiadas? corre:Laciona con l.a 

actividad especifica de l.a PGAII medida en estas mismas áreas 

_LQ. 1->.¡__ 
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TabJ.a. a.- Efecto ~n y~~~2 de pGJ.u His OBzl. tioamida. y CPHNA .sobre 

e1 contenido de TRH en hipotál.amo de rata.. 

Condición TRH total. ( pg): pg TRH/mg proteína. 

Sin incubar 11 729 ± SB7 152. ±. .195 {S) 

Control: 9 544 ± sos ' (~ 138 ± 189 .. {9} 

pGl.u His OB:z.J. t:ioami.da 9 771 ± 370 214 _-±: 12.G (10) 

CPHNA e 311 .,± i268 (10) 818 ±,, 2.48 (10) 

---------------------------------
midió ·por RIA. en . iC>~ ·-t.áj'i.d~0s incubados por 70 

' -.-.. __ -.- : ~ -; _ ... :·--- . 
El. contenido de TRH se 

mi.n en presencia o ausencia de ios ·irihibidOres, 1os cua1es 

-4 
estuvieron presentes a una concenmtración f:inal. de 10 M durante 

el. período de incubación SO - 70 min. 



Tabl.a 9.- Efecto de CPHNA ~D y~trg sobre el contenido de TRH en 

hipotá1amo de rata. 

Condición TRH tota 1- { pg) pg TRH/mg proteína 

-------------------------------------------------------------
A s 688 ± 289 (7) l. 86.8 ± 90 (7) 

B s 084 ± 479 (8) l. 667 ± 209 (8) 

e 6 308 ± S40 (7) l. 957 ± 172 (7) 

o 4 sao ± 461 (7) 1 304 ± 148 (7) 

E 4 932 ± 803 (8) l. 493 ± l.SS (8) 

El. contenido de TRH se determinó por RIA en l.os tejidos después de 
haber sido incubados por 90 min. El. CPHNA se usó a una concentración 

_¿ 

final. de 10 M. El número de determinaciones se indica entre 
paréntesis. Las condiciones de incubación fueron las siguientes 

A liberación basal control. 

B liberación basal~ CPHNA presente en el periodo SO - 90 min. 

e 

D 

E 

liberación estimulada control~ alto K 
SO - 90 min. 

liberación estimulada, CPHNA 
SO - 90 min. 

y 
+ 

K 

+ 
presente en e1 período 

presentes en el. período 

l.iberación basal. y estimul.ada, CPHNA presente 
SO - 90 min, y al.to K+ presente en el. periodo 70 

en el. periodo 
- 90 min. 
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(Pub1icaci6n # ú). Además, e1 efecto de este inhibidor es específico 

para TRH, es decir, se da a nivel. de l.a inhibición de l.a PGAII, ya 

3 
que ni l.a liberación basal. de H-GABA o Met-enc (Publicación #4) y 

de 
3 

H-dopamina (Fig. 22) se modifican por la presencia 

inhibidor, aunque la liberación estimu1ada por 
+ 

K en ].os 

primeros ca.sos es disminuida significativamente. El. contenido 

Met-e:nc en tejido incubado en presencia del. inhibidor no se 

modificado (Publicación# 4). 

del. 

dos 

de 

ve 

En conc1usi6n, nuestros resultados con e1 inhibidor específico de 

l.a PGAII, el. CPHNA, sugieren que esta enzima podría ser l.a 

responsable de l.a inactivación fisiológica del. TRH liberado en 

sinapsis,. ya que probablemente se encuentra local.izada 

estratégicamente, cerca del sitio de 1iberaci6n de1 TRH,. para llevar 

a cabo esta función. 
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ABSTRACT 

Pyroglutamyl diazomethyl k.etone and N-benzyloxycarbony1 prolyl pral inal, 
specific inhibitors of pyroglutamyl peptidase 1 and prolyl endopeptidase res­
pectively. were used to study the possible role of these enzymes in the regula­
tion of thyrotropin releasing hermane turnover. l.!! vitro thyrotropin releasing 
hormone release by male rat. hypothalamic slices was st.udied. Combined in. vitro 
treatment with io-SM of both inhibitors tota1ly inhibited both enzymatic 
activities. The t.reatment did not affect basal or 56 mM K+ induced thyrotro­
pin releasing hormone release or t.hyrotropin releasing hormone levels in 
slices. Repeated combined intraperitoneal injections of the two inhibit.ors 
far up to 12 hours produced a 701"-95't. reductíon in mouse brain 
pyroglutamyl peptidase I specific activit.y and a óS't.-85% reduction in 
prolyl endopeptidase specific activity. Thyrotropin releasing hormone levels 
were unaffected by this L.reatm2nt in all regions tested. The data suggest 
that these two enzymes are not involved in the intra- or extracellular control 
of thyrotropin releasing hormone levels in braín or hypophysis. 

INTRODUCTION 

Mechanisms that control neuropeptide concentration inside or out.side the 
neuron a re poorl y understood. Recent evi den ce suggests t.hat membrane-bound 
peptidases may be responsible for extrac.ellular degradation (1). However. 
whereas a large number of soluble peptidases ha.ve been described. it is still 
unclear whether neuropeptides are degraded by these enzymes in Y.iY...Q_. With 

373 



Abbreviations used: TRH. thyrotropin re1easing hormone: ZPP. N-ben~y1oxycar­
bony1 proly1 pro1ina1; KRB. Krebs Ringer Si carbonate: RIA. radioil'TYTiunoassay: 
POMK. pyroglutamy1 diazomethyl ketone; MBH. medial basa1 hypothalamus. ZGPOMK. 
N-benzyloxycarbonyl glycyl pro1y1 diazomethyl ketone. 
respect to thyrotropin releasing hormone (TRH). two enzymes; pyroglutamyl 
peptidase 1 (E.C. 3.4.19.3) and prolyl endopeptidase (E.e. 3.4.21.26) can 
degrade this pept.ide i.!l vitre (2). The subcel1ular dist.ribution of t.hese 
enzymes in rat. brain however does not correlate with ~RH hormone dist.ribution. 
since they are mainly found in the cytosol whereas rno~t of the peotide is in 
t.he nerve t.erminals (3). ""'1e decided to 'test 1, .. :he'ther these enzymes were able 
to regulat.e the levels. of TRH by using specific inh"',bitors to each of them. 
Pyroglutamyl peptidase I is inhibited irreversibly by pyroglutamyl diazomethyl 
ketone ( POMK) and prolyl endopeptidase by N-benzylox:ycarbonyl prolyl prolinal 
(ZPP) both in vivo and in vitre (4.5.ó). We have st.udied the effect of these 
inhibitors 00 i"RHcontent in"""""'di'fferent brain areas e-:;. 'Well as on the in vitro 
release of TRH from hypoLha1amus under basal anc stimulated conditions.~ 

MATER!ALS ANO METHOOS 

Male Wistar rats (200-300 g) and male CD-1 mice (20-35 g) were fed a 
commercial Purina laboratory chow d1et ad libitum cnd maintained on a 12 hr 
light-dark period. 

In vivo treatment. of mice 'WaS by intraperitonea1 injections of the drugs 
dissOlvedin water (POMK) ar 10':\. methanol (ZPP). A volume of 100 \Jl per 25g 
body weight was injected. Assay of prolyl endopeptidase and pyroglutamyl 
peptidase I specific activities w2s performeC on the remainder of the brain 
not used for TRH RlA. 

TRH release from rat hypothalamic slices was studied between 11 h and 14 h 
follm.,oing inhibitor administ.ration essentially as described (M. Mendez. P. 
Joseph-Bravo. M. Cisneros. M.A. Vargas and J.L. Charli. submitted): 250 \Jm 
thick slices from ene hypothalamus were deposited into a syringe. cut at the 
bot.tom. and melted onto a nylon mesh. The syringe was transferred into a vial 
containing 500 \Jl KRB (pH 7 .4) and incubated at 37ºC for 10 min with gentle 
agitation under 95't..Oz-5't.C0z atmosphere. After t.his incubation period. 
the syringe was transferred to a second vial fer 10 min and this was repeated 
up to a sixth t.ransfer. TRH released during the sixth 10 min incubation 
period was termed "basdl release of TRH". After this. the syringe was 
transferred int.o a vial containing KRB "With 56 m1-I: KCl and incubated fer 10 
min. TRH released in this vial was t.ermed "st.imulated relea se of 1RH". 
Immediat.ely after each transfer. ice cold acetic acid (20't. final 
concentration) was added to t.he media. After t.he 1ast incubation. the tissues 
were sonicated in 20' acet\c acid. 

The ac1dified media ""ere cent.r-ifuged 30 min at 4ºC (12100g) and the 
supernatant. evaporat.ed t.o dryness. The residuE : •. :as extr2cted twice with 901. 
methanol and the dried supernatant used fer RIA. The 20':\. acetic acid tissue 
homogenates were centrifuged at 121009 for 10 min at 4ºC and the supernatant 
evaporated. The re5idue '-'C.5 extract.ed 'With 90't. methanol. and centrifuged. 
The supernatant was removed. dried and the residue subjected t.o RIA "Which was 
performed as described (7). 

For in vitro treatment. slices ~·ere incubated with POMK and ZPP (10-5 M 
final). -The----ac:t"ivities of pyrog1utamyl peptidase 1 and prolyl endopeptidase 
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were measured afi:er SO min incubat1on in the presence of the 111hibitors. In 
arder to elim'\na"te the inhibitors present in the extrac.ellu1ar f1uí<l., s.11ces 
were repeatedly washed for 10 min at 37ºC with KRB on a Mi11ipore f11tration 
apparatus. They were homogenizeá in 500 µ) 50 mH Tris-HCl oH 7.5. 2mM EOTA., 2 

;';rc°g\Tu\a~~~ cpee~t;,i;ausgeed 1 at ac\2.;·~;0~; e~ f:;re 
1 

O asmsiar;,,·ed P~~ ~~~ e,°cJd_D~~p\i3~;:o)~~~ 
(New Eng1and Nuclear) as a subst.rate essen"tially as described (8). Proteins 
were determínea by the me~hod of Lowry (9). 

TRH re1ease from MBH or hypotha1amic slices was significant1y increased in 

~~!~~~~~ª ~~ 0~6 orr;M :;i ~;sim~.~~~ i ~~-~~ab~DeM~) a~J ~~~orptr~~u°creedvi~~;1i' ~ ~~-\bit ion of 
pyrog1utamyl peptidase 1 and pro1y1 endopeptidase activit.ies (not shown). 
Neit.her the time course of iRH re1ease during the stabilization period (from O 
to 50 min. (da"ta not sho· .• m) nor the basa1 or stimu1ated re1ease were modifíed 
by trea'tment. of the hypot.ha 1 ami e s 1 ices wi th 1 o-s,., POMK and ZPP ( Tab1 e ) ) . 
The same results were obtained whether the data were analyzed as the mean of 
all the experiments (Table 1) or by analyzing each individual experiment. If 
the hypotha1amus was divided before s1icing between MBH and rest of hypothala­
mus. TRH re1ease from each of these regions was sti11 unaffected by tt\e inhi­
bitors (~able 1). The TRH content of hypotha1amic. MBH or extra MBH hypotha­
lamic slices was not modified by inhibitor treatment (Table 1). 

TABLE I 

Effects af PDMK and ZPP on 1RH content and re1ease from rat hypotha)amic slices 

6asa1 Stimulated 
Regíon Releas.eª Releaseb Contente 

AHypotha1amus 
Control 100 " B(19)d 2. 14 " 0.47(13) 10.6 ± 1.1(11) 
Treated 98 " 10( 19) 1 .94 " 0.28(14) 9.5 ± 0.9(11) 

BJolBH 
Control 100 ± 9( 5) not determíned l .a ± 0.3(5) 
Jr-eated 82 ± 6(5) not determi ned 2.6 ± 0.4(5) 

CRest of Hypotha1amus 
Control 100 ~ 12( 5) 2 .Oó ± 0.20(5) 3.1 ± 0.1(5) 
T reat.ed 129 ± 18( 5) 2.42 ± o. 22( 5) 3.4 ± o. 5(5) 

ªOata presenteé in part A are the mean of 4 independent e~periments. Secause 
basal release var1ed from exper1ment to experiment. the data was nol'"Tna1ized to 
the mean of each experiment (taken as 100~). Mean basal release variea from 
60 to 122 pg per 10 min for the hypothalamic s1íces and was 20 pg for MBH and 
83 pg for ''rest of hypotha1amus'' slices. 

bva1ues are ra~io of stímu1ated re1ease over basal release. 

Cng TRH per s1ice from ene region after incubation. 

dMean ± S.E.M. of the number of determinations inditated in parenthesis. 
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We also performed in. vivo experiments with díffering paradigms of 
inhibitor injection to male m~ In 2 of 3 experiments we determined at the 
time of sacrifice .. the specífic activities of pyroglutamy1 peptidase 1 and 
pro1y1 endopeptidase ín brain. A1though inhibition of the enzyme activities 
ranged from ó5"t. to 95'\., TRH 1eve1s in the various regions were not 
affected. One exception was the o1factory bulb where there was an unexpected 
dec reas e in the content. of TRH ( Tab 1 e 2). These data were i ndependent of the 
time of sacrifice (9 A..M .• 12 A.M. or 9 P.M.). 

TABLE 2 

J..n Vivo Effects of POMK and ZPP on TRH Levels in Hale Mice 

TREATMENT 
--1i2.!!. e a Vehicle 

Experiment ¡b 
lnhibitor 

pg TRH/structure 
Median eminence- 1295 ± 121 ( 5) e 1295 ± 290(5) 

arcuate nucleus 
Rest of 

hypotha1amus 6572 ± 727 ( 5) 6211 ± 959(5) 
Hypophysi s 61 ± ó(5) 84 ± ló(5) 
Brain stem l ó75 ± 2óó(5) 1264 ± 135(5) 
Nucleus accumbens- 1992 ± 306(5) 191 ó ± 229(5) 

lateral septum 
Pancreas 17 ± 1(4) 19 ± 1(5) 

Experiment nd 
Median eminence-

arcuate nucleus 700 ± 239(3) 667 ± 127 ( 5) 759 :!: 149(5) 
Rest of 

hypothalamus 5ó27 ± 749(3) 7114 ± 962(5) 7266 :!: 544 ( 5) 
Hypophysis 71 ± 19(3) 97 ± 17( 5) 113 ± 43(5) 
Brain stem l 604 ± 620(3) l ól l ± 122( 5) l 2ó4 :!: 314( 5) 
Nuc l eus accumbens-

lateral septum 6ó6 ± 382(3) 979 :!: 274(5) 837 :!: 119 ( 5) 

Experiment 111e 
Hypothalamusf 3ó5ó ... 942(3) 2ó35 ... ó8(2) 3109 430(4) 
Hypophysis not detected not. detected not detected 
Brain stem 420 :!: l l 5 ( 4) 373 ± 97 ( 5) 475 ± 40(5) 
Nucleus accumbens-

lateral septum 1525 ... l ó3( 5) 1221 :!: lól (4) 1390 :!: 294( 5) 
Olfactory bu lb 1262 ± 19ó(5) 1148 ± 42( 5) 893 ± 6ó(4)g 
Legend for Table 2 

ªThis group was maintained under the same conditions as vehicle and inhibitor 
groups except that anima1s were not injected. This group was included to 
detennine whether repeated injections of vehicle cou1d affect TRH levels. 

bzpp {l .25 mg/kg) and POMK {0.l mg/kg) were injected twice simultaneously. at 
9 and 11 A.M •. Sacrifice was at 12 A.M. At this time pyrog1utamy1 peptidase 
I specific activity was decreased by 95% and prolyl endopeptidase by &5'­

CMean ~ standard error of the mean of the number of determinations indicated 
in parenthesis. 
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d1ntraperitoneal injections of ZPP (5 mg/kg) ""'ere at e P.M. and at. 12 P.M •• 
followed by 1.25 mg/kg at. 2 A.M .• 4 A.M .• b A.M. and 8 A.M. PDMK (0.1 mg/kg) 
was injected at. 8 P.M. and 2 A.M. Sacrifice was at. 9 A.M. At time of sac-
rifice pyroglutamyl pept.idd.se I specific activity was decreased by 79't. and 
prolyl endopeptidase by 84~. 

elntraperitoneal injections of ZPP and PDMK ""'ere as desc~ibed for e~periment 
Il except that injection5 started at 8 A.M. and sacrifice was at 9 P.M. 

fThese hypothalami were previously incubated as described far the release 
experiments befare extraction and assay for 1RH. 

9p<0.02S com~a~ec to vehic1e inj~ct€d group. 

OISCUSS!DN 

The date presented in ~~is Cor.YT1~nlcatlon demonstrate that potent and spe­
cific inhibitors of pro1yl enCo~eptldcse and py~oglutamyl peptidase I have no 
effect. on TRH levels in brain, hypooriysis or pancreas or re1ea5e of TRH from 
hypothalamic 5lices. 1hey are in agreemt':'nt .... ;ith unpublished resu1t.s of l.C. 
Friedman, -who 5ho·..:ed tr.at after a single intraperitoneal injectlon into mice 
of ZPP or PDMK either a1one or in combination there ~as no effect on brain lRH 
levels 15.30,&0 min or 12 hr iater. Accordingly our data are consistent with 
the hypotnesis tt-. .Jl ~_.ir·.:..·g:~:cr::_,:~ r;ept idasc ~ é:"1d prol~·l e:-1Co;:iept idase does not 
control int.racellLllar or e::r.:t.race1lular level!. of TRH. 

If ek~race1lular cor.~rol is occurr"irig. TRH released from the slices shou1d 
be incre:5ed ir Lhe prfo-sPnct:- of ZPP and PDMr:. Our data are supporteC by the 
fact tha't. [3~~'~cJTR:..... ac-:eC te :~e inc:...::::,C!'!.~c..., r-iediurri of ...... ~::,:--1ed hypothalamic 
slices is. not 5ub::,tantia1ly degraded by pyrog1utamyl peptidase I or prolyl 
endopeptiGase (J.L. Charlí. t... Baez, M.A. vargas. C. Cruz, and P. Jo5eph-Bravo, 
submitted) and with results showing that these enzymes cannot be released upon 
Só m~ KCl st~.mwlation (10; J. ,..ir.::.nda. J.L. Char1i and P. Joseph-Bravo. unpub­
lished). 

If iritrac.e~l!..llar control vccurs, TRH in the tl5sue dnd/or TRH relea5e 
should be increased ir. t.ne presence of ttie inhibitors. Failure to detect any 
effect of the inhibit.ors is consistent ~ith the suDcellular distribution of the 
enzymes in rat brain which ~~ggests that they are excluded from the 5ynaptoso­
mal compartrn.;:nt (3) ,,.,•here more than SO't. of lRH is present. 

Our ~ata disagree with :ne results of Faivre Bauman et al., (10) who showed 
that ZGPOMK, a pott:-nt inhitJi:or of pro1yl endopeptidase. which also inhlbits 
pyrog1utarr.yl pe;:itic:as~ ! , 1:-.crea:,ed :RH l?-.1els and release in hypothalamic 
cell cu1"ture~. The dlsc~-o-::anc.,. :.e: ... ·een ti--.e t ..... ·0 studie:: me:.·.,, be due to one or 
more of t.he folloy.·~ng causes: -(a) l'R!-1 sutice·11u1.:lr dist.rinu-t'ion 1n neurons in 
culture i5 diffprent fror.. its distribution in vivo or ln tirain slices. In 
this regard it stiou•c bt" nctec tha.t ZGPUM•- in°jtc:e-d--j_Q ~-'!'..-º .... as ..:ithou"t effect 
on TRH levels in the hypothala.mws (K. Bauer. personal com."nunication}. (b} 
lntracellular TRH t..u.-nover is very sloy.· (> 12 h). (e) prolyl endopeptidase 
and pyroglutarny~ pe~tiC.:!se 1 e:r~ rict ~c::!tura~ed by their sub.-,trate~ in ~-J ... !:.Q so 
that. only a comolet.e inhibitíor. is nece5sary to see an effect. While this 
possibility exists. our j_I]_ ~tro data. where tt1.::- en:~1 mt:-~ ..,.ere lOL't. inhibited 
do· not support t.nis argument. (d) lne effect of ZGPDMK on lRH releas.e and 
content in hypottialamic cell culture5 may be due to a non-5pecific effect. 
The fact that ZGPDMf inh'lbits twc• t-nzymes ....,·ith .,.,:1dely differing substrate 
specifici~ies mal<.es tt1-;s a reasondblt- possit:ii1ity. Further studles testing 



--

the effect of our inhibit.ors on primdry cel1 cu1t.ures. are neces.s.ary t.o c1arify 
these poi nts. 

ln conclusion our data suggest t.hat. pyroglutam::;l pept.idas.e 1 and prolyl 
endopept.idas.e do not. control extra- or intracellular TRH levels in brain. On 
the cont.rary. 'the narrow..· specificity membrane-bound pyroglutamyl peptidase 11 
(11) may be adequa.tely localized for degraCini; extracellular iRH in brain 
(J.L. Charli. A. Baez. M.A. Vargas. c. cruz ano P. Jcse~h-Bravo. submit:ted). 
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Physiological Relevance of Pyroglutamate 
Aminopeptidase IP 

J. L. CHARLI. C. CRL!Z. G. POSCE. ?>-!.A. VARGAS. 
:>.t. ~IESDEZ. :>.L CISSEROS. J. PASTE=--. AND 

P. JOSEPH·BR"-VO 
Dcpart,:n1~·n10 de Bio4:úntil tJ 

Centro de lnt:cstigacián sobr<-' lnJ,:t.'nieria Gt•néric:a y 
Bh1t~cnolol."ía 

Unit:ersidad ,'\:adona} Auiorwma dt• .\léxico 
A.P. 510-3 

Cut:rnauac(l, .\lvr. 62270, ,\fcxic:o 

Mechanisms of chemical intercetlu1a.r communic:ation invotve intr.i- and extra.ce) .. 
lutar step~ of inactiva.tion of thc mc">'>O::ngcr.,, which are <>tilt poorly understood in 
the case of ncuropcpt\des. Thyrotropin-relca-.ing hormone lTRH: pyro-Glu-H\!-,­
Pro-NH:L a ncuropeptide th~l p\ays a ncurohormonal and neuromodu1a.tory role. 
can be degraded in <.:itro by four cnz:rmc"'>. Thc.,,e are protylendopcptlda~e <PE). 
pyrog1ut~imate aminl.,pcptid.i...,e 1 1PGAI1. pyroglutamutc amínopeptida«,c 11 
<PGAll). ~1nd th}rolibcnna ... e. PE and PGAI .u.re two uhiquitou~ ~olubte cnz~mc .... 
that are not ~pec:ific forTk.H. Thci.r cunccntr;nion ... in nen.e cndin~ ... are low. 1 and 
specific inhih1t0r~ of the i:n.7;. me ... <lo not mod1f-::- TRH lcvd ... in brain and adcnohy­
poph~ si.., or ito., in t·itro relea..,..: fn.)m hy p0th~1.Ltmi.: "'hcc~.= Thc..,t: d~ta ""ugge<.t that 
thc} do not dcgr3dc TRH in l"it'•' Con..,cqucntl;.. the putn ..... ~: • ..,, 0f intr-a1crmmal 
TRH dcg:raJatil-,n are "'ttll un>.no,,..n. 

On thc othcr h::tnd, thyrol1bcrina..,e .und PGAll <.irc tv.o r-crt1da..,c ... .JegraJing 
TRH to hi..,pro~H: "'•Ílh a narro\"' ~pccificity.' .. Th;.ruliberina~e ¡._.. prc..,ent in 
serum. v..hcn::.i.-. PGAlt ,.., prc .. cnt 1..ln brain "'':º~trh"'"'-'m:.ll pJ;i...,m~i. mcmbrane..., 1·"' 
and adcn1..ihyp1.1rhy..,cal p!o:1 ... ma ml!mbranc'>. PG:\Il I'' m.11nl~ :.i br:.un cnL). mi.:~ tn 
this organ. it.,._ ú.1~tribut1._-.,n 1~ nut h1.'>mogcncou".' In ordcr t..1 Jr.:tc-rm1ni:: if PGAll is 
involvcd in TRH inacü-..:.~tion itr l·h·o. '-"t: h..i"e tniti.ikd -.rudic.., on it.":-. l(.lpographi­
cal localization in thc ... ;. n'1r-to..,om3t pla .... ma mcmt-ranc .... \\.'e h:.J.' i.: .... h .... '" n lhJ.\ \he 
maín pathv.ay of 1nact1"ation of e'o~cnc ... ..,u..-.. TRH h} e'tt:n-.i-...cl~ wa-.hed hypo­
thalamic ..,)ices i-.. thn.--.ugh ~ct1on '-'Í PG.-"\11. ~11.)n:r...-ner. tn:atmr:nt llf\...rain ~ynapto~ 
sorne~ by tr-;.p-....in n:ducc-.. PGAll acti-...it) up to "74'(- -.. .. nh<..,lJt rc:Ju.;:ing -..ynapto ... o~ 
mal lact~tc .J~h\.df'1.)~cn;._-i-..c. o-....motk ... hüc\.... .. --.. .Jctt::rc.ent tn:-atmcnt of 
syn~1pto~1..-imc: ... cnh:.in..:i.::. PG.~ll a.:tl"• lt} -ior;. ut m..._,..,t. FmJ.l\y~ prim:.i.r~ cultures of 
moU">t! brain cdb C:'l.pre ... -.. PG.-\.11. Thc a~ti-...it} 1.., dcto;;:..:t~d in mta..:t cetl,;;;. b re­
duced by u·yp~in tre.:.i.tmcnt to üne third of control value. :1nd i~ not in..::n:a~cd by 
saponin treatment. Togcther. thc..,c resutt ...... u~ge<..t th~1.t mo-..t PGAll is an ectoe:n­
zymc in thc hrain and m~~ ~e: in\.olved in TRH inacti..-ation in the .. ynapnc clc:ft. 
ln ag.n.:crncnt with th1.., hypothl!">i~. we have ohtained prdiminary dota 1hot show 
that lutcníniz.ing hurmone-rc.:ka-..ing hormone iLHRHl. a competit\\.e inhibitor of 
PGAil. increase., TRH n:covcry in mt:dia from h).p..::>thal.::imíc ...,ticc-s. <TABLE\). 

G Thi ....... or\.. Wil"'> 'UPP..H"lCÓ In part by GrJ.mo;, from cos.~c, .. 1. Fondo R. J. Zcvada. and 
Funduclón ~tiE=uc\ A\.:man 



Feedback effcct~ of thyroid hormones on thyrotropin secrelion in vol ve re¡:ula­
tion of TRH metat>oli'-m m d.ddnion to direct pituitary effect!'>. ~·e ha" e now 
shown that these feedback effect~ include regulation of the activity of PGAll. 
PGAll activity i~ cnhanccd J.-4-fold by T3 injection~ und reduccd in hypcithyroid 
animah.. Thi~ efTcct 1~ tü.~ue-~pecific. bein¡: detected on\y in aden .. ,hypophy~i!--. 
Becau~c ofthe ~ut-cellular 1oca11zat1on of PGA11. our d;:-tta ~u¡:~e~t that this narrow 
spccificit;. per-tida!->e rnay be in,·ohcd in the reg.ulation of thc hypophy~k.,.tropic 
action of TRH. 

TA.BLE t. Effect of LHRH on TRH Rclea~e from !\.1alc Rat Hypl."tha.b.mic Slicc~" 

Bac..al Rcka!!>c 
<p¡: TRHI 

lj.; = ?-t:c;1 
lt->~ = HJ-1 

lf"~TRHJ 

Zt> ::: 4t!'1 
Zti~ ::: 11::i.;;.1·' 

'"Slicc.,. from onc h~ p...--.th.i.bmu.., v.eoc- 1n~ubatcd a~ dc~cribed.' After ~O min pre1ncub<.i.t1on. 
s.hcc!:> ...,.eoe tni.nc..ferrc-d to ini:ut-au<.m v1a.h containinE,: LHRH C:!O µ~1. h. of LHRH f1..."11" thc 
purificd PGAll 1 or control mcdtum and mcub;stcd foo 10 mm. (TRH oclea~cd during thi~ 
pcriod corrcspond.., to t°'~..,a1rdca .. c.1 Afie• l"" o furthcr 10 min incubation~ in "iah containing 
conuo1 mcdium. thc" """ere to¡,.n:<.fcrrcd to "·i<i1.., contatnin¡: medium with 56 m~1 KC1 with or 
without ZO µ!'--1 LHR.H and in..::utiatcd fo• 10 minute~. "Valuc~ v.eoc corrcctcd for RlA Cl"O~!>­
rcactivi!~ of LHRH. "'•.":...luc'- ;...r~ mean :=. 5-E~1. 

'" !.;.. = 56 m~1 1'.Cl-induccd n:h:a~c m1nu~ ba~al relca!!>e. 
< p < 0.005. 
~ p <O.O'.:!'. 
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Pyroglutamyl Peptidase 11 lnhibition Specifically 
lncreases Recovery of TRH Released from Rat Brain 
SI ices 

J.-L CHARLI, M. MENDEZ, M.-A. VARGAS. M. CISNEROS. M. ASSAIº, P. JOSEPH-BRAVO and 
S.WILK"t 

Departamento de Bioquirnica. Centro de lnvestigacion sobre /ngenieria Generica y Biorecnologia. 
Universidad Nacional Autonorna de Mexico. Cuernavaca l\.1or .. l\.1~xico. *Jnsriruro l\.1exicano de 
Psiquiarria. Mexico D.F .• l\1exico and tDeparrrnent of Phannaco/ogy. /\.1ount Sinai School of Medicine of 
the City University of Ne'l.N Yor/t... NY, USA (reprint requests to SL.'V) 

Abstract-Pyroglutamyl peptidase 11 (EC 3.4.19-) is a highly specific mcnlbrane-bound 
thyrotropin releasing horrnone (TRH) degrading enzyrne. To study the functional significance 
of pyroglutamyl peptidasc 11 in TRH degradation. we synthesizcd the reversible inhibitor 
N-1-carboxy-2-phenylethyl (N""bcnzyl)-histidyl-13-naphthylarnide (CPHNA). CPHNA inhibited 
the enzyn1e with a Ki of 8 p.M. but had no cffect no TRH receptors or no prolyl endopeptidase 
(EC 3.4.21.26). lt \.VeaJdy inhibited cytosolic pyroglutarnyl peptidase 1 (EC 3.4. 19.3). CPHNA ata 
concentré!tion of 1 O ..,, rv1 increased l.>oth the Uas<:sl and µOtdss1un-1 stinouluted rccovery of TRH 
relea~f.-!d fron• hypott1alarnic sliccs by approxin1a1ely two-fold. An even higher recovery was 
observed in slices fron1 brain regions with rel¡j\lvely high levels of pyroglutgrnyl peptidase 11. 
CPHNA hod no effect on ttle basal recovery of -y-an1in0Lutyric ac1d or Met-enkephalin 
relt;!ased frorn brain slices but decreased the potassium stin-1ulated recovery of both Met­
enkeph.:Jlin and -y-arninol.Jutyric acid. Tllcse data further suµport the involven1ent of 
pyroglutanoyl peptid.:JSC 11 in the extracellular inactivation of brain TRH. 

ALbrc\ h.1tiuU!'> 

·¡ H.11: lh)llltlop111 1..:l..:.1 .... 111g liurn1 .. 111..: H.I.·'\ 1.nli.•11n11u11i.1.1:-. ..... 1) 

(i.-"\U ....... : -y-.11111n11hut) 1 i....- ~••.:1U 111'1.l. t11~h p..:1l1•1111:.J111.:..: li1.¡u1..J 1..h10111.1togro1phy 
CPl IN.·\.; N- J -1.:.1rhu"") ·.2'-ph..:11) L..:th) 11N""h1.:t1L)1 )-h1~11dyl­

µ-11.1phth) l.111111.k 

Ki<.B K1..:h:-. 1{111~1..·r B1 .. ·.11bu11.11..: 

lnfroducliuu 

1::.xtr.n.·cllular in~1.._·t1\;1tll)ll of hinlogk.tlly ou .. ·t1\c 

pcpt1dc::. ha:. bccn printdrily aurihutt.:d to thc 
¡.actHHl uf 111c111hranc-huun<l pcptiLht::.c::. ( 1 ). -rhyro-

D.u..: 1..:'-.·.:i .. ..:J lll f\tJ) 19S'J 
t>Jti.; Jn:..:p1i.:.J IO f'l.1J) J9ti9 

191 

t1op1n rcl..:01'.'>tllg lhHmon..: (TH.JI. pCilu-llb­
Pr..1Nll.:> t..:~111 b1..: 1,_h:gr;:1d..:d in vilru hy thn.:c 
CllL) 1uc~ ( 2). ºJ\,, ._. ol lht.:~L: cllL) 111L:~. p) ruglutarnyl 
pcptida~i;: 1 ( f::.C 3 . ..i.19.3) anJ prol)l cm.h>pf.!pti­
<la~c (EC 3.-t.21.20) an: cytu:,.olii.:. wiLkl) <li~tri­

butcd. and ai.:t on u v¡1ricty of ncurupcptiJc 
::.ub::.tr¡1tc::.. Thc third c11¿yn1f.!. pyroglutamyl pcpti-
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dasc 11 {t::C ~.4.19.·) i~ fnund in hr~in me-n1hrancs. 
(J~ 4) nnd in scruni (5. 6). lt \!'. highly spcciflc íor 
·rRt i (2) and docs nc't el cave thc pCt1u-1 li,.. bond of 
lutcini?.ing honnonc rcka.;,ing. honv1nnc (7. R). 
l-lig.hcst lcvcls of pyroglutnmyl pcptil\ao;;.c 11 rn:<:ur 
in hrnin (9) '\vhcrc- its dístrihution i~ not homo­
g.cncnu,; (10). tt has ht."cn k1cnli7.cd to thc synaptic 
plasn1n n1cn1branc ( ·"'· 11) when.· it cxist!'. a~ an 
cctocn7 ... n'lc ( 12 ). ()n thc ha~is t~f itc,;, ~uh-..trate 

spcciftcÚy nnd ih loclh7ation. pyn..,g.huan1yl pcpti­
da'.".c 11 n1ay tt.-rntinatc thc hiohlp.ical activity or 
ncuronn11y t<...'ka~cd TRI t. 

1~hydroxyhcn7.otri::w.c-..lc wcrc a<ldcd. The rcactinn 
continued for 18 h allowing thc ntixtur-c to come to 
ronn\ tcmpt.·raturc. The so1ution wno;;;. fi1tcred. thc 
filtr<tte c ... apo1 ated to drync~!'. nnd thc rc..,,idHc 
dis~nlvc-d in chln1nforn1. Thc- chlnroforn1 S('lhtt\,-..n 
W<\~ '.'equcn1iaHy washC"d with sat Nal tCO,. t t::C). 
tO~·~· citric acid and H::() :ind dr1cd ovcr Na~SO,. 
Evaporation of thc ch\on.-..f(,ftl\ gavc nn 01 ani!,e 
~nlid \\ hich '"' hc.:n tritura1cd with (.'thcr yicldt...·l..1 a 
-. .. :hit<: prccipitatL' Bnc-N'"'he1uyl hiqidyl ~-naph­
thvtan1ide (\) (5(l'~.;. vich.\)_ TLC 9~ C1 tC~IJ5 
ctÍ1<ttH,l. ~ln~\c- UV spo-t H.f = 0.30 

--

·ro nn1li11n a n1lc for pyr<,~huarny1 pcptidasc 11 
in thc inactiv;ition <•f"l Rl ¡in thc synaptic clch. ""e 
havc svnthcs.\-,.<..·U ;in inhibitnt c1f this t.:nzvn1c ;intl 
havc .¡hH.Hcd it~ cffcct (lf\ thc: recnvcry «_1f TH..11 
rc1c;-i~eú fron1 hrain ~lícc~. 

-rrc-atrnc-n1 with trinuor< .. acctic <•cid fnr t 5 n1in 
folhl ..... ·cd hy cvapnration and trituratiPn with cthcr 
yic:ldcd thc triíl1.1Hl:tccta1c "<dl of N'"'hcn7y\ h'sti~ 
dyl (3-naphth~lamiU(.,_· ( 11) in c<;,~cntia\ly lOO':.;, 
yic\d. TLC L'thyl acctati.:lnlcthann\/Nt l.1011 
7:-3:0.75 single ll-V ~pot Rí = 0.7J.. 

l\1aterials and J\.1cthods 

J\.1a1c V-'istnr raleo (::!(Kl-300!:!) kept undcr contrnt1cd 
lightin!_!.1,;(1rH.litions (lip.ht on: 7;l\(1-l9:00h). and kd 
ad lihitttnt n Purina chow dict. wcrc uscd in all 
cxpcrin1cnts. l L-2.:\.4 5- '11-prutinc 1-TRI 1 ft '1 l­
Pn"ll--rRI 1: 107 C'"iln1111utc) and -y{2 .~- 'l l(N) 1-ami­
nohutydc acidJ ( ( "11 J-Ci-1'\ O/\): 3::1 (_'ilmmolc) , .... L'rc 
purcha~cd fn-..m Nc-.v England Nuclear Cn .. Bos-
1on. f\1/\. TRI 1 -. ... ·aco <lh1aincd fr-om Pt:ninc..ula 
1.aboral<.tfii.-o,;.. Bc.:lnh-..nl. < ·_/\_. t-BtlC-( N""ht:n:r.vl )­
hi~tidint_· '\V;t<; obt;iined frp1n B::n.-hcm (·o .. ·¡··nr­
rancc. ("/\. ton c.::">.:chan~l· chron1:1to!!,Japhy '"',.ª"' 
pcr-fonncd on \\'hat n1:in ce1lulc1<..c phoc..ph<ltt..· PS 1 
sheet .... Anat~tü:a1 thin lay\:r chr(n11;11P!!f~lphy wa~ 
cnrric:d nut (lll -to ---.: RUnH11 Pnl;. !!rain ..;.ilica ~el 

Ci/llV ... JH..'l."l'. Bti11k111ann ln~t1un1cntc.. \".'t:'-'tl1ury, 
NY. P1cparativc thin L1~c1 clu(11n;1t~•µ.1;q1h w:i.._ 
carricd nut on ~IJ Y :!U cm 1000 1nicrcin si!i(..-a ~<....·! <.J 
l-..la1c..•c..nhtain1-:'d Íl"P111 /\nath:ch. lnc. Nt.."'-\.;uk. l"">E, 
1\11 olhcr n:ac.cnh ""i.:1c o{ f<-'act.·nt t,!.radl." Ílt'tn 

cithct Sí!!1na t ':.hcrnica1 C\'1 .. St. L-nui .... f\.tt> <ll J .T. 
llii\...t:r Cu .. Phi1Ji¡--.c..hu1 !,!. NJ. 

S_nrrl1r_ .. ;_._ nf CPllrVA 

2-~ tlHlH'lk~ ph'-.·n~ 1¡-..:- TU\.ah:-N~t ~;11\ w~<=: lli\;.· 
soh'cd in 15 1111 l l:C> and tht:' pl I at.ljuc..tcd tu 7 .R. 
1 mmnle of ( tl) ,o,:ac;; lfo-. ..-.t-..hcd in llhnl tctr<lhvdro­
furan •1n1..\ added t<' thc ahovc ~o1u1i('" tog~thcr 
,._ ilh 1 nttru11c trit..•l)n knninl.'. ~ nuno\L'' NaC"NHl 1, 
in 5 ml l t~( l w<1.::. alhlt.·d n" t.'t a 1 llh pc-ti.nd by mean"" 
('lf a ~yrin~c pt11np and thc.· n.:nctinn ~\ltuv•cd 10 

proc.:t:t.·d an addiliPnal h h. A !".111al1 ;11nnunt <'f lhC' 
tct !'ah;.. dtufnr an '"ª"" f"CtllO'\ cd hy c,·;1p<Hatinn. 
ChlnrPforn1 and "'-atc1 '-'t.::fl." addcd and the pnHhlC"t 
t:xtr.actcd into chhHof,-..1111. Thc chloH,f\lr-nl c-x1r;1ct 
'\V.;l'.; ,,~,...._hcd ~cquenti;1lly with --.;11 N~\IH."<J,.1J_~f""l. 

111",. citti1:..· acid :un\ 11:-<>. ;1nd lhied 1"-·er Na_:-S<),. 
Evapnratinn ~iehkd a cn ... 1:11hn\: 1natcria1 which 
wa-.. fui thcr pu1 llit..-d 1n ltHÍn1!! pP1 \Üln~ by prcp;1ra~ 
tiV\..' th111 1a~c1 dlt\•t11:ll1lgtaphy (eth:-1 :n:t.·tatc/ 
mL·thannllt--:ili<Hi S<t·.::'0:7.~). ·1-hc p1oduct (H.f ~ 
ll.67) "' ª" vic..11;1\i.7ed u1tt.k·r a ll"\" 1an1p. lt \.Va.,. 

t:\\\tt.:d frnm tht..• ..;.dic;1 ~el \'ith a ~nluliPn nf ..1<1'~;. 

t.'th;,,innl 111 1.hh•tdftltlll /\n;it (_~ak·d for c,.:-11,1\­
r-.;_\(),_\1_...cl: ('. 7\.ll-l: il.:".ql: N. 10.~:;. Fnund: e·~ 
72..0(-.: l 1. :".t:.9. r-...;. lO.ffi'. 

/\fca .... urcrnrnl of cu ::yntc inl1ihition 

Boc-N;"'hcn7yl hi~tidinc (5 n-1n\clkS) and J3.-naph~ 
th\'ta111inc (~ 11l1lt(lk<;) '\'\ere.- c.hs~n)vcd in .3-:'it11I 
di;ncth~1forrn:unklc. Aftcr conling. tn O""C, S 
nHnok~ cach <-..f dicydohcxytc;:nhodiimidc antl 

For inhihifion sttHlic-; an C"'""(..'"ntiaHy hon1ogcncnu!';. 
prcpar-ation of pyrng1u1a1nyi pcptida.,.c- 11 was u~cd 
( 1 ?-). Enzvtnc activitv was dctcnnincd with thc 
suhst ratc -p(flu-1 lic;;-l;ro-N/\ ns prcviously dcs­
crihcd (9). lnhjhitinn C(lflStants '-"•ere ohtaincd 
graphically by lhc ml.'thod of (4). 
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Relca~e e.i:peri111erU.!) Results 

A: 1-RI l: Thcse wcrc pcrfor111l!d hctwcc:n 11 :00 
and l~:Ull c:::.::.cntia\ly as dc:::.cribcd t 15. 16). 250 µn1 
~hcc:::. from une hypoth01\an1u~. 3 nuc\cu~ accun1-
bcns-1atcra1 ~c:ptun1 ur ont: olfactory bulh {h:fl 
siJc) wcrc u:::.cd. c_·p11N.r-"\ W~t~ <.u.h.h:J H.) thc incu­
bation n11.: ... .hun1 aflcr a SU nlin pn.:in..:uhaliün. 

ln onc c>..pcri1ncnt. in1...·uhation n1c!dia wcrc 
injcctcc..1 un an ani..llytlcat hig.h pcrfonnancc h..¡uid 
chrun1atngraphy ( l lPLC) C~llun1n and fractiun~ 
ana\yL.cd by ro.h..lioin1n1unu .. 1'.'>~a:-- ( RlA) a:-. di.::-.­
cribcJ (15). 

CPI INA rcvcr~ib\y inhibitcd pyroglut:.imyl pcpti­
dasc 11 with a Ki of 8 µf\.1 as dt:tcnninc.:d by thc 
n1cthod of ( 14). Tc~tcd at a concc:ntration of 
0.4mf\.1 CPllNA fo.1ilcc..1 to inhitiit cithi.:I" pr'-°ll)I 
cndnpcptida!>c .. dipi.:ptidyl pcptid¡1~c l'' or ;.inli­
nupcptida::.e f\1 .• -"\.t thi::. ~onci..:ntratinn. CPI IN.-'\. 
inhihitcd pyfl....,glutarnyl p..:ptid~1sc l (EC 3.4.19.3) 
by 24L~~ but ni:gligibly at O. l 1nf\.1. CPl lNA had no 
cffcct llll th..: bindini.! uf :\ll·nH.:tlnl TRll to rat 
hri..l.in n1cn1branc::. (e~ s Sucn. \lOfl;thli::.hi:d oh::.cr­
vation:-.). 

U: GAU/\.: Ci/\ B.r-'\. rclca~c wa:-. sltu.hcd 111 a 
mo.u1ncr ~in1ilar tu th.tl ul TH. l l. Sli...:c~ ....,, ere 
wa~hcd. tran::.fl!rrcd 3 ,,.::. ( llJ n1in c!ach incuhatlnn) 
fru1n ,·ial tu vi~tl conta1ning 50tiul Krcb~ R111gcr 
bi~arbunatc (KRU) + ll)-_¡t-.-1 l» .. vacctil.: ~1ci..J 
(Kl-lU()_..'\. ). -nu..:rcaftcr thcy wcrc tra;1::.k·rrcd to il 
vial containing. 250000 Jpm l 'l l}-G.~l.3.·'\. ~ind 
furthcr in...:uhatcd for 10 n1in. Thcy v.crc nc;>..t 
tran~f..:rn.:d tu a vi~1l conto.iinini; 4 tll\ K H. B(lA and 
n1ainlain..:U tur :! n11n. F1n;.dl\. tl1c,· wcrc lran~h:I"­
r..:ll flH 3 w.ldill,lf\i.11 \() 1nin p:riu1.h 111 5lHI µl 
KH.U(J.·'\. uu.:lud1n!:c! a ll1 rnin pi.:rtud v. ith 5tun?\.1 
KCl in KRUCl.r'\. a~ thc la~t ~ti.::p. CPll!'-o.-\. wa!'> 
aUdr...:<l <lu11ni;. thl.!' l¡,i::.t \\."•' lll nun pl.!'1 llll.b. R.n.11"-
~1...:ti,ity ptc~i.:nt ll'>~ll<...."~ and 111cd1~1 

t..lc.h:111u1h:.J h:- ltqu1d ~uo1tll.at1du <....ll\ll\lll\~ 

C: f\.\i.:t t:nhc:ph.ilin: ~1i.:t-~·n\.... .... ·ph:;\tn 1i..:k.1~1.." 

lr~un ::.t11 .. 1tu111 '"·'!'> ::.\th.h....:d bctv • ..:cu \ti .11i..J 12h 
;,1c...:"11din1.!. 10 l l 7 ). B11 .... ·lh ~11 i.1tun1 tr~nn 3 r.1b '"crc 
~hL..:U \_;(iop. tll 2 p<....·tp~:11dt<....U\.1t d1ti.:i.:tinll'.'>). ptt:­
ÍllLUho.tt._.·j h11 15 1n111 and p<....-rlti--..:d '' lth K H .. B 
~¡1tu1o.tt1..:d ,.,,·ilh 9S"., (l..:!:"" ... (."().."' .11 ;.,-¡ -(_" ( l m\'111111) 

tui 25 nun hr...:f,11c a :::!ll llllll p....-1tu~1un in KH •. U 
co111 .. 111Hn~ l 1ur-..1 l'lii.:-:'\.\.1 llu inh1t,1t l'\.k·t-..:nhl.:· 
ph .. thn ~h.:!!1;,1d~1lHlll). S\i~..:~ ""l..'.11..' ,,_t.,_.p,1Lt1111.:d ""llh 
2~1Hf\.t 1'.l'l du11ue: th..: l.l~l ::'.ll nun p..:1tu~ll111 

p..:11,1 .. l. <.. "l'l 1 N.·'\ '" ;,1~ .1dJ..::d du1 tn~ th,,_· L1-.,1.2t1 11Hn 
l'...:1 t Ll~L'.'d 111..:dll11l\ 1 ruin thc l.1~\ \\"u l ll 111111 pr.:'l i•id:-> 
"'.._..'.._. <....'. .. >:ki.:tcd 111tu tuhi..:~ < .. :dnt.:11111ng l 111\ 1?...: 1 lCl. 
·1 b~lh...:~ wi..:tc tr;.1n::.tcr1cJ inh1 4111\ l l< .. T ·r1~~u..:~ 

.1nd uu.:J1~1 , .. .._.1...: hl1ih:d. punh..::d h) X.·'\.l)-2 
1...:hrun11.1l'->g11.1ph) o.tnd ux1.Ji¿c...J v.ith h)drugcn pi..:r­
"'""idc. (J...,,iüit::i..:d f\.1ct-cnhcph~1hn wa~ ....¡uantitakd 
hy RI.-'\. u::.1ug a ~pc...:ihc o.inti~...:run1 ( lH). 

lt """ª~ ob::.r.:rveJ that CPl lNA wa~ ;.t tnuch more: 
putl.!'nt inhibi101 of pu re pyrt1gluta1nyl p..:ptidasc: 11 
lhan ot k~~ purificJ enL:-111<....· p1 r..:p..11.111\lll~. Sincc.: 
th..:r~ 1::. nu .._., idcn<....'r.: ot 1nhib1h)r brca\..<....h)\" n during 
i1u..:ub;,1ti ... 'ln. 11 b hkcly that CPI INA b111...J~ non­
::.pec1lk¡11\:_.. hl lllhcr pr1..1t1.:in~. \'\'her..:a~ lll _¡ f\.1 
CPl IN:'\.. vinu:dh tot.1\1\ lnhihib hu111\li.!,cllt:\.>U~ 

p)í'-lgluta1nyl pi..:i-,1iJa::.e · 11. thc a..:t1,il) - uf thi~ 
cnLy1ni..: wa::. d..:...:re~!'>L.J \llll) hy 4U"., in l..'.ruc..11..: brain 
prcp•1ratllll\:-.. Nunr.:thi..:ll.!'~~ ;.1t thi::. C1..l11 .... ·cntriltion. 
t1c .. 1tn1cnt ol h:o-puth.d.:1111ic ~lu..:e!> ""'ith L'Pl IN_..'\.. h:d 
tu a 2-lol...1 111...:1 c:a~c 111 lhc rc....:u" c1' ~'ll TH.l l fron1 
thc 1ncd1un1 llilL..l..:r ba~~1\ u1 h - ·~li-1nul¡1h..:<l (.'.'1.lll<li· 
tÍ•lll::. t 1-'1~~ 1-3) .-'\. ~'Hllt...:'\" h.it g.1 catc1 cttc...:t '"a::. 
ub::...:1vl."d 1n thl." uu~h:u::. .1c ... :u1nbl."1b-l..tt..:1 .. 1l ~1.!plttll\ 

( 1-"1~ ... 2. 3) l '''""'-'" ci "'h..:n ( 'l'l lf'.:.-'\ '"",... add..:d h, 
lilt .. 1 ... ·t.•r:- bulb ~\1<. .. ·.:.-.. .• 1 l'-'~1u11 1..:l.111"...:l:_.. ri ... ·h ll\ 

p~1·1~l.1l.i1n:-I p<....·pthl.l"'L" ll l \(J) ll .. 1!! ..\). thc lr..!L"llV­

... ·1:-- ut h~1~;d .t11d h. -~u111uat..:d -¡ Rl I t<....lc.bi.:...I "••t~ 
c11h.1n .. ·..:..t ·ll'l'lll ..... 11n.11._.\~ :"-t.dd \l.-1~~ ::.. 3). 

r'\ qu~1nt1t;,it1,ch ~i1111l.1t ..:tt .... ·<....·t w.1~ ob~crved il 
l"Rll "'·' ... pu1i11..:-d h~ lll'l.l'" pt .... ·'-Hlll~ h1 Rl.·'\.. 

... k·t..:1111111.1\ldll l thit ~hu\" ll) ·¡·,~~ll'-' "l'Rl 1 ...:ont..:nt 
'-".t:-. nut .. ilh·red ti, ~1 :o nun L'Pllr-.:.-'\. 11c~1t111..:nt in 
an:- .._,t th..: 1c~ilu;~ ~tud11,;d_ t\.1c.1n '\¡1\u.._·~ ::!.. SEt\t 

h)puth~tl.:in1u::.: i..·dnttul lJ:"-l-l :::.. 505 (':>) 

p.:,:.·~t1u .... 1urc_ l l'llNA s;¡ ¡ i 12t1S (lt11~ nud..:u~ 

~,,,_· .. ·u1nh1.:n~-l.11<....'"I ~il ~..:ptu111· ...: .. ntrLJl -l-l•>2 :.!.... 275 
(\ti) i'e:..'3 ~\l U<...."l\lll."~. l "f'l }¡-....; •• '\. -l~ .. ;~ :!... 2tl<l l 10); 

ull.1...-t•ll)o hulb_ .._-\,ntrul 71~ :!.. tos (10) pg/kft ~iiJc 
hulh. L'l'llf".·'\ nt'.; ..!::. \)3 l'>L In i...·crcbcllar hi..::nli­
~ph..:1r.:~ '-"C h.:1...J prc..:"·1uu~ly ~lin""" that "J'Rll lcvcls 
wc1i.: und..:tcl.'.t¡ihk· 111 111....: ... hunl. ("Pl IN.-'\. did tll>t 
indu...:i..:: di..::1c,,_·tahk i..:'>.cb ut ·1-Kl 1 (1h>l ~huwn). 

L'l>l lN ... '\. haJ llll i.:fkct ._ln the ha~¡1l i-clca~c uf 
(·'ll}-CiA.BA ur uf ~1,,_·t-Eukcph;..t.lin whcrca~ thc 
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Fltt. 1 Rcka"iC oí TRH (rom hyp<>lha1:unic '.'>licc""' undc1 \'o;-io;;,;-i\ cnntlition., lkh panel\ or :aflcr ~timu1ation '"'ith 56mM KCl hi~lll 
panel). ~u1nhcr!ó in rarcnthc!COC~ rcptc!'cnt numhc..- o( c'!tpcriment~ at cach tln\c point. Rarc;. CPtrc.-.pond to meno ± SE~1.. 

potas$ium stin1ulatcd reJcasc of thcsc suhstanccs 
was deprcsscd (Tnhlc). f\.1ct-cnkcphalin contcnt of 
sliccs incuhatcd in thc prcscncc of CP1 INA '"'ªs 
not diffcn:nt fron1 C("'ntro) va1ucs (not shc.n,n). 

Discussinn 

Our data dL"nH,11~tr:1tc that trcal1nenl of br;1in 
sticcs \vith CPJ INA. an inhibitnr nf py1e>~\utan1~ \ 
pcptida .... c 11 kad"' t<1 an cnh<11H:c1..\ rccl1very tlf TRI l 
rclcac;;.cd írtllll h1 ain c;,\ic'-"~ u111..11.."1 \la..;;1\ <'r K • -!"-ti11n1-
latctl cont\itil111.;,. CPl tN/\ h~1..., 1lP effcet on TRI 1 
rcccpt<.1r~ nnd th1cs not inhihit prll\'.\ \ cndnpcptt­
da~c. tt~ ''c<1k inhi\litic•n of p~tng.\ut;11ny\ pcpti­
cJno:;c t jo:; unlikely ttl cnntrihuh .. · tn it"" cfkct .;,incc ,.,,L .. 

/'llJ-< ;.-\B ·\ rd. ,1\l··• 

havc prcviClusly sh0wn thnt thc potcnt pyroglut­
amyl pcptidase 1 inhihitor pyroglutamyl dinzo­
mcthyl kct(lnc <lid m.1t affect thc rccovcry <.,f TRI 1 
rclcasL·d f1 t1111 hrain 5\ice"' ( 16). l\.\urcovcr al thc 
cnnccntratinn used in thec;,c cxpcr-in"lcnts. 
(O. l m"1) inhihitinn of pyrng\ut~n"ly1 pcptidac;;.c \ 
was nt.·~\i~ihle. A non-SfH:citlc L"ffcct ,,f C'Pl lNJ\ 
can abll ht.• ruh:d ll\lt ~ince thio:; conlp<1ttnd t\id no\ 
cnhancc the 1 L"Cl1,:ery nf cither <.iABA nr f\.1ct­
eu\...L·ph;\lin rL·lca<...ed f1Pnl hrain .,_\iccc;,. Thc 
i1nn\ven1ent n( py1ll~htta1n~1 pt..•ptida..,c \\in Clll\­

tto\\inµ thc anlnttnt o{ TRl \ rc\ca.:.L•d ¡..., furlhcr 
~uppnttcd h'.' the llb..,crvatinn that tht: cffec\ nf 
CP\ IN/'\ w~\~ ~teatct in te!!innc.,, with p.rc:\tc._·r :1ct­
ivi1y nf thi"- cn7ym<.· (Fip..., 2 . .:.\. SincC' thc ~li<:t..'"' are 

,\f,·t-r11kc·pl1c1frn rdra•1·" 
f>a•uf ."'f'>•fl.\f 1'.Cf f>u•af 22rri,\f KCI 

--
c~nltcit 

Ct'HNA 

frru c'Jt11f..:•- n/ '"'"/ rudu•ucru·1r~ 1 rr•.r1nlr•'.i.: l/.H11rl 
.~-----~~~-~~~~~~------~~~~ 

::!: ti-!.: O.:!(_<;) 

2 6 =- (l 5 (."') 
i-. .\ ~ O K (~\ 

_c; ~-= (l.ll(."')9 

1..\-!.: (\ '.\ l~) 
1 '.\-!.:.O.:! lf.l 

\C\ .\-!. l HtHl 
t.5 :i \ ~(>\)" 

Slícc'.' hnm h!-pnth;¡1:imu .. (01) (•f !'Hiatum th) v.crc incuh.uc<l a .. di:.-.cri.bt:d in rn01tc1i;,\.-. and n1cthod.-. l1;1\a are mean := SE!l-t 
(nu1nf--.c:t n{ inlkpcndcnt ctc1ern1ina11on .. 1n p;ttl'lllhc .. c .. ) • p..:: 1111~5 cnmp:ucd to cnnt1nt 
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t·i~. 2 U~1!»~I anrJ 1'. • Miinu.1ltcrJ 1cl..:.1,,c ul TH.11 tr~•lll \Jfl••u .... 
lHJtu 10.:¡!1l111,, 111 th,_: prc,.cn<.c 01 ..ih,.. .. ·n ... c ••t CPI IN.:... 1·111 c..i ... h 

1cg1u11 . ..i :'ll 11un :.1..ihth.t.1l1<'ll ¡•o:ra.>J ....... -. l,11!•1-...cd b) .1 ltl 1111n 
¡-..;11urJ th.i .... ~il 1..:1..: ... ,. ... ) 111 KRB lulh1....,cj b~ ..i 111 111111 pc11uJ 1n 

KH..U ..:un1.1111111~ :'>1>1n!\1 Kl '\ l l1..:--.....: L'.'i.\'<.:flll1cn1-. ~'cri: f''-"f· 

•••fn10.:d ""llla ul ""11lu1ut 111 'r..t l "l•l l!"-0/\. V..i11<>11-. C"-\"-·11111 .. n\-. 

ha~..: lo..:.:11 pu .. J .. ·d B..:..:o.1u-...: h.1-.;..l 10.:lc.1 .... c .. ·.111 ¡,.__ • .,·..i11..al>k 11 .. tn 
c:r..pc111n .. nt 1'• <.'l.p<--·11111..:ul. ,.tlu._·.., .111.· c:o.p1..:-.-...:d 1n "., .111> ........ 1 
1<.·l.. . ..i:..; lu1 ti...: .. d11l1~1I i;1•a1p f-,,¡ h~¡ .. •th.ol..111n1,. \l,1:..11 tclc ....... --
Uu .. tu.11 ... rJ t. .. --1 ..... .;c11 3S .11i..I nipi;. l"I ull ..... ·t<n~ hulb \1u1n l:' I<> 
hSp~ ..i11.I !<11 1H1<.k:u,, ,,.:;c11111l..;n-.·l .. tc1.1l :.cptu111 h<>111 IS tu 
.1.7pi;. \).alJ ,11..: 111c..in .!. SLf\.1 l1n1111bcr ul 1fhh:p.:1nh.:nt dctcr· 
111111.llhlla-. •n p.11 .. 111hc,_c .... ) ~1.11l:-l1<.·..il ..i11.1l:,.:.c" ""'-'' .. -- pc1h•r111 .. ·d 
by SturJ..::n1·:. t 1c:-.1. \o'..ilu..:"' 111 thc p1c:-.cn .. ·1.· ul (•PtlNr'\. ""etc 
'-"111p..i1,..·J tu Lllllllt..•l v.1lu..::. • p <U U:!:.:i, ••p...::: O lXJS 

Lcfl P.1nd: U.u,.. rcpn::.cnt h.1:-..il rck..i:.c ,1( Ti.ti t 111 thc prc!>cncc 
of 10 ... 1\-\ CPllNA ful lll 11110 .J1.,iJcd by thc h..i:..;.1 rclca:.c of 
THlt unJcr control condllh1n:. \\'hcn no CPllN.·'\. 1::. o.tddcJ, thc 
"·..iluc ul thl!> ratio i:. l .ll. Nutnhcr uf c:'l;p\,.·runcnt:. rcplc!>clltcd 
...,.i.thin c.u.:h h.u l">..it..i are n1can :t. SEC'o\. 
Rtght P..incl. B..ar::. 1cp1 .. · .... cnt thc !>pc...:1h..: ..a..:uvity uf pylugluta­
myl pcpt1da!>c 11 J...:tcrnuncd a:. dc:.i.:r1hcd 111 V .11 ga:. et al., l9K7, 
cx..:cpt 1h.,11hc :.uh:.uatc ..:on..:cntr ... 11un ...... ,:. \ll nf\.1 Nu1n\lcr uf 
•.h:tcri11111.1th1n:. 1cp1 .. ·:-.i.:11t.:rJ ""lth1n c.ai..:h \l..i1 l)at..i ..are 1nc.u1 ~ 
SEM 

thnroughly , .. ·a~hed hetorl.! additiun nf CPl INA it b 
high1y unlik!.!l)' that ~e1 u1n P) 1 u~tu1a1nyl p~ptiJ.¡1~1.! 
11 i:nuld ~·nntii\lute tn tltl.! o...k'l.!í•H-1~ttllHl llt TRl l. 
,.hcrcfurc the ch;1ng.e~ ubhct' e:l .ue he~l c:\.pl.1inr.:d 
a~ dul!' to .111 111hihttll1n uf p~tu~lu\;llll) l pept1dil~l! 
l l. S1n..:c the ti~:-.\u.: h..·, L·b .. 1f rR l 1 dí L.' uno.1hc10...:U .11H.l 
~in..:c p)t'-•l!llltillll)l p1..·ptid.1~e ll ha~ bel.!'ll ~h._,._,.n tu 
be ¡111 e..:lu1..·nL)Hlc. thc 111o..:1e.1~1..·d 1ecu-.cr) ot ·rH.tl 
tnu~l he due tu 1nl11hll1'-lll ut ~111 1.:'l\.tr;.1cellul.1r 
ina1.:1iv;.11ing 1ncch.1ni:-.1n 

·1--hi~ ~tttÜ) 1:11..:~ .. ·nb thc tn:-.t ..:'id.....-11 ... ·c de1nnn-
~tr¡1ting. th~ <.1C\hlll ,lt ¡111 L'llL) nll! re~p .... 1n:-.ihh: h1r 
TRl \ c;.1\¡1b,)h~n1 1n ht .11n ..::-..tro.ic..:1lu1•1r tluid. "l"hi: 
cx¡1L'\ lupogr.1phi...:al lo...:•tliLdtiun uf pyr..1ghll<.11nyl 
p..:pt1J.i~c 11 and tb reL1t1un~hip tu ~1h.::-. ol TH.l l 
reka:-.c 1en1¡nn:-. tu be e~t.thll:-.hed. Pyrllglut.llH)l 
pept1J:.t::,e 11 ~huuh.l nuv.. he ;,1ddeo...1 hl the h:-.l ot" 
peptiJa:-.c~ pre~uni.eJ re~pun:-.ible 11.11 -.!'.\.tf;,n:L."l1ulai­
n..:ur..1pcpt1dc in¡1.._·1i .. atl .. 111. hh high ~pc~1h1..·ity :-.ug.­
gc~t:-. that one e;,1n l.h:tcnnine f1on1 th..: funr.:\il)nal 
clln:-.t:l\HCIH.:t:~ ut it:-. 1nhilHt1,u1. thc phy~iolugir.:al 

ro\t! of TRl l in hr;.lin. 
h i~ nutahk th;.1t a ~ig.nitkant r.:ffe..:t wa~ !'>ccn 

dc:-.pilc only a ..\O'~~. inhihition uf thc i.:nzy1nc. 
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Thesc studies should stin1ulatc thc search for othcr 
more potent and sclective inhihilors of pyroglu­
tamy1 pcptidase 11. 
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DISCUSION 

Aunque actuaimente se cuenta con una gran cantidad de información 

concerniente a 1as vías de biosíntesis de muchos neuropéptidos, se 

conoce re1ativamente poco acerca de J.os mecanismos por 1os cual.es 

son 1iberados en 

l.iberación de 

mecanismos que 

l.iberación o 

el. SNC y sobre 1os mecanismos que control.an 

neurotransmisores hormonas pol.ipeptídicas. 

l.a 

Los 

control.an J.a disponibil.idad de péptido para su 

su inactivación intracel.ul.ar son prácticamente 

desconocidos. Resul.ta de particuJ.ar interés determinar cual.es son 

ios mecanismos que control.an l.os nivel.es de péptido en J.a terminal. 

nerviosa si es degradado por enzimas intra-vesicuJ.ares, enzimas 

citopJ.ásmicas o a través de J.a fusión de vesícul.as con 1isosomas. 

En cuanto a J.os mecanismos que inducen J.a 1iberación de péptido a 

l.a l.l.egada de un potencial. de acción, se sabe que éste abre cana1es 

2+ 
de Ca dependientes de voJ.tage, probabl.emente dei tipo N C Mil.l.er, 

1.987) y que su entrada al. citop1asma induce l.a exocitosis por un 

proceso que aún no se conoce perfectamente. 

La modificación de l.a liberación es solamente uno de l.os eventos 

que puede ser afectado en las neuronas peptidérgicas. Recientemente, 

el. interés se ha enfocado en la biosintesis de los neuropéptidos y 

en los factores que l.a regul.an. Los nive1es de RNAm pueden ser 

regu1ados por las condiciones hormonal.es (Roberts y col.., 1983), por 

1a actividad transináptica (Eiden y col., 198ú) o por l.a actividad 

el.éctrica de ia neurona <LaGamma y col.., 1.985) Generalmente, l.as 

modificaciones en l.as tasas de RNAm se deben a una a.iteración en l.a 

velocidad de transcripción del. gene, o bien en l.os mecanismos de 

transporte o en l.a estabilidad del RNAm invol.ucrado. 

-"'" 



Las modi.ficaci.·ones en e1. metabo1ismo intracel.u1.ar no se l.i.mitan a 

1.os nive1es. de RNAm, ·C'.'ino que pueden darse tamb1én a nive:L de 

vel.ocidad de traducci ·' o de 1~ rup~ura del. precursor en una íorma 

acop1ada ª· 1a transcripción (Shiom:i :y col. .• l.98&). La actividad de 

1as enzimas responsab1es de··ias ··modificaciones post-traduccional.es 

también pueden estar regul.ada~}: \por: ejempl.o, l.a amidación < Lynch y 

Snyder, l.986). Resul.ta razo;..abl.'e· .. pensar que también l.os mecanismos 

de degradacion intracel.ul.ar :d.,.. ~·os péptidos están regul..ados,. como ha 

sido demostrado para al.gunos mecanis:mos de inactivaci6n 

extracel.ul.ar. Por 1o tanto, resul.ta evidente que bajo J.a infl.uencia 

de uno o varios efectores extraceiuiares~ l.a neurona peptidérgica 

puede modificar su capacidad de interpretar 1os mensa~es externos y 

regul.ar diversas etapas intracelul.ares del. metabol.isrno de l.os 

neuropéptidos para adaptarse a una nueva situación f:i.siol.6gica. 

Estos ·eventos pueden estar acopl.ados a 1a.s modi.ficacione.s del. 

catabol.ismo extracel.ul.ar del. péptido y a l.as de l.a célul.a bl.anco. 

Una vez l.iberado, el. péptido se difunde o es transportado hasta 

1a cé1u1a bianca. A este nive1, e1 péptido interactúa con receptores 

de alta afinidad. Entre 1os eventos que pueden afectar al. receptor, 

parecería razonab1e pensar que ei reciclaje de 1os receptores por 

internalizaci6n inducíera simul.tánearnente l.a el.iminación de una . ' parte del. péptido. El. péptido no internal.ízada podría ser degradado 

'·"" entonces por enzímas solubl.es (en l.a sangre) o por enzimas 

membranales (ectoenzin'.as) situadas cerca de l.os sitios de 

l.iberaci6n. 

Los nauropéptidos representan c1a.s.e de sustancias 

pctente:s., que actuar como 



': 

b. 

neuromodu1adores, 

parácrinas sobre 

neurotransmisores o como sustancias efectoras 

una gran variedad de cél.ul.as bl.anco- Como para 

otras sustancias bio16gicamente activas y de gran potencia, para l.os 

neuropéptidos también deben existir mecanismos al.tamente eficientes 

de degradación y/o el.iminación, por una razón muy importante a 

concentraciones inapropiadas, 1as sustancias bio16gicamente activas 

son al.tamente tóxicas. Esto es especial.mente cierto para l.os 

factores de comunicación neurona1 que transmiten una señal. química, 

y es el.aro que para aquel.l.os neuropéptidos que son l.iberados a al.tas 

Xrecuencias, estos mecanismos tienen que ser no sólo al.tamente 

eficientes, sino también muy rápidos. 

Pueden 

inactivación 

visual.izarse, 

dependiendo de 

sin embargo, varios 

la concentración 

esquemas de 

del. péptido a 

proximidad del. receptor y de l.as propiedades del. receptor_ Aunque 

l.os efectos de l.os neuropéptidos son rápidos y de corta duración, 

duración algunos de el.los producen efectos retardados y de larga 

(del. orden de minutos) que no requieren de un mecanismo de 

inactivaci6n más rápido que l.a difusión. Por otro l.ado, l.as enzimas 

imp1icadas en estos procesos podrían tener especiXicidades l.imitadas 

según el. neuropéptido a inactivar o 

bioquímicos 

l.a l.ocal.iz~ción anatómica. El. 

la conjunto de factores y topográficos definen 

especificidad funcional. de l.as ectoenzimas (Schwartz y coi_, 198&) _ 

La comunicación interceiular peptidérgica podría ser modificada al. 

menos en parte por variaciones en estos factores. Por l.o tanto, es 

necesario estab1ecer model.os adecuados en l.os cua1es pueda 

estudiarse el efecto de la manipul.ación de la inactivación sobre 1as 

propiedades e1ectrofisiol.6gicas de la transmisión peptidérgica, para 

aumentar así los conocimientos sobre tales mecanismos. Queda el.aro 



entonces que, aunque uno de 1os aspee.tos importantes de :ta 

inactivac~6n extrace1u1ar de 1os neuropép~idos es ia degradación por 

1as eétoenzimas. deben ana1izarse también 1os demás mecanismos. 

La inactivación de l.os neuropéptidos liberados al. espacio 

s"5..náptico o a otros fl.uidos extracelul.ares parece ser un evento 

necesario para transmitir ~nformaci6n de una manera rápida, ya que 

l.a difusión aparentemente es insuf:iciente para disminuir l.a 

concentración de1 péptido en l.a vecindad de sus receptores. La 

inactivación de señal.es interce1u1ares es un proceso comp1ejo que 

l.l.eva a J.a el.iminación del. mensajero de1 área que contiene l.os 

receptores correspondientes. Aunque este proceso puede J.J.evarse a 

cabo por difusión, captura, .:interna1ización. degradación, 

modificación coval.ente o J.a combinación de al.gunos de estos 

mecanismos. 1a hipótesis actua1 es que J.a i.nactivac:i.6n de J.os 

neuropéptidos se l.J.eva a cabo por l.a acción de neuropeptidasas., 

peptidasas membrana1es especificas 1oca1izadas en sitios cercanos a 

1os receptores sobre J.a cél.ul.a b1anco (Schwartz, 1983} El papel. 

primordial. de l.as peptídasas en la inactívación extracel.ul.ar de J.os 

neuropéptidos resul.ta de mayar importancia que en el. caso de l.as 

neuronas aminérgicas, en 1as que ia captura parece ser el. mecanismo 

fundamentai de inactivaci6n. 

Para muchos neuropéptidos. se ha demostrado que su degradación 

~Q ~~~~2 ocurre muy rápidamente en 1a sangre y en muchos te~idos_ En 

e1 e.aso de TRH su degradación se observó a.ú.n antes de que su 

estructura fuera di1ucidada. Además, se encontr6 que el. TRH era 

así corno a 1a acción de enzimas inespecificas como pepsina, papaína 



o te::rmol.isina. Este hecho eE explicado por l. as características 

estructura1es de1 tripéptido debido a su extremo amino termina1 

cic1izado y a su extremo COOH termina1 amidado, el TRH es resistente 

acción de exopeptidasas, y debido al residuo interno de 

susceptible a la degradación por enzimas 
' .. 

hidro1iticas generales. La amidación COOH terminal acoplada a la 

ruptur~~de1 enlace X-g1i (Bradbury y Smyth, 1985), 1a aceti1aci6n N-

termiria1 (G1embotski, 1982) o 1.a c::ic1.ización de 1a g1utamina N-

terminá1 a piroglu (Busby y co1., 1987), son modificaciones post-

tradUcciona1es que reducen 1a susceptibi1idad de 1os péptidos a1 

ataque de exopeptidasas y que inf1uyen en su actividad bio16gica. 

Estas transformaciones se llevan a cabo según una secuencia 

específica, lo que sugiere que existen señales que 1a controlan. 

Ta1es señales podrían formar parte de la estructura del precursor. 

Con el objeto de comprender 1a función bio16gica de 1as enzimas 

que degradan a 1os neuropéptidos, un requisito primordial es 

de1inear primero las vías de fragmentación de los neuropéptidos y 

evaluar las propiedades bioquímicas de 1.as enzimas individua1es 

capaces de hidro1izar a estas sustancias. La información obtenida de 

estos estudio~ proporciona entonces, las herramientas necesarias 

1··" 
para resol.ver preguntas más especificas sobre 1a función de 1as 

enzimas individual.es en sitios específicos~ Además, es importante 

determinar si el neuropéptido y l..as en=imas que 10 degradan entran 

en contacto .!n e.1 caso de1 TP.H, e1 conocimiento de 1os 

cortes primarios de 1a mo1écu1a~ así como 1.a caracterización de 1as 

enzimas c:;!Ue 11evan a cabo estas rupturas, ha permitido seguir 

ade1ante con estudios re.1.acionados a1 papel fisio16gico que 



desempeñan estas en=imas en el contro1 de 1as concentraciones intra-

y ~xtrace1ul.ares de TRH en e1 SNC, así como determinar su posib1e 

reguÍac±6n en condiciones fisiológicas determinadas. 

Debido a su 

l.ocal.izaci6n intracel.ul.ar. ni 1a PGAI ni J..a PE podrian ser 

re1evantes en 1a inactivación de1.TRH después de su 1iberaci6n. a 

menos que se 1iberen junto con eJ.. péptido. Si J..a captura de TRH por 

un proceso dependiente de energía ocurre en eJ.. SNC, J..as enzimas 

so1ub1es parecerían no ser importantes en l.a inactivación de TRH ni 

siquiera a nivel.es de control. secundarios. En este caso, el. proceso 

de captura representaría eJ.. paso J..imitante y, por J..o tanto. 

regu1atorio. pero no l.as actividades de 1as enzimas intrace1u1ares. 

En el. caso de J..a inactivación de1 TRH y otros neuropéptidos por 

enzimas intracel.ul.ares en sus sitios b1anco otros mecanismos (por 

ejempl.o, procesos de endocitosis mediada por receptores) 

representarían 1.os el.ementos biol.6gicamente importantes sujetos a 

controJ.. (Fig.S) (Bauer, 19B7a). 

No se conocen l.os mecanismos que regu1an 1as concentraciones 

intrace1u1ares de l.os neuropéptidos en las term~nal.es nerviosas. Una 

posibil.idad es que al.gunas peptidasas pudieran l.l.evar a cabo este 

control. de manera que pudieran afectar las pozas intracel.u1ares del. 

péptido, en particuJ..ar, 1a(s) disponibJ..e(s) para 1iberarse. Para 1as 

cél.ul.as que sintetizan neuropé.ptidos:. degradación pudiera 

representar un sistema de seguridad que regul.e las concentraciones 

d~l. pé?~~Co que s~ produce bojo condicion~s 

en que l.a secreción es suprimida. Sin embargo, aún en este caso, 

parecería que l.as en=irnas solubles tampoco podrian jugar un pape1 
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directo en J..a regulación de 1as concentraciones intracelulares de 

péptido, puesto que l.o.s sitios de síntesis, al.macenamiento y 

1iberaci6n necesariamente están separados del sitio de degradación y 

porque J.a distribución deJ. TRH y de las enzimas no coincide. Por l.o 

tanto. otros mecanismos que determinen l.a trans1ocación del. péptido 

de1 sitio de almacenamiento al sitio de degradación constituirían 

1os e1ementos importantes de control,, pero no J.as enzimas por si 

mismas. Sin embargo,. existe l.a posibil.idad de que las enzimas 

sol.ubl.es PGAI y PE, aunque muy poco concentradas en 1a terminal 

nerviosa, estuvieran presentes en .l.as neuronas TRH-érgicas o en 

neuronas que contengan otro péptido:. particular. 

Desafortunadamente, tal.es mecanismos de ~ransl.o6aci6n para l.os 

neuropéptidos son aún desconocidos y muy difícil.es de eva1uar 

experimentalmente. 

Si tal.es mecanismos de trans1ocación existen y juegan un papel. 

bio16gicame:nte importante,, se esperaría que loe: nivel.es 

intrace1ulares de TRH aumentaran cuando su degradación es bloqueada 

por e1 uso de inhibidores específicos. Idea1mente, estos inhibidores 

deberían ajustarse a ciertos criterios (Bauer,, 19S7a) 1) no ser 

tóxicos, 2) ser permeables al. menos en membranas ce1u1ares y de 

preferencia 

encefá.1ica,. 

reactivos, y 

deberían de poder atravesar la 

3) 

5) 

ser relativamente estables!' 

selectivos. De preferencia, 

barrera hemato-

4) ser altamente 

estos inhibidores 

deberían de estar dirigidos contra el sitio activo de las enzimas en 

cuestión, produciendo una inhibición irreversible de las mismas. 

Los inhibidores especificas de la PGAI y 1a PE utilizados en este 

estudio se ajustan a estos criterios (Wil.k, 1989) _ Sin embargo. 



nuestros resu1tados muestran que ni eJ.. contenido !n ~~Y2 

ni 1a 1iberaci6n basa J.. o estimul.ada de TRH y LHRH cambian en 

respuesta a1 tratamiento con estos compuestos en varias áreas del 

cerebro, ia hipóf is:is: o el páncreas de roedores, excepto el 

contenido de ambos péptidos en respuesta a un tratamiento pro1ongado 

el bulbo 01.fatorio. Tratamientos prol.ongados ~~ 

utiJ..izando cultivo de órgano (eminencia media) o cultivos primarios 

de cé1u1as hipotalá.micas, tampoco modifican el contenido y 

¡, ••. ! 

J.iberación basal o estimulada de TRH. 

Nuestros resu1tados están de acuerdo con J..os de T. C. Friedman 

(no pub1icados), quien observó que después: de una soJ..a i~yección 

intraperitonea1 de PDMK y ZPP, administrados individualmente o en 

combinación, no había efecto sobre 1.os niveJ..es de TRH cerebra1es aún 

12 horas después del tratamiento. 

Por otro J.ado, nuestros resultados no concuerdan con :Los de 

Faivre-Bauman y col. (1986), quienes observaron que un inhibidor 

especifico de la PE (Z-GJ.i-ProCHN ) 
2 

inhibe también a :La PGAI y 

aumenta el contenido de TRH y la liberación basal y est:i.mul.ada por 

concentraciones depolarizantes de KCl en célu1as hipota1ámicas en 

cultivo. Utili=ando dos sistemas de cultivo diferentes e inhibidores 

e.specif icos de cada en=i.ma, nosotros no observamos ningún cambio 

sobre e1 TRH endógeno o 1.iberado. La discrepancia de estos 

resultados podría deberse a un efecto inespecif ico del inhibidor 

usado por el grupo de Faivre-Bauman~ ya que las enzimas poseen 

especificidades diferentes por sus sustratos_ Es posible que además 

de inhibir a la PGAI y a la PE e:ste compuesto modifique otras 

actividades e~zimáticas intracelulares y que ésto tenga un efecto 

indirecto sobre los niveles de TRH~ o bien que, dada su naturaleza 

__ 4~ -~~ ..... -~ ... ~~-.- ._.:r,f-"-, .... >--~-A~ ?'.'_·•-!--"---·. ·-"·-'·\;.;'-!...,. e_ ••••• .'.:'!:i •. .:'!',--~~.--!'.; 
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lipofilica, pueda afectar 1as membranas ce1ul.ares de manera 

inespecifica y, por lo tanto. modificar 1a 1iberación, como se ha 

sugerido en otros casos (Jochen y Berhanu, 1987). Además, este 

inhibidor no modifica 1os niveles de TRH hipotálamo 

(Bauer, 1988). Estas observaciones en conjunto sugieren que las 

enzimas so1ub1es PGAI y PE no están involucradas en 1a regu1aci6n de 

los niveles de TRH en células neuronales. 

Aunque el. LHRH es un buen sustrato de la PGAI y de la PE 

no tuvo efecto 

sobre los niveles endógenos o liberados de LHRH. Se ha propuesto que 

s 6 
e1 sitio inicia1 de corte del LHRH es e1 en1ace tir -g1i y que éste 

se 11eva a cabo por la acción de la endopeptidasa 24.15 (Krause y 

col .• 1982; Molineaux y col.., 1988). La inyección ~!:! Y~Y2 de un 

inhibidor dirigido contra e.1 sitio activo de esta enzima aumenta los 

niveles de LHRH en el cerebro (Molineaux y coi .. 1988). Además, la 

actividad de esta enzima está sujeta a regulación endócrina {Krause 

y coi., 1982: Lapp y O'Conner, 1986) _ En contraste, no se observa 

ninguna alteración en la actividad de la PE durante el ciclo estral. 

(Advis y col. 1982). Sin embargo, si e1 LHRH pudiera ser degradado 

por 1a PGAI y l.a PE, su inhibición específica debería 

aumentar los niveles del péptido. Como en e1 caso de TRH. podemos 

concluir que estas enzimas tampoco participan en la regu1aci6n de 

los niveles intra-terminales de LHRH. 

El hecho de que 1os niveles de TRH y LHRH hayan disminuido en el. 

bu1bo olfatorio en respuesta a1 tratamiento con los 

inhibidores por 13 horas fue un resultado contrario a 1o esperado . 

. . ... . .:- .. -~ ~·,. 



La posibilidad de que este cambio pudiera deberse a la inducción de 

una o ambas enzimas por efecto de1Clos) inhibidor(es), como se ha 

observado en e1 caso de la PGAI en células GH 
3 

por su inhibidor 

especifico (S-oxoprolinal) CFriedm.;,.n col. 1986) '· .puede 

descartarse. ya que la PGAI de buibo 61"fat0ri"o eStá notab1e:mente, 

inhibida, aunque en menor propoTci-óri_-_:q·J-~-~:-e-n----ei- -resto de1--C .. E:r-~br·~ .. :,_,_E1-

tratamiento con ZPP no inhibió a lci----.. ~E :·a ninguno de 1oS" ·~:·t.·~-~m-i:>os 

estudiados ~!:! ~!.~2· Sin embargo~ 1a il-ihibición de la enzima ·in~-'.~~~!:2 

en el bulbo olfatorio fue comparable· a: ·1a obtenida en el resto del 

cerebro .. J..o cua1 descarta la posibilidad de que en el bulbo 

o1f atorio existiera una forma·de. PE distinta a la del cerebro 

(isoenzima) .. 

La diferencia en los patrones de inhibición de la PGAI y la PE en 

el bulbo olfatorio y en el cerebro podria deberse a una 

accesibilidad diferente de los compuestos en ambos tejidos. Sin 

embargo" e1 hecho de que estos compuestos sean de natura1eza 

lipofilica y que al menos para el caso de la PGAI se haya observado 

una inhibición pronunciada a tiempos cortos" parece descartar esta 

posibi1idad. Alternativamente~ J..as tasas de metabo1ismo de estos 

compuestos podrían ser diferentes en ambas regiones .. Se ha sugerido 

que algunas enzimas de1 tipo de 1as deshidrogenasas a1dehídica y 

a1coh61.ica podrían intervenir en el c:.atabo1ismo del ZPP, 

transformándolo a sus derivados ácido y alcohólico respectivos 

(Friedman y col., i9B4) 1os cuales poseen una potencia inhibitoria 

varios órdenes de magnitud menor al compuesto origina1 (Wilk y 

Orl.owski, i9B3) La actividad de estas deshidrogenasas es diferente 

dependiendo del tejido. y en este sentido. la única posibilidad es 



que en e1 bu1bo o1fatorio 1a actividad cata1ítica de estas en=imas. 

fuera extraordinariamente a1ta. 

Por 1o tanto. 1a disminución· en e1 contenido de TRH y LHRH en el. 

bul.bo ol.fatorio no parece estar re1acionada directamente con l.a 

actividad de 1as enzimas so1ub1es. 

Además de l.os sistemas degradativos. l.a secreción y/o el. 

procesamiento de los precursores podrían afectar los niveles de l.os 

péptidos en l.as termina1es nerviosas. La posibil.idad de que PDMK y/o 

ZPP aumenten 1a l.iberación de TRH ~~ Y~Y2 (y probabl.emente de LHRH), 

de manera que disminuya el. péptido en el. tejido. no parece ser el. 

caso, puesto que l.os inhibí.dores no tienen efecto sobre l.a 

liberación ~n y~~~Q-

Por otra parte, el. bul.bo ol.f atorio se comporta de manera 

diferente al. hipotálamo en ,cuanto a TRH. Por ejemplo, se ha 

propuesto que en el bulbo o1fatorio el. precursor de TRH se procesa 

de manera diferente al. resto de1 cerebro (Lechan y col., 1987). 

Además, esta región contiene la menor actividad de PAM en el cerebro 

(al.rededor de 40 veces menos que en el. hipotá1amo) (Meng y Tsou, 

1988). Si PDMK o ZPP tienen efectos inespecif icos sobre otras 

acti".,•iCad-=:;::; cn=irr~áticas, -como- -F-C:i"'· e.§em~lc --sobre·--l:a- -PAM;- - la 

inhibición de esta enzima por a1guno de estos compuestos resu1taría 

en una disminución en e1 contenido de los péptidos. La presencia de 

una baja actividad de PAM en e1 bu1bo olfatorio podría representar 

uno de los pasos limitantes en e1 procesamiento terminal. de l.os 

péptidos. de tal manera que la inhibición de ésta produciría efectos 

considerables sobre su contenido. Por otra parte~ 1a disminución en 



e1 contenido pudiera deberse a un efecto de los compuestos en otra 

etapa del procesamiento de los precursore~. Además. la liberación 

basal de TRH en esta región es muy al~a y el tejido no responde a 

+ 
una estimu1ación por K C Méndez y col .• 1987}. La actividad de la 

PGAII es de 1as más a1tas medidas e:n e1 cerebro (Vargas y co1.., 

1987). La PGAI es inhibida ~B y~yQ en menor proporción que 1a enzima 

de cerebro y la PE no es inhibida á..D por sus inhibid ores 

especifico~ {este trabajo} La PGAI es regulada por hormonas 

tiroideas (Suen y Wi1k, 19S9a). Estos datos en conjunto hacen pensar 

que e1 bulbo olfatorio representa una región en la que el proceso de 

síntesis y secreción de TRH pudiera ser diferente a1 que ocurre en 

otras regiones del cerebro Y. por 10 tanto, constituye un objeto de 

estudio atractivo para futuras investigaciones en esta dirección. 

En conclusión, nuestros datos confirman la hipótesis de que las 

enzimas solubles PGAI y PE no controlan los niveles endógenos de TRH 

o LHRH, ya que probablemente las enzimas nunca entran en contacto 

con 1os péptidos y están de acuerdo con 1a distribución 

subce1uJ..ar de 1as enzimas y los ¡:.éptidos en las terminales 

nerviosas. Estas enzimas tampoco regulan los niveles extraceiuiare.s 

'. de J..os res: puesta· -·a- - -un& 

estimulación. aunque existe la posibilidad de que 1as enzimas 

so1ub1es se secreten por J..a vía constitutiva 7 como se ha mostrado 

i ;;_ 
para aJ..gunas proteínas {Kelly, 1985, 1988). En este sentido, cabe 

mencionar que en líquido cef aloraquídeo de muchos mamíferos se ha 

detectado una actividad de PGA (?rasad y col., 19S7a) , que en el 

hombre disminuye con J..a edad <Prasad y col., 1987b). La actividad de 

esta enzima en el líquido c.efaloraguideo probabl.emente es el 



resu1.tado de la e:n;:.ima 1.iber.=.da de muchas a reas de J. SNC. 

e~pecia1.mente de 1a médula espinai. evento que pudiera refl.ejor una 

secreción constitutiva de 1a en=ima a este nivei. 

Nuestros resultados no se con~raponen con el hecho de que J.os 

metabo1.itos producidos por 

TRH-OH, están presentes en 

estas enzimas. el. His-Pro-DKP 

muchas áreas del SNC (Prasad y 

y eJ. 

coi., 

1982; Emerson y coi., 1980) y que exhiben efectos en estas regiones 

(Prasad, 1985; Boschi y col.., 1980). Aunque se ha demostrado que e1 

His-Pro-OKP se libera en 

2+ 

+ 
respuesta a alto R y que este evento es: 

dependiente de Ca extracelular Ciriuchijima y Wilber, 1987), no 

se ha podido demostrar 1.a presencia de receptores al dipéptido 

cíclico en tejido nervioso, 

( Prasad, 1989). Por otra 

apoyen que el dipéptido se 

His-Pro-DKP en sangre, 

pero si en médula adrenal y en hígado 

parte, tampoco existen 

metaboliza (Prasad, 1989) 

liquido cefaloraquideo 

evidencias que 

Los niveles de 

y cerebro no 

corre1acionan con 1os de TRH (Mori y co1., 1982a 9 b; Yamada y Wi1ber, 

1989; Prasad, 1989) Tampoco hay corre1ación con la actividad de PGA 

que lo produce~ ni durante el desarrollo ni durante el 

envejecimiento o en estados farmacológicos alterados (Prasad y col., 

1987a). Estas observaciones han 11.evado a especular sobre e1 origen 

del His-Pro-DKP, y el grupo de Jackson ha sugerido que no todo el 

His-Pro-DKP proviene de TRH. sino que una parte podría derivarse del 

precursor de TRH a partir de la secuencia Gln-His-ProNH 
2 

(Lechan y 

col.., 1986), ya que este precursor se 1oca1~za en el. cerebro en l.as 

mismas áreas en las que se encuentra el dipéptido cíclico, lo cual. 

proporciona las bases bioquimicas para postular que el. dipéptido 

podría originarse directamente a partir del precursor de TRH sin la 

formación de éste como paso intermediario (Lechan y col.., 1986; 



Lechan y Jackson. 

al de TRH podria 

1986). A1ternativamente, otro precursor 

originar His-Fro-DKP CYamada y Wi1ber, 

distinto 

1989) o 

bien. a través de 1a sintesis Q~ DQYQ de1 dipéptido a 

aminoácidos que 1o constituyen (Prasad, 1987a, 1989}. 

partir de l..os 

Puesto que 1a secuencia precursora inmediata de His-Pro-DKP es 

His-Fro-NH 
2 

y ya que existe en el. cerebro una enzima membrana1 

capa= de producir His-Pro a partir de esta secuencia? 

dipeptidasa IV CE.C.3.4.14.S), existe la posibilidad 

la dipeptidi1 

de que 

formación de His-Pro compita con J..a c:i..c1izaci6n no enzimática 

1a 

de 

His-Fro-NH 
2 

evento que ya ha sido demostrado ~~ y~~~2 con membranas 

sinaptosoma1es co•connor y o•cuinn. 1986; O'Cuinn ·Y col., 1990). 

Esta hipótesis es apoyada por e1 hecho de que existen receptor.es a 

His-Fro en cerebro (Coggins y y porque este dipéptido 

tiene efectos en el.. 

col., 1987) 

SN cuando se 1e administra 

intracerebroventricu1armente (Coggins y col. 1986) 

Ya que las enzimas so1ub1es no es tan imp1icadas en 1a 

degradación intracelu1ar de1 TRH y el LHRH. otros mecanismos podrían 

11evar a cabo esta función, tales como 1a fusión de 1.as vesicul.as 

que contienen los péptidos con 1isosomas. Alternativamente, otra 

enzima soluble podría 

(1981). 

ser l.a responsab1e, como lo han sugerido 

Kre.ider y col. quienes suponen 1.a existencia de una tercera 

enzima soluble en el cerebro que puede degradar al TRH directamente 

hast.a ProNH 
2 

Sin embargo. esta enzima no ha sido caracterizada. 

Fina1mente, habria que considerar la posibilidad de que la PGAII 

intragranular pudiera regul.ar 1os 

miefitras la enzima es transportada 

membrana plasmática. 

niveles de TRH intracelul.armente 

hacia su sitio de anclaje en la 



1' 

i. 
t'a 

Aunque no se ha identificado un papel. fisio.1.ógico para las 

enzimas so2ub1es en la inaci:.ivación de TF:H o LHF:H. éstas podrían 

representar un mecanismo a través del cual 1os péptidos liberados de 

cél..ulas dañadas o vesículas viejas: regresarían a 1a poza de 

aminoácidos~ como han sugerido O'Cuinn y col. (1990) 

La rápida 

inactivación del TRH 1iberado en distintas áreas del SNC parece ser 

un evento de capital importancia y un requisito para que e1 péptido 

pueda funcionar como un .factor de comunicación neuronal {Fig. 7). 

Con respecto a los procesos enzimáticos, existen esencia1mente dos 

posibilidades CBauer. :!.987al en anal.ogia a la inactivación de 

aceti1co1ina por 1a acetiJ.colineste~asa. se esperaría que 1a 

inactivación de los neuropéptidos liberados en sinapsis fuera 

cata.1.izada por enzimas localizadas en la vecindad de los receptores 

al péptido. Desempeñando funciones especializadas de ••aclaramiento•• 

en 1os sitios blanco, ta1es enzimas deberian de ser importantes para 

1a tran~misión de la siguiente señal. Aún más. estas enzimas podrían 

modificar directamente la concentración de estas sustancias en sus 

sitios blanco 7 así como en la duración de su acción y, por lo tanto, 

en ia respuesta biológica. 

En contraste. las enzimas localizadas sobre 1as neuronas en 

sitios le~anos al sitio de interacción de 1a célula blanco, o bien 

en otras células. podrian actuar sobre los péptidos s61o después de 

su difusión y, por lo tanto'!' estas enzimas sólo podrian llevar a 

cabo funciones .general.es de e.liminación. La existencia de tales 

enzimas sería un inconveniente para estudios farrnacoiógicos, factor 

que debe tomarse en cuenta cuando se administran neuropéptidos 



exógenamen~e. Sin embargo. puC.::..c;::ran 

una f"unci6n impo:::--c.ant.e el de 

cornunicac.i.ón evi-c.ando que l.os péptidos se acurnu1en y alcancen o~ros 

sitios blanco. 

La identificación de una enzima especifica para 'TRH, l.a PGAII. 

heterogéneamente 

sinaptosomal.es 

dis~ribuida 

como una 

en e1 SNC, 

ectoenzima. y 

presente 

regu1ada 

en 

por 

membranas. 

hormonas 

tiroideas de manera tejido-especifica, refuerza 1a posibi1idad de 

que esta peptidasa J..leva a cabo funciones muy especializadas y 

probablemente regul.atorias. La local.ización preferencial. de l.a PGAII 

en neuronas sugiere que esta enzima desempeña una función importante 

en :la terminación de la acción de J. TRH en sus sitios b1anco. 

Nuestros resu1tados sobre el efecto de un inhibidor especifico de 1a 

enzima 7 e1 CPHNA 7 sobre 1a recuperación de los niveles 1iberados de 

TP.H de a:l 

eíectivamente éste es e1 caso_ 

apoyarían esta sugerencia. Aún 

1os niveies recuperab1es de TRH 

Sin embargo 7 

más 7 el hecho 

experimentos ~n yivo 

de que e1 aumento en 

liberado de estas tres regiones en 

presencia del inhibidor correlacione con la actividad 

1a enzima en las mismas. apoya aún más esta hipótesis_ 

especifica de 

El CPHNA no tiene efecto sobre los receptores a TRH y no inhibe a 

la PE. La débil inhibición de J..a PGAI por este compuesto a :la 

concentración utilizada en 1os exper~mentos de 1iberaci6n CO.l.mM), 

no parece contribuir a.1 ef ec't:.o observa.do. ya que los inhibidores 

específicos de la PGAI y la PE no afectan los niveles recuperables 

de TRH l.iberado. Puesto que :Las rebanadas de tejido se 1avan 

exhaustivamente antes de agregar e1 inhibidor, es prácticamente 



•. ¡ 

l.\ 

imposib1e que 1a ºTiro1:iberinasa•• sérica contr'ibuy~ a l.a degradación 

de1 TRH en estas condiciones. 

Por otra parte. e1 efecto de CPHNA eS especifico para TRH, 

que e1 inhibidor no afecta 1a 1iberaci6n basa1 de GABA, Met-enc 

ya 

y 

dopaciina. Con9iderando que 1os· nivel.es de TRH en 1os te.:iidos 

estudiados no cambian y ya que ia PGAII es una ectoenz.1.:ma, 

proponemos que la recuperación aumentada de TRH 1iberado se debe: a 

1a inhibición de un mecanismo de inactivación extrace1u1ar, 1a 

PGAII. 

Si bien l.a l.iberación basal. de GABA,. Met-enc y dopamina no es 

afectada por CPHNA, :La 1iberaci6n e:stimu1ada por concentraciones 

depolarizantes de 'KC1 en 1os dos primeros casos disminuye 

significativamente. Esto puede deberse a que 1a secreción de 

sustancias neuroactivas es sensible a a.1gunos compuestos que 

modifican proteínas CAugustine y col.., l.987) Por ejemplo, la N-

etilmal.eimida bloquea 1a secreción en céluJ...as: cromaf ines 

permeabil.izadas CKnight y Baker, 1982; Wilson y Kirshner, 1983; Frye 

y Holz, 1985) y en huevos de erizo de mar CJackson y coi. 1985), lo 

que sugiere que 1os gTupos sul.fhidri1o tienen una función importante 

en una proteína imPlicada en ei mecanismo ·de secreción. En 

contraste, 1a N-eti1ma1eimida y compuestos gue reaccionan con grupos 

-SH aumentan 1a 1iberación de sinapsis neuromuscu1ares intactas 

(Ca.rlen y co1.., 

1979), rebanadas 

(Pozzan y co.:L., 

1976 ;· Carmody, l.978) 

de te5ido CWade y 

l.984) . Es probable 

-compuestos sobre termina1es nerviosas 

sinaptosomas 

col., 198l.) y 

(Baba y 

célu1as 

que los efectos de 

col.., 

PCl.2 

estos 

intactas se deban a aumentos 



conce:n-::.ra:.c i.o:i.es de Ca y/o acciones 

citot6xicas generales (Po==an y col .. 1984). 

Adern~s. un inhibiCor Ce 1a actividad degradativa de LHRH (el N-

to~i.l.-L-feni1a2ani~a c1orometi1 cetona) aumenta 1a .l.iberación del 

péptido de 

imp.l.ica.r .l.a 

eminencia rnedia a través. de un mecanismo que parece 

activación de un componen"te en 

células (Advis y col .. 1988). 

Por o"tra parte, actualmente se piensa 

sustancias neuroactivas está mediada a través 

.l.a membrana de 

que la secreción 

de .l.a activación 

2+ 

las 

de 

de 

meta.l.oendoproteasas. La fusión dependiente de Ca de mioblastos 

aparentemente reguiere 

{Couch y Strittmatte:r, 

de la actividad de una meta1oendoproteasa 

1983, 1984). E1 mecanismo por e.l. cual esta 

enzima aumenta la fusión es desconocido. Esta proteasa requiere 

Zn u otros me-c.a.l.es pesados e hidro.l.iza en1aces peptidicos en el 

1ado amino termina.l. de aminoácidos hidrof6bicos. Así, l.os dipéptidos 

sintéticos que sean sustratos de esta enzima podrian usarse como 

sondas, ya que competirían con l.os sustratos ce1u1ares que median 

1as respuestas correspondientes. 

Puesto que existe cierto para1e1isrno entre la fusión celular y 1a 

exocitosis, se piensa que probablemente se requiera también de la 

actividad de una metaloendoproteasa en la exocitosis. El guelante de 

metales pesados l.. 10-fenantrolina. bloquea la secreción de 

histamina de mastocitos intactos (Mundy y Strittmatter, 1985). Los 

la 

los 

que ~on ~UST-rb.1:-0S lo enzima 

secreción de mastocitos (Mundy y Strittmatter. 1985)' 

potenciales de placa en l.a unión neuromuscular de rata <Baxter y 

col .. 1983) y la liberación de glicina inducida por 

en retina de Xenopus CFrederick y co1.~ 1984). Otros 

depo.l.arización 

inhibidores de 



rna~a1oendoprotaasas b1.oquean secrt::cicn 

preparaciones. La Qnica evidencia an contra 

dipéptídos sintéticas que son sustratos de l.a en::.ima no 

p&rec.en afectar J..a transmisión en sinapsis de ca.1.amar gigante 

(Augustine y coi., 1987). 

Por io tanto. e1 efecto de CPHNA observado sobre ia J..iberación 

estimulada de GABA y Met-enc pudiera explicarse como un efecto 

inespecifico de1 compuesto a nive1 de una de l.as etapas terminal.es 

de1 proceso de secreci6n~ probab1emente sobre J.a metaJ..oendoproteasa 

descrita. 

- ·Una.-se:r:i.e -Ce ·- d&tos --:ind.i.c..-a--que ---l.& -PGAI-I:-es --la---ú.r;!.-.:.a- ...e:nz1..-m&- - =-que 

puede entrar en contacto con e1 TRH en el. espacio sinaptico o en 

otros f1uidos extrace1u1ares para degradar1o; en este sentido, cabe 

mencionar que el. TRH e:s esencia1.rnente. degrada.do e:n suero por la 

"Ti.roJ..iberínasa" (WiJ..k y Friedman. 1985) Estas evidencias ínc1uyen 

J..as propiedades cata1.íticas y :La especificidad de J.a ?GAII, su 

1oca1izací6n preferencia1 en e1 cerebro, en nauronaa y en membranas 

sinaptosomales 1 como una e:ctoenzi.ma, asi. como riuestros resu1tados 

sobre ia recupe~acíón de TRH lib~~ado en presencia de un inhíbidor 

especifico de ia enzima, y e1 hecho de que 1as peptidasas saJ.ubl.es 

PGAI y PE ne se 1~beran en respues~a a depo1arizaci6n. Los datos en 

conjunto permiten conciuir que ia enzima ~iene un pape1 es:pecif ico 

en el funcíonamiento de algunos circuitos neurona1es. La comparación 

\ de J.a distribución regiona1 de 1a enzima con 1.a del. TRH y sus 
1 

i 

\ 
receptores~ así como con 1a de 1a 1iberaci6n basai y estimul.ada por 

concentraciones depoJ..arizantes de KCJ.. en varias regiones del. cerebro 



de ra't:.a. revela que no existe una correlación estricta (Méndez y 

col., 1987; Vargas y col. 1987}. Por lo tanto, es posible que en e1 

cerebro, pesar de l.os conocimientos actual.es sobre la 

especificidad de l.a PGAII, la en=ima tenga otros sustratos 

fisio16gicos, corno se ha demostrado para otras peptidasas, como la 

endopeptidasa 2G.11 <Turner, 1988). 

Si bien el conjunto de evidencias sugiere que la 

enzimática por la PGAII es el mecanismo principal de 

degradación 

inactivación 

del TRH extracelular. no puede descartarse la posibi2idad de que 1os 

demás mecanismos de inactivación participen en este proceso en 

condiciones fisiológicas particulares o en regiones cerebral.es 

determinadas. En es-e.e sentido, cabe mencionar que el material 

inmunoreactivo que se libera de1 hipotálamo ~n ~~~~Q corresponde a 

tres entidades mo1ecu1ares distintas, de las cuales la más abundante 

es TRH auténtico (Ménde= y col .. sooetido). Las otras dos formas son 

inmunológicamente semejantes a TRH. de un peso mo1ecular muy similar 

y más hidrofóbicas que TRH CMénde= y col .. sometido). Dichas formas 

podrían corresponder a mol.écu1as de TRH modificadas covalentemente. 

proceso que pudiera estar 

se ha sugerido en ei caso 

ligado a la liberación del 

de a-MSH (Martens y co1., 

péptido, como 

1981; Vaudry y 

co1., 1983}, o bien. ser rno1éculas tipo TRH sustituidas en a2guno de 

sus aminobc1dos <FekbrY y col., 1983, 1985: cockle y col .• 1909). o 

corresponder a extensiones cortas de 1.a molécula de TRH en sus 

ex-e.remos NH o COOH termina1es como intermediarios dei procesamiento 
2 

de1 precursor de TRH. cuya presencia se ha demostrado ya en algunos 

tejidos (Cockle y Smyth, 1986, 

reportado también 1a presencia de 

1987. 1988). Otros autores 

ooléculas adicionales tipo 

han 

TRH. 



.. 

Por ejemplo. Biggins y coi. {1983) detectaron 4 formas distintas en 

l~quido cerebroesp~nal humano. y Sheward y col. (1983) reportaron la 

presencia de tres formas en sangre porta2 de rata. la más abundante 

de 1as cuales es TRH auténtico. mientras que las otras dos son más 

hidrofóbicas que éste. Por lo tanto. de estos estudios queda claro 

que .l.a existencia de formas adicionales tipo TP.H parece ser un 

fenómeno generalizado y, que posibl.emen"C.e alguna(s) de ella(s) 

podria(n) ser el resu.1tado de la acción de un mecanismo de 

inactivación distinto a la degradación en=imatica. 

E1 presente estudio es la primera evidencia que demuestra la 

acción de una enzima responsable del catabolismo de TRH en f1uido 

extracelu1ar en e1 cerebro. Nuestros resultados sugieren que la 

enzima podría estar localizada cerca del sitio de liberación del. 

de 

el 

péptido. aunque ésto queda por verificarse. Estudios 

inmunocitoqu~~ica, utilizando inhibidore:.s espe:ci.ficos o 

anticuerpo de la PGAII marcados radioactivamente podrian ayudar a 

raso1ver este problema. Por lo tanto, la PGA!I puede incluirse 

actualmente dentro de la lista de peptid.asas responsabl.es de la 

in.activación extracelular de los neuropéptidos. Por el momento, ésta 

es la única ••neuropeptidasa especifica•• conocida. Su alta 

especificidad sugiere que a partir de las co~secuencias funciona.l.es 

de su inhibición, puede inferirse el papel fisiológico del TRH en el 

cerebro. Sin embargo, fal-c.a aún por demostrar que la inhib.:i..ción 

específica de la enzima ~D Y~E~9 y/o ~D ~~Y2 es capaz de modificar 

la transmisión TRH-érgica en el cerebro para poder concluir sin 

l.u~ar a dudas que la PGAII es la re:spons.c.ble de la inactivación 

fisiológica del TRH. 



Final.mente, l.1ama 1a atención e1 hecho de que a pesar de una 

inhibición de só1o un 40?. de l.a PGAII con CPHNA, el. efecto observado 

sobre 1a recuperación de TRH l.iberado es significativo. Por l.o 

tanto, estos estudíos ·estimu1an 1.a b_'Ó_s_9u~da de otros inhibidores más 

potentes y se1.ectivos de l.a PGAII. El. dis~fio de este tipo de 

compuestos sería de gran util.idad en el. estudio del. funcionamiento y 

1a regul.ación de probab1emente también en el. 

tratamiento de aigunas enfermedades nerviosas en l.as que el. TP.H 

pudiera estar irnp1icado, como se ha sugerido, por ejempl.o, en l.a 

ezcierozis a~ciotrópica 1ateral. 



CONCLUSION GENERAL 

A 1.a fecha no se ha podido demostrar de manera conc1uyente J.a 

existencia de un mecanismo intracel.u1ar de inactivaci6n de 1.os 

neuropéptidos. Podría pensarse que l.os reajustes en 1.os nivel.es 

intra-termina1.es de neuropéptidos son el resu1tado de un equil.ibrio 

entre J.a biosintesis y J.a liberación de 1.os mismos,. a menos que 

e~ista(n) otro(s) meCanismo(s) intrace1ul.ar(es) de inactivación, por 

ejemp1o a través de 1.a fusión de vesícul.as con 1.isosomas. 

Las evidencias actual.es apoyan a 1a degradación enzimática como 

eJ. mecanismo 

neuropépt.idos. 

principal. 

Existen 

de 

dos 

inactivación ex:tracel.ul..ar de J.os 

el.ases de peptidasas membranal.es 

responsab1.es de este proceso peptidasas específicas para un sol.o 

neuropéptido, clase que actualmente sólo incluye a J.a PGAII, y un 

número relativamente pequeño de exo- y endopeptidasas con sitios 

activos con pref'erencia por oligopéptidos sobre proteinas. Los 

sitios activos de éstas últimas, exhiben una amplia especificidad en 

cuanto a J..as cadenas 1.ate:ral.es de residuos aminoacídicos 

determinados en rel.ación a sus propiedades químicas y 

conformacionales. 

La localización de las céluJ.as que expresan una actividad 

enzimática en particuiar es fundamental en 1a determinación de la 

especif.:i..cidad bio:lógica y l.a importancia de l.a hidról.:i.sis enzimática 

de los mensajes peptídicos. El hecho de que las peptidasas tengan 

una amplia especif ic.idad no invalida esta conciusión. Por el 

contrario, la ampl.ia especificidad de l.as peptidasas tiene 

relevancia fisioJ.Ogica si se piensa que muchos neuropéptidos se co-

liberan de 2as mismas terminales nerviosas y vario~ neuropéptidos 



pueden estar presentes en e-1 medio arnbien"te de una neurona ba5o. 

regu1aci6n po1isináptica. De esta íorma,. un !1.européptido podria 

regular 1a concentración de otro por competencia. en forma ta1 que 

1a concentración y,. quizás ta~bién la acción de1 neuropéptido con l..a 

Km más alta. sería mantenida por este tipo de mecanismo. Por 1o 

tanto,. la amplia especificidad de las peptidasas representa más bien 

una ventaja en la inactivación de 1os neuropéptidos en e1 SNC. 

EJ.. uso de inhibidores específicos y no específicos de varias 

que 

éstas tienen en 1os sistemas peptidérgicos. La mayoría de 1os 

estudios que: han uti:Lizado inhibidores ha dejado claro dos puntos 

por un 1ado. los inhibidores mantienen elevados los niveles de 1os 

pépti.dos por un tiempo más prolongado; por otro l..ado,. 1os 

inhibidores son capaces de potenciar el efecto de 1os péptidos. 

Estos son dos aspectos de importancia fundamental. ya que el. 

tratapiento Ce algunas enfermedades nerviosas pudiera consistir en 

el diseño de inhibidores especificas de las peptidasas involucradas, 

controlándose los niveles del péptido en cuestión. 

Por otra parte,. 1as peptidasas,. al hidrol.izar a los neuropéptidos 

pueden generar otros péptidos bio:L.ógicamente activos- Por ejempl..o, 

1a PGAI y 1a FGAII, a1 hidro1izar a1 TRH generan His-Fro-DKP (Bauer 

y K1einkauf, 1980), eJ... cua1 tiene ef ect.os en el. SNC, algunos de 

ellos similares a 1os de1. TRH que lo originó,. mientras que otros son 

opuestos (Prasad. 1985) De igual manera,. l..a PE. al hidrol.i.zar a la 

substancia P .. p:-oduce un fragmento activo con mayor actividad 

biológica que e1 péptido del. cuaJ... se derivó (Yajima y col.,. 1973; 



K~tagawa y col., 1979). La producc~ón de metabo1itos bio16gicame:nte 

activos parece ser un"fenómeno común en el SNC. lo cual resU.1ta de 

espec~al ~nterés, ya que se abre la pos~b~l~dad de que 1a actividad 

de una peptidasa no só.l.o re~ule 1os niveles de un péptido, sino 

también que pueda generar nuevas: actividades en determinadas 

condiciones fisiológicas. 

F~na1mente, no puede e~cluirse la posibilidad de que uno o varios 

de los otros mecanismos descritos participen en la inactivación de 

los neuropéptidos, asi como el hecho de que distintas regiones del 

cerebro utilicen mecanismos diferentes. 

Una de l.as preguntas interesantes que quedan por estudiar se 

refiere a saber cómo un mismo efector es capaz de modificar 

simuJ.táneamente la :Liberación y una de :Las otras etapas del 

metabolismo. EJ. ciesarrolJ.o de sistemas de cu1.tivo de 

neuronas permitirá. en un futuro responder a muchas de estas 

preguntas. así como la clonación de tipos celul.ares peptidérgicos 

específicos y de las enzimas involucradas en la inactivación. 
t :t 

Asimismo. el desarrol2o de nuevas metodologias permitirá estudiar en 

que circunstancias una determinada vía peptidérgica es activada o 

reprimida mediante la evaluación de las tasas de biosintesis., 

"" liberación e inactivación de los péptidos invoiucrados ~n y~ye y/o 
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