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ABREVIATURAS

Acn = ac<stilcoline.

ACTH = corticotropina.
CPHINA = N-l1-Ccarpoxi-feniletil
CCK. =

colecistocinina
DA = dopamina.

GABA = acido gama aminobutirico.
H = histamina.

E-HT rotonina.

KRS 38 ¥4 -Bicartrnatos.
Leuv-enc = Leucina-sncseialina.
LHRH orpona liperadora de

FPAM = pPepTtlicl.i giicineg monooxigsnasa a-amidante.
PDMK = piroglutamil diazco m=tilc=tona.
PE = proliil enaopeptardaseae.
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FGAIL = piToEluytamato SHMihoepSptlidasd II:
POMC = pro-Spiom=lanocortina.

RER = YSTaGUlo ENdoPlasmicd Yugoso.,

AlAa = radicinmunosensayo.

SHC = Sistems Nervioso Central.

SNP = Sistema Nervioso Periferico.

SRIF = somatostatina.

To =

= Triicdotircnina.
Tw = tiroxina.

ThH = hormcona liberadcocra de tirotropina.
TSH = tirctropina.

VirF = p=eptidc vascazctivo intestinal.l

rPr =

N-benzijloxicarponil-prolil-prolainai.

(N2m penzil)~histidil-Bnaftilamica.



INTRODUCCION

Los_ _neuropéptidos como_ _mensajeros__quimicos_ _en_ : el _Sistema

Nervioso-

El cerebro- de los mamiferos es un sistema complejo qQue coordina

de funciones en el organismo. La regulacién’ ‘de
'lleva ‘a cabo a traves de la comunicacién

C weual es mediada por mensajeros quimicos.

moléculas como la

acetilcolina,

v algunos aminoacidos. Sin embargo,

actualmente sé-sabe que existe otro tipo de sustancias neuroactivas,
de naturaleza peptidica, capaces de modificar la actividad neuronal,

pbfjiofqué se ha propuesto gue estos mensajeros podrian actuar como

neurotransmisores (NT) © neuromoduladores (NM) de la transmisién

sinaptica. Por consiguiente, resulta de capital importancia conocer
la bioquimica de los neuropéptidos v con ello contribuir a la

comprensién del funcionamiento del Sistema Nervioso {SN) . Tal

investigaciotn requiere de informacibén relacionada con aspectos
fundamentales como la biosintesis, empaquetamiento, transporte,

liberaciétn, inactivacién e interacciédn de los neuropéptidos

(NP) con

sus receptores especificos. Aunque se conocen algunos de los efectos
de los NP en el Sistema Nervioso Central (SNC), se cuenta con poca

informacién relacionada

a los procesos bioguimicos involucrados en

el funcionamiento de las neuronas peptidérgicas. Se conoce aun menos

acerca de los mecanismos que regulan las funciones nerviosas en las
que participan los NP, h'4

se ha sugerido que los procesos de



biosintesiﬁ; liberacioén e inactivacioéon representan etapas
potencialés;sujéﬁaéla,regulacién. ‘

E1 descubrimientob'de,qde‘ las . naufonas secretoras de peptidos
comprenéé;_'ﬁAé'gérén' pofqién ‘del ' Sistema. Nervioso Central v
Periféricé &SNP) (kfieger' v col., 1983; Lynch y Snyder, 1986;
Sch#rréf; 1937), ha levantado un gran interés en cuanto al posible
xpéééi fisiol&gicor ae éstoé en la comunibacién neuronal y en los

procesos implicados en la regulacién de muchas funciones nerviosas.

La familia de neuroconas peptidérgicas incluye actualmente, ademas de
las células neurosecretoras. "clasicas", una larga lista de tipos
celulares que sintetizan h'% utilizan péeptidos como nensajeros

quimicos (Scharrer, 1987). Es asi como muchos de ellos participan en
diversas funcionés del organismo, desde el metabolismo general de
las células, el control del desarrollo b Y4 la reproduccion, hasta
funciones més especializadas como la transmisién nerviosa. Por lo
tanto, los péptidos pueden transmitir informaciétn como hormonas o
neuro—-hormonas (comunicacién enddédcrina, paracrina, autédcrina, neuro-—
hemal), como neurotransmisores yv/o neuromoduladores (Fig. 1) en
distintos sitios del organismo (Vizi, 1984; Scharrer, 1987), - de tal
manera que el limite entre neuronas Yy otras especies celulares
implicadas en la comunicacién celular, especialmente las cé&lulas
enddbcecrinas, se ha vuelto indistinto. Esto se ve ejemplificado‘ por
dos tipos celulares, las ceélulas APUD (células endoécerinas del
sistema difuso del aparato digestivo) (Pearse y Takor Takor, 1979) ¥y
las paraneuronas (Fujita, 1985) . La importancia de los NP en una
gran variedad de procesos biolégicos puede dificilmente ser
sobreestimada. Su versatilidad parece explicar gran parte de la

complejidad y sutileza en el sefialamiento neuroquimico, el cual no
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Fig. l1.-Formes de comuniceacidn interceiular. (Tomado de Snyder, 1985).



podria llevarse a cabo exclusivamente a traves de 1la transmisién

sinaptica clasica.

La amplia distribucién de los NP tanto dentro como fuera del SNC,

asi como~;él hecho de que muchos de ellos coexistan con “NT no

peptidérgicos, apoya esta 'premi',sa-

Recientemente, se ha demostrado que algunas;_ébb

(Shinoda y col., 1989; Hansson, 1988), por lo que_I

no se limita a neuronas y a células secretoras. momento, no

Se conoce la funcién de estos mensajeros en células gliales.

Los NP estan ampliamente distribuidos a lo largo de todo el reino
animal, incluyendo los organismos unicelulares (Roth ¥y Le Roith,
1984). La similitud en secuencias de aminoacidos de numerosos
peptidos en distintos organismos sugiere que los NP bioldbgicamente
activos son elementos estables con una larga historia evolutiva. Sus
origenes parecen remontarse al momento en que los primeros sistemas
nerviosos empezaron a formarse, o aun antes. Aparentemente, cuando
no existian células enddcrinas propiamente dichas, el SN tuvo a su
cargo todas las funciones integrativas requeridas por el organismo.
De hecho, en células nerviosas primitivas, las funciones endécrinas
deben haber precedido a las actividades sinapticas, las cuales
parecen haberse desarrollado después.

Se ha especulado que los péptidos activos de hoy provienen de
Precursores ancestrales proteinicos que, paso a paso, desarrollaron
la capacidad de producir principios activos en una forma
ejemplificada hoy en dia por los mecanismos de biosintesis a partir

de pro-proteinas. A medida que la demanda en mensajes se hizo mas



compleja, se selecczonaron secuencxas que codlflcaban para peéptidos

fzs;olég;cas especificas, las cuales ”evolucionaron'

moléculas receptoras. Paréce razonable

la  aparicidn de un. . ‘sistema 'endécrxno

células

‘organismos .mas.  avanzados, . las:

neurosecretoras papel

plurlpotenc;ales ) adqﬁiriefoh‘:,uﬁ'
‘flslolbgico, aunque su capacldad .de cémﬁniéaciénhydlrecta con sus
células efectoras term;nales, no se perqu.ZEs ési‘ como la ceélula
neurosecretoraAes més«blen un anéestrb qﬁe un fipo méelular “*raro® vy
eséecializado. Parecéj tener mas en comun con ;a-céluia nerviosa
pPrecursora que'¢onfla'néurona "convencional®', con su especializacién
para la transmiéién éipéptica~(5charrer, 1987).

Los NP y sus re&eptoresv se'han encontrado distribuidos en todas
las regiones del cerebro, asi como fuera de &1 (Lynch y Snyder,
1686; Scharrer, 1987). Un sran numero de péptidos biolégicamente
activos, considerados tradicionalmente como hormonas del tracto
gastrointestinal (=} como constituyentes de la piel, se han
identificado también en neuronas periféricas v centrales (Pearse
1976; Hskfelt ¥y col., 1980a), y viceversa. Un ejemplo de ésto es la
somatostatina, conocida inicialmente como una neurchormona
hipofisiotrépica e identificada Yy caracterizada tambieén en el
paéncreas y otros tejidos no neurales (Patel y Reichlin, 1978) ..
Algunas hormonas digestivas _(gastrina y ’célecistocinina {CcCKl ) b4
adenohipofisiarias (adenocofﬁicoféopiha'[ACTHJ. hormona estimulante
de melanotropina [a-MSH] y‘ B;lipo££opina), se han identificado
también en el cerebro. Ya qﬁé 1; riel vy el tejido nervioso se

originan a partir del ectodermo, podria existir un punto de enlace




entre lose péptidos en el cerebro, la pield Y ;os odrganos
enteropancreéticos (elje cerebro-piel—intestino) a traves de su
origén ectodérmico comian (Vizi, 1984).

Los mapas de distribucién de los NP muestran §atrones distintivos
de somas neuroconales Yy de proyecciones- axonéles que contienen NP
espeéificos. Ejemplos notables de esta orgahikacién los constituyen
la disposiciétn laminar precisa de distintos NP en el tectum optico
(Ruljis y Karten, 1982) y su localizacidén en diferentes poblaciones
en ia retina, en particular en ias- cé&lulas amacrinas {(Brecha v

Karten, 1983).

Probablemente, la observaciédn mas interesante sobre los NP es que
algunos de ellos pueden existir en diferentes formas moleculares
(Lynch y Snyder, 1986). Las encefalinas, péptidos opiaceos, fueron
inicialmente caracterizadas como Leu—-encefalina (Leu-enc) v Met-
encefalina (Met-enc) (Hughes ¥y col., 1975). Actualmente existen al
menos 9 péptidos enddgenos con actividad opiacea, todos ellos con la
secuencia de las encefalinas en sus extremos amino terminales. La
CCK se ha aislado en al meneos S formas diferentes, todas ellas con
la misma secuencia COOH terminal {(Rehfeld, 1985). La angiotensina
existe en al menos 2 {y probablemente 4) formas produciaas por
rupturas extracelulares a partir unas de otras (Ganten y col.,
1984). Esto suglere la existencia de familias de NP en el SNC.

é& Porgué existen tantas formas diferentes de NP 2?2y & éual es su
significado fisiolbgico ?‘Una posibilidad es qQque cada forma lleve a
cabo una funcidén separada o interactue con un subgrupo de receptores
Prost—sinapticos. Otra posibilidad es que la estabilidad de cada una

-de -estas-formas -sea diferente.- En-el-caso de NT-clasicos; se—conocen —-



varios subtipos de receptores para €l mismo NT (2 para acetilcolina,

& para hormonas adrenéergicas) . Los distintos tipos de receptores
parecen selecc;onar diferencialmente vagioé ligandos. Este parece
ser tamblén el caso para los NP. Por ejemélo, se han caracterizado
a2l menos 4 tlpos para opiaceos v é'pafa' taquininas. Asi las
multlples formas de NP correlac;onan con receptores maltiples (White

¥ col., . 1085; Lynch vy  Snydér: 1986)- ©la-distribucién de

estos
viltimos en el SNC es tamblen dlferenCLal {Lynch y Snyder, 1986).
& Cuiles son las funclones de IOS’NP ? Algunos parecen ligarse a

funciones determlnadas, mlentras que otros no.

En general, los NP

Juegan papeles. 51m11ares en el SNC Y en el SNP. Esto Tresulta de gran

importancia cuando se conslderan aspectos de uso terapeutico. Muchos
NP comparten un' gran numero de caracteristicas, asi como vias de
sintesis e inactivacidén. Queda por determinar si existen diferencias
relacionadas a las

enzimas tejido Yy peptido especificas en la

sintesis y degradacioétn de los mismos.

Un punto importante es el hecho de las interacciones que existen
entre los centros neurales peptidérgicos con

dos sistemas
regulatorios. Uno de ellos es

el sistema inmune (Goetzl, 1985) el
cual comparte con las estructuras neurcendédcecrinas un grupo de

que incluyen a la ACTH, la
liberadora de tirotropina (TRH) y

sustancias regulatorias, hormona
las endorfinas, asi como sus
receptores correspondientes {(Blalock y col., 1985 a, b)) .- La
comunicaciétn neuroinmunolégica es bidireccional. Numnerosos estudios
indican qQue las funciones inmunes estan sujetas a regulacidédn
neurocendoécrina {por ejemplo, la susceptibilidad al

"stress®) .
También existen evidencias

que indican que las sefiales de algunos

agentes inmunomoduladores alcanzan el SN y proporcionan parte



informacidn registrada

¥ procesada por el sistema regulatorio
endécrino.

El segundo de ellos eas el sistema enddcrino, cuyos mensajeros
quimicosy(hormqﬁés protéxcas v peptidicas v esteroides) pueden
regularftémbiég ié”Jactlvxdad neuronal,
homeostasi

asi como

1ntervenir en 1la
del organ;smol Por ejemplo,
atr;al

ia vasopresina y:‘el péptldo
en el balance: de'

fluidos ¥

Excepto por “los

dipéptidos
aspart11~glutamato,

carnosina {(a-Ala-His) v  N-~acetil-
virtualmente todos los péptidoé

‘bicactivos,
1gua1 que otras proteinas manufacturadas por la célula,

. e originan
a partlr de precursores de alto peso molecular slntetlzados
ribosomal (Herbert ¥y Uhler,

por wvia
1982; White vy col.; 1935; Lynch ¥
Snyder, 1986; Scharrer 1987). lL.a caracterizacién
precursores protéicos

de los NP se

iniecial de
imlotes pancre&éaticos (Neolan y col.,

los
hizo con la insulina en

los
1971),

momento a partir del cual
se empezd a estudiar la biosintesis de otros NP y hormonas.
de tales moléculas precursoras Son 1ia

Ejemnplos
Qque contiene

pro—opiomelanocortina (POMC),
las secuencias de ACTH, a-MSH, B-endorfina Yy 8-~

lipotropina; 1la pro—-encefalina, que contiene

Met-~-enc Y Leu~enc;

maltiples copilas
v las

de

pro-presofisinas, qQque contienen las
secuencias de vasopresina u oxitocina y sus respectivas neurofisinas
(Fig. 2).

La biogénesis de los NP

involucra la sintesis del precursor
polipeptidico de alto peso molecular, a partir del cual se origina
el péptido activo maduro.
apropiadas,

Bajo condiciones ambientales
el gene

v hormonales
que codifica para determinado péptido se
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transcribe 2 RNAm, el cual es traducido a proteinas. lLa pre-proteina
inactiva. (pre-pro-proteina) puede sufrir  modificaciones co-

traduccionales y/o post—traduccionalésv‘hue 965‘ tejido-especificas,

para producir el péptido ﬁadﬁfq,ﬂ‘ ‘de  ‘los ‘peptidos
biolégicamente activos estén'fléﬁduégdos.«’\‘ necursor‘poi,‘paresb‘

de  aminocacidos basicos. . La.

,1986)

Fricker ¥y Snyder, 1983; Lynch y Snydef{

,brddﬁcéfél,

activo. Ademas, algunas’vev1denc1as apoyan la existencia’rdei~una"

actividad tipo kalicreina:queg actua sobre res;duos 1nd1v1duale§7'dé
arginina (Weber ' col ., 1982) h'g de actividades‘ : dg
metaloendopeptidasas, que fpueden actuar concertadamente en “la
generacidn de NP activos. Ademas, los precursores Pueden sufrir"
otras modificaciones, tales como la adiciédn covalente de aigdhdé
Erupos quimicos, como glicosilacién, acetilacién, sulfafaciéh;

fosforilacién, asi como la generacidn de extremos NH,“y COOH
.2 PR

terminales blogqueados, reacciones gque se llevan a cabo a traveés de

la formacidn de residuos piroglutamil en el extremo NH pbr la
2

acciétn de una glutaninil ciclasa, ¥y la formaciétn de extremos COOH
terminales amidados por la accion de una peptidil monooxigenasa a-
amidante (PAM) (Eipper v Mains, 1988; Jackson, 1989) . Tales
modificaciones ocurren en distintos compartimentos celulares, desde
el reticulo endoplasmico rugoso (RER) y el Golgi hasta los granulos
o vesiculas de almacenamiento, los cuales son transportados
axonalmente hasta la terminal nerviosa (Fig. 3).

Algunas de estas modificaciones representan puntos de regulacidn

de la actlvldad de los‘ NP generados Por egemplo, "1a N-acetilacién

"devla B endorf;na suprlme la actividad

de la tlros;na NH,'termlnal




(,_—w SOMA 4— Procesamiento de! Pre—propéptido en el Retictulo
2 endoplésmico rugoso

5— Modificaciones posiraduccionoles e inicio del
procesamiento del propéptido en aparato de Golgi

MR ‘ 1— Transcripcibn y Procesamiento del ARNm
d#pcﬁ'l 2— Transporte del ARNm del Nicleo al Citoplasma
mAB_gi,_’ﬂ-’" = %‘:@4 3~ Troduccidn

6— Transporte y Procesamiento del propéptido

7— Almocenamiento del péptido activo

Fig.3.-Etapas regulables en
el metabolismo de 1les

neuronas peptidé&€rgicas
(tomado de Urive 1988).
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de este peéeptido sobre receptores a opiaceos {(Smyth y col., 1979),

mientras que la misma reaccién sobre la a-MSH aumenta la potencia de

este mediador (O Donochue Yy col.,’ ;981);V‘ﬁa',e;iminaciOn:rde',la

tirosina NH terminal de la B—endorfiné

‘*7§miﬁ6pé§tidasa
2 : e

cambia la actividad de un péptido opiécéo a otro cdp

~una“actividad

biolébgica no reversible por naloxona (Hersh'y co;'v:198031"W

Por otra parte, por estudios de inmunocitogquimica se’"hﬁ4ﬁdstrado'

gque los precursores se encuentran en los somas neuronales, 'y = en
algunos casos también en los axones y terminales nerviosés, mientfas
que 1os>NP maduros se localizan fundamentalmente en . los-axones . ¥

terminales (Pickel, 1985; White y col., 1985), y dentro- dekéstaé en

gréanulos de secrecidn Yy vesiculas grandes de centro denso (70-100
nm) (HSkfelt y col., 1980a; Pickel, 1985). e

La generacién de péptidos maduros a partir de sus precursorés’

puede ocurrir en forma diferencial y especifica, de manera que del

mismo precursor pueden derivarse varios NP con funciones distintas;

dependiendo del tejido. Por ejemplo, el pProcesamiento de POMC

difiere en los lébulos anterior e intermedio de la hipéfisis, ‘y

varia también en el cerebro (Herbert y Uhler, 1982). Por lo tanto,

se piensa gue las enzimas procesadoras representan uno de los puntos

de regulacidén de la biosintesis de NP. Por otro lado, parte del

procesamiento de los precursores puede tener lugar una vez qQue han

sido empaquetados en los granulos de secrecidn durante el transporte

axonal (Brownstein y col., 1980), como se ha demostrado en el caso

de vasopresina y oxitocina y sus neurofisinas asociadas (Gainer v

col., 198S) y POMC (Chang y col., 1982; Chang y Loh, 1983).



Cada vez existen mas evidencias sobre la coexistencia de dos

[=]
mas mediadores qQuimicos en la misma neurona (Chan-Palay y col.,
1978; chaé-?alay vy Palay, 1984; Hégfelt Y col., 1980b, 1984) . Este
pribciﬁibiée aplica no sélo é}iéicg—IOCalizacién de diferentes NP,
sino t5mbién a la de péptidos :erT clasicos. La presencia de ACTH,
u;MSHiy BQendorfina en las mismas neuronas (y aun en los mismos
Vé;éﬂ;ios de secrecioétn) del nticleo arcuato del hipotalamo, puede

‘explicarse en términos de su origen a partir del mismo precursor. E1

hecho de que en células endécrinas, como las adenchipofisiarias,  se

presente una combinacién similar de NP, es un ejemplo de Qque estos

mediadores qQuimicos son comunes en muchas Aareas del-

auin desconocida.

Menos clara aun es la funcibdbn de los NP c0416callza

clasicos. El1 niumero de neuronas que contiene combinac

como catecolaminas y encefalinas, serotonina, substancia

vez

acetilcolina y péptido wvasocactivo intestinal {VIP), es;ydada
mayor del que se pensod originalmente. Se ha especuladd‘qﬁef'éh esta

situacién, los neuromediadores convencionales funcionan como NT

primarios, mientras Que los NP pueden modificar dicha transmisidén y

funcionar, por lo tanto, como co-transmisores. Sin embargo, - aunque

ésto no ha sido aun demostrado, estos casos de co-localizacidn
contribuyen a pensar que los NP constituyen un grupo muy impdrtante

de mensajeros qQuimicos en el SN.

El estudio de 1la liberacién de NP ha sido una‘tarea dificil

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

nervioso existen cantidades muy pequeflfias de estas moléculas



(alrededor de 1000 veces menos que de catecolaminas) . E1l
advenimiento de técnicas mas sensibles como el radioinmunoensayo
(RIA), ha permitido resolver este problema. Segundo, los NP son
degradados facilmente (ver mas adelante). Tercero, ha llevado cierﬁo
fiempo 4escoger la preparacién adecuada. En este sentido, las
rébanadas o fragmentos de tejido han mostrado ser més utiles que los
sinaptosomas, ya qQue de esta manera se preserva lé~integridad de las
ceélulas y tambieén debido a que en sinaptosomas las tasas.. de

liberacién basal son usualmente mucho mas 1altés, por lo cual es

dificil detectar pegquenas cantidades iibéradas ren- respuesta a una

estimulacién sobre la basal.
Los mecanismos de liberacién de 168 NP :son semejanteéfwaf los

fendmenos de acoplamiento estimulo-secrecién. . que existen . en ' las

neuronas que liberan NT clasicos’ o en otras ceélulas. secretoras

(Iversen y cel., 1980; Scharrer, 1987; Augustine y~col.;'v1935); La

liberacidn de NP de la terminal nerviosa parece ocurrifp

proceso de exocitosis, el cual es desencadenado por un influjo  de

24 T : . : i
Ca externo al interior de la célula (Di Polo y Beauge, 1983), a

- : . 24
través de canales de Ca dependientes de voltaje, evento Que sigue

a la depolér ‘aéibn de: la terminal axdnica, Y. que probablemente

| R i . 2+
involucra .la interacciédn de Ca con calmodulina y/o proteina

cinaSasféspégificas (Thorn ¥y col., 198S). La siguiente etapa del
pfaaége-és‘aﬂn‘deSéBﬁbéiBET‘tg-uﬁiéé diferéncia aparente parece ser
el{cqrsdr,temporal mas lento de 1la transmisiédn peptidérgica con
reépecto a la de NT clésicos, tiempo que es requerido por los
diferentes mecanismos de inactivacién de los mediadores peptidicos

(ver mas adelante).

NS

I



Ya que la liberacion de NT clasicos es exguisitamente csensible a

la cantidad de qQque . entra a la terminal pre-sin&ptica

(Augustine y coX’ :cuﬁlquier modulacion de la corriente del

canal de Ca efectos .sobre. la transmisién

sinéptica; Aﬁnque Vapoyan la. ‘accién de NT u
- LS R T e R B L2+ :

. hormenas _.sobre . los’ canales - pre-sinadpticos de Ca . . estas

incompletas, tales iacciones . son probablemenﬁéi— Qﬁ:' mecanismo

regulatorio importante en él‘sN (Klein y col., ;9?0{ ' La\modulacién

de la cantidad de NT 1liberado de la terminairkpfé;éinaptica por
mecanismos regulatorios locales qué iﬁvéiﬁcfaA ‘receptores
especificos localizados pre—sinépticamente,"uﬁé”fsido estudiada
primordialmente en neuronas adrenérgicas. L;; notadfenalina puede

inhibir sSu propia 1liberacién actuando éoﬁre',feceptofes pre=

sinapticos tipo a (autoreceptores).  Ademas, 1a liberacién de’' este
2 -

NT puede ser estimulada o inhibida por la activacidédn de réceptores'
pre-sinapticos gque responden a acetiléqlina, dopamina, agonistas’ 8-
adrenérgicos, angiotensina IT, prostaglandinas v opiiaceos. La
busgueda de mecanismos regulatorios pre—-sinapticos similares en
neuronas peptidérgicas, ha revelado que éstos operan en forma
semejante>para modificar la liberacién de varios NP de terminales

nerviosas en el SNC (Iversen y col., 1980).

El descubrimiento a la fecha de mas de 100 NP en neuronas en el

SNC de mamiferos ha revolucionadeo el pensamiento sobre l1a naturaleza

de la neurotransmisién en el mismo. Si cada uno de los NP funciona
come un NT, éstos sobrepasan ampliamente en numero a los NT
clagsicos. La evidencia de que, por ejemplo, 1la substancia P, las

encefalinas y otros NP pueden liberarse de neuronas por un mecanismo



2+

dependiente de Ca , apoya este punto de vista. El descubrimiento
de que algunos NP, notablemente las endorfinas, pueden actuar
modificando v controlando la liberacion de otros peptidos
(SQbstéﬁci;WélVvésbpresina ¥y oxitocina) (Iversen ¥ col., 1980) o

monoaminas, también sugiere gque en el SNC tienen lugar muchas otras

interacciones entre distintos péptidos y entre éstos y NT clasicos.

acciodn.~de.. . los neuromediadores ocurre a traves de la
interaccioéniide éstos con receptores protéicos especificos

16céii:adasfen la membrana plasmatica de la celula blanco. Para

‘otros mensajeros como las hormonas tiroideas y los esteroides,

existen ademas receptores intracelulares citoplasmicos y/o nucleares

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

a su receptor via la circulacién, o difundirse en 1la vecindad de la

célula qgue lo secretd para actuar sobre l1a misma célula (accidn

autébdberina)l) o en una célula vecina (acecidn paracrinal), o bien

liberarse en una sinapsis, como ocurre con los NT clasicos (Fig. 1).

Ya que existen diferentes tipos de receptores para el mismo mediador

gquimico, la respuesta celular generada dependera del tipo> de

receptor qQue exista en un tejido en particular, asi como del

mecanismo de transduccidén del mensaje al que esté acoplado dicho

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

2+
una gran variedad de segundos mensajeros (AMPCc, GMPe, Ca ’ .
diacilglicerol, inositol trifosfato) (Berridge e Irvine, 1984;
Berridge, 1985; Augustine y col., 1987), los cuales desencadenan

reacciones en cascada gue culminan en 1la respuesta celular

correspondiente (Berridge, 1986). Los mecanismos intracelulares de

la respuesta no se conocen bien, pero se han implicado distintas




tasa de sintesis. En cuanto a los mecanismos extracelulares, se sabe
que las sehales transmitidas por los NT clasicos son rapidamente
d apagadas al ser eliminados del espacio sinaptico POor procesos de

transporte actlvo o por‘degradaczén del NT (Moore, 1971). En el caso

de los NP, deben 8x1st'r‘ tamblén mecan;smos que ,determlnen. sus

niveles extracelulares,antes' o después'de- haber act ado sobre'_SQS'

- receptores- Dichos mecanlsmos harian posible reglstrar la 11egada de
- una nueva senal a la proxXximidad de los receptores Yy, por"lOgtanto,
él'que la célula blanco fuera capaz de responder al nuevo estimulo,,
o bien, servir para eliminar NP presentes en el liquxdo extracelular
una vez lejos de su sitio de accioéon.

Conocer estos mecanismos es fundamental para: enteﬁdér‘ él
funcionamiento del SN, en particular porque ésto perﬁitiria diéeﬁar
drogas para uso terapettico en algunos de los desédrdenes mentales
que se presentan en el hombre, tal como se ha hecho en el caso de

T T las moncaminas (MSore, 19713 S610W, 197177 5iIn €mbar

— es un aspecto importante en el campo de las Neurociencias, ¥y aungue
se conocen algunos de los efectos de muchos de los NP, los
mecanismos gue regulan su concentracién en las terminales nerviosas
vy en el espacio sinaptico Y otros espacios extracelulares, no se
conocen con certeza.

[ Surgen asi dos preguntas fundamentales : 1) & existen mecanismos
intracelulares de inactivacidén que determinen los niveles de éstos

en las terminales nerviosas 7, v 2) A una vez gque los NP son

liberados al espacio sinaptico o a otros espacios extracelulares,

son eliminados por simple difusiétn, o bien, existen mecanismos mas

bt eficientes que los inactiven 7



2+

moléculas receptoras de Ca . tales como fosfolipidos, proteinas
2+
citosdlicas que unen Cca (calmodulina, troponina c, etc) o
asociadas a . . vesiculas _{calmodulina, calelectrina, sinexina,
) : s . S R
caldermosima’, proteina cinasa - C), canales “de K dependientes.  de
2+ N . . :
Ca » asi como una gran variedad de proteinas contractiles
asociadas a citoesgueleto (actina, tubulina, etc). Para una revisién

exhaustiva sobre el tema, ver Augustine y col: (1987)vy'aBérridgev

(1980, 1985, 1986). Asimismo, una gran wvariedad de proteina'cinééas

puede estar implicada en el proceso (Alberts y col., 1983; ' .Snyder,

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

Una vez que los mediadores gquimicos se liberan para interactuar

con sus receptores especificos v desencadenar la respuesta, la

accidén de éstos debe ser terminada por un mecanismo eficiente que

los inactive o los elimine del espacio sinaptico, de manera que la

célula’ pueda responder nuevamente cuando se presenta otro estimulo.

Se revisan a continuacidén dichos mecanismos de inactivacidn.

Los mecanismos de inactivacidéon de los NP pueden llevarse a cabo a

3 niveles : a) intracelularmente, antes o durante el proceso de

liberacion, b) en el medio extracelular, antes de que entre en

contacto con su receptor, Yy <) después de gue haya ejercido su

actividad biolébgica.
lL.os mecanismos que se llevan a cabo intracelularménte --podrian.

estar implicados en el ajuste de los niveles de éépﬁidé }quééidbren

determinadas condiciones fisiolégicas, en las  cuaieélésl”iméosible

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



Sin duda alguna, 1la biosintesis de noveo es uno de los mecanismos

que determina los nivélé;Wiﬂtfa;fefmiﬂales; Sin embargo, éste es un

proceso qQue se lleva . a cabo’en un periodo’ de tiempo . relativamente

large, puesto que  implica sintes “‘empagquetamiento en

granulos de secreciénny el éstos ‘'desde el soma hasta

la terminal nervios co pensar gue ademas

existan otros mec e mantener determinados niveles

de péptido, éuyos aju5tes sean’ dificileé’de regular desde el soma.
Se antoija factiﬁléjeﬁ sjque uno de estos mecanismos se lleve a

cabo a traveées de variaciones .en la tasa de inactivacién intra-

terninal del NP. Otro de los mecanismos podria estar relacionado a

influencias axénicas gque modifiquen la secrecién de NP, asi como la

actividad misma de la neurocna, o bien, a traves de  transporte

retrégrado, de tal manera qQue se modifique el tamafio de las pozas de

NP disponibles para liberarse.

En cuanto a los mecanismos extracelulares de inactivacidn, se

proponen las siguientes opciones : 1) difusién y arrastre por el

solvente, 2) internalizacidn del compleijo receptor—-neuropéptido por

endocitosis mediada por receptores, 3) modificaciébn covalente del NP

liberado, 4) captura del NP liberado por la célula pre— o post—

sinaptica o por células gliales vecinas, Yy 5) hidrélisis de enlaces

reptidicos (degradacidn enzimatica) (Fig. 4). Se sSugiere que uno o

varios de estos mecanismos podrian

ser responsables de la
inactivacion de los NP. Se revisan a continuaciédn algunos aspectos

fundamentales.



NEURONA PRESINAPTICA

NEURONA POSTSINAPTICA

- PE€ptido EY_—I Peptidasa ‘soluble
. B Receptor RC Recopturd
) B2 Peptidasa membranal ‘ C Captura
- Enzima modificadora N § Internalizacidn
D Difusidn
Fig. 4.~ Mecanismo de inactivacidn de los neuropéptidos en

sinepsis. (tomado de Méndez ¥y col., en pPrensa)



En algunos casos se ha postulado que no es

existencia de un mecanismo adicional a2 la difusiébn para
los péptidos, debido a

necesaria 1a

inactivar a
la prolongada respuesta que desencadenan en
la cé&lula blanco (Jan y Jan, 1983).

Por otra parte, la accidn de los

NP a nivel de cé¢lulas irrigadas por el flujo sanguineo o en contacto

éon.otré fluido biongico Vpodria simplemente ser terminada por
arrastre .por solvehfe“

2) . Internalizac

Una vez que "155 hormonas pblipéptidicas se unen a su receptor
formandose el complejio hormona-receptor, . &ste ' puede entrar a . la

célula por un  proceso llamado_,énd6¢itosis'mediada por réceptores,

Qque consiste eh 1la intefnaiizaéibﬁﬁaéi" cbﬁélejo en vesiculas de

endocitosis. Una. véz dentro ’de>la c&lula blanco, el destino del
—receptor "y “de - ‘Ia;_h"aﬁt‘srﬁ"_’ﬁ\féfé —ser T variable T (degradaciocn o
recambio) .

E)l fendmeno de internalizacion ha

sido muy poco estudiado
SNC y existen muy pocos reportes al respecto.

Morel vy col.

en el

En 1la adenochipéfisis,
(1985) han observado  por

inmunocitoguimica que TRH
administrado exdgenamente es internalizado en lo= tirotropos Yy en
los lactotropos, y gue el péptido se localiza intracelularmente en

distintos compartimentos subcelulares.

Los mismos resultados se han
observado por

medio de fraccionamiento subcelular

técnicas de

en
células GH {linea tumoral de células adenohipofisiarias que
3

sintetizan y secretan prolactina) (Brunet y col., 1974).

ha demostrado gque una fracciétn de TRH internalizada es

También se

rapidamehte
liberada de células adenohipofisiarias. Asimismo, Duello
(1s883)

h'4 col.
han mostrado que un

agonista de la hormona liberadora de la



-

hormona luteinizante (LHRH) es internalizado en gonadotropos de rata

v qQue éste se distribuye posteriormente en diversos compartimentos

subcelulares....

mecanism endocitosis via receptores. Tal

mecanismo pudiera
correspond a.los fenétmenos de acumulacién que se han descrito en

el;éérebrq,(verﬁmés adelante) .

‘Existe 1la posibilidad de que - los NP 1liberados al espacio
sinaptico sean modificados covalentemente, de manera que se generen

péptidos activos o inactivos. Dicha®modificacién puede ocurrir en el

espacio extracelular’ & ~Tbien durante "o ihmédiataménte T antés de” 1a

liberacidén del péptido. .Una ' de estas modificaciones es - la

acetilaciéon. Por ejemplo, la a-MSH liberada de la pars intermedia de
la hipéfisis de rana es la forma acetilada del

modificaciétn podria tener lugar durante la liberaciéon o Justo antes

de gue ésta ocurra (Martens y col., 1981). Esta hipbtesis es apoyada

por la existencia de dos actividades de acetiltransferasa en tejido

nervioso {(Chappell 'y col., 1982; O Donohue Yy Chappell, 1982;

O*'Donchue, 1983; Gib=son y Glembotski, 1985).

Esta modificacidédn pudiera estar involucrada en el mecanismo de

regulaciétn de la actividad biolégica de

ciertos péptidos,
activandolos o© inactivandolos, ya que se ha observado Qque, por
ejemplo, ia forma acetilada de a-MSH es mas potente que la

desacetilada, mientras que la acetilacién de la $3-endorfina inhibe

su actividad biolégica (Smyth ¥y col., 1979; O'Donohue y col., 1981).

péptido; esta;



Finalmente, queda por determinar si estas modificaciones estan
ligadas al proceso de liberacién, si es un fendmeno generalizado a
otros NP. v si se presentan en " 'diversas areas del SNC

para
postularlas como un mecanismo-fiSiblbgico,de1inactivacién.

4) captura:

Los?NPflibéradoslal,;esgagidYSinéptico pueden ser recaptados por

1a misma’ terminal nerVibéabque lo=s 1libero, o bien, pueden ser
capﬁados“ pof la neurﬁnaﬂ post-sinaptica o por células gliales
vecinas. En el caso dé algunos NT clasicos este proceso ocurre por
un sistema de traﬁsporte activo dependiente de energia v
temperatura. :

‘Actualmente existen pocas evidencias que apoyen la hipdtesis de
qQque la captura representa un mecanismo de inactivacibn fisiolégico
de NP. Sb6lo se hé podido demostrar inequivocamente la existencia de
este fenébémeno en el caso del dipéptido carnosina (Abraham y col.,
1954). Para el fésté'dé los NP estudiados, las evidencias sobre la.
existencia de tal léroceéo son poco convincentes. En el caso del
TRH se ha mostrado 1la presencia de un mecanismo de acumulacidén por
rebanadas de cerebele (Pacheco y col., 1981) ¥y de hipotilamo (Charli
v col., 1984) y los resultados obtenidos en presencia de inhibidores

metabdlicos y del transporte de sodio indican que se trata de un
sistema de transporte activo con una Km de 1 a2 10 uM.

Sin embargo,
en el hipotalamo la Vmax del fendmeno es muy baja,

Yy la relaciétn del

péptido acumulado en el tejido con respecto al presente en el medio
es muy pequefia. Por lo tanto, se sugiere que la recaptura de TRH no
es el mecanismo fisiolégico de inactivacioébn de este péptido. En
estos sistemas no se conoce cual es el sitio de acumulacidn, si



neuronal o glial. Sin embargo, Parker v col. (1977) y Torres vy col

(1986) han mostrado qQue sinaptosomas de cerebro ne son capaces de

3 .
captar H-TRH. Por.lo tanto, el TRH pudiera ser acumulado por otras

células blanco.

Otros autbres»Vhan' observado que existe un 'mecanismo de
acumulacién'ée'ph*yéfoducto de degradacién de la  substancia P (el
fragmento S—ili;:géﬂerado pPor la acciédn de una peptid;sa, la prolil
endopeptidasa (Nakaté Yy col., 1981), y de las encefalinas {George vy
van Loon, 1981; 1.a Bella y col., 1986). Sin embargo,wenrel Vcasd de
la substancia P éste no es el mecanismo primario de inactivacidn, vy
en el de las encefalinas los resultados son ambiglos, ya gue los

autores no proporcionan datos sobre los valores de Km y Vmax de1.
fenbmeno (George y van Loon, 1981).

lL.as evidencias en conjunto sugieren que, si existe la recaptura,
éste no es un mecanismo generalizado de inactivacién de NP

sintetizados por via ribosomal.

Dada la labilidad de los NP a hidrélisis enzimatica in vitro,

se

considera que éste podria ser el mecanismo fundamental de

inactivacién. La mayor parte de la informacién con la qQue se cuenta

actualmente proviene de estudios hechos con TRH, encefalinas,

neurotensina, substancia P y angiotensina.

Aungue en la sangre, el cerebro y otros tejidos de mamiferos se

ha identificado un gran numero de peptidasas capaces de degradar in

vitro a muchos NP, es probable

que un nﬁmer07 ré1ativamente limitado
de ellas sea fisioldgicamente importante.(Lynch ¥y Snyder, 1986) .

Cada una de estas peptidasas tiene especificidad Ppoxr un numero



limitado de enlaces peptidicés Yy se ha mostrado gue la mayoria de
- ellas tiene varios sustratos naturales y sinteticos in vitroe Asi,
para cada NP existen varios enlaces qQue pueden ser hidrolizados por
varias peptidasas. Los cortes de enlaces bep;idicos

quégehr;levarse

vtracelular o

en compartimentos intracelularesicomo:e -
de granulos de secrecién, etc) ‘o “por!/ enzimas presentes sobre
membranas celulares (plasmatica, mitocondrial, etc).

A.— Mecanismos_intracelulares de inactivacion.
En algunos tipos celulares, las proteinas destinadas a ser
Tsecretradas T se- T dEgradan T Intracelularmente T por mecanismos - ae
crinofagia, ésto es, ila fusiodn de granulos de

secrecioédn con
lisosomas y la destruccion de su contenido {Farquhar, 1977). Sin
— embarge, no existen evidencias de que tal mecanismo

sea responsable

intracelularmente a l1os NP en el SN. La otra posibilidad
es que enzimas activas

de degradar

a pH neutro sean las responsables,

sugerido gue algunas peptidasas solubles podrian llevar a
funcidébn (Fig. S).

v se ha

cabo esta
Por lo general, la actividad de estas enzimas es
muy alta en la fracciodbdn soluble citosédlica, mientras que en las
terminales nerviosas es muy baja (Hui y

col., 1981; White y coi.,
f‘ 1985; Torres Y col., 1986) . Esto significa que la diéffisﬁéién
e subcelular de estas enzimas no coincide con la de los NP, ya que
z: s4lo un S-107% de la actiwvidad total enzimatica se localizé en el
e sinaptoplasma (Torres y col., 1986), mientras gque la concentracioén

del péptido en esta fraccioén éé'@ayor del 50% del contenido total

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

en diferentes teijidos del organismo (Wilk, 1983; Prasad, 1985). En
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Aminoéclidos

Sistema de
seguridodt

Sintesis  Almocenomiento Libergtidn

Célula sintetizadora Célula blonco

Fig. 5.- l?esra.dacién de 1os mneuropépitidos Por enzimas
intrecelulares. °= elementos de control regula-—
torio. (Tomedo de Bauver 1987Ta).



pGiu' en ‘el extremo NH -

el cerebro, su distribucién regional es homogénea (Prasad, 1985) hog
estan presentes tanto en glia como en neuronas (Koshiya y col.,
1984 ,; 1985; Cruz ¥y cel., no publicado). Ejemplos de estas peptidasas

son la pifoglutamato aminopeptidasa’ I . (PGAI), Que elimina el residuo

= lae muchos peptidos, la

prolilendopeptidasa (PEY, “ k:eniaces peptidicos con
estructura péptido-prbéx péptido o aminoacido,
excepto prolina) de: . ' de peptidos, y una
aminopeptidasa solﬁ§i§ §‘ clné'que hidroliza el enlace

tir —-gli de las " encefalinas

{Schwart= v col., i1981;

McKelvy y col., '1982; Busby.y col.,; 1982; Bauer, 1983; White y.col.,
1985). Si . bien estas enzimas son especificas Para un. enlace
peptidico, no lo son para un péétidd determinado.

Las propiedades de las enzimas solubles sugieren que no.

ienen un
papel especificamente asociado a la degradacién extracelular . de 1os

NPF. Mas bien, se pilensa gque uno de sus papeles sea el de’ degfadar

intracelularmente a algunos NP.

B. -

Las evidencias actuales postulan a algunas peptidasas asociadas a

membranas como candidatos para la inactivacién extracelular de

los
NP (White y col., 1985; Turner, 1986, 1987, 1988) (Fig. 7).
La identificacidédn de una “neuropeptidasa® fisiolégicamente
relevante, &ésto es,

una enzima que sea responsable de la
inactivaciétn de NP liberados sinapticamente, es una tarea difficil,
va gque un NP generalmente es sustrato de diferentes peptidasas en

tejido nervioso Y. por lo tanto, una peptidasa determinada, qQue
generalmente muestra especificidad quimica por un cierto tipo de
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TIROLIBERINASA: PIROGLUTAMATO AMINOPEPTIDASA SERICA
PE: PROLINA ENDOPEPTIDASA SOLUBLE

B: Via metab&Slica de encefalinas

aminopeptidasa (s_oluble)

H_N. - Tix

2 Gli~Gli—-Phe-MetOH

—-’ "-

Endopeptldasa 24.11

aminopeptidasa MII ({membranal)
(membranal)
Fig 6.- Via metavdlice del TRH y las encefalinas.

Las flechas continuas indican 1los cortes qQue
Probablemente tienen lugar in vivo.
(tomado de Mé&ndez y col., en n prensa).
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Otras células, etc
FUNCION GengraL DE EVMANY

poOR

uncidn de "'aclaromiento”
en el sitio blanco

Célula

sintetizadoca céiula blanco

‘Actaramientc ‘metabdlico
en la periferia

Degradacidn de los nurop&ptidos Dpor ectoenzimas.
(Tomado de Bauer 198Tea).



enlaces peptidicos, es capaz de hidrolizar diferentes peéptidoeos

endégenos. & Como identificar entonces sin ambigledad a la=s enzimas
relevantes 7?7 Con este prop651to, Schwartziy”cbl. (1981)»hab definido

ciertos Crlterlos :

1.- Los productos de hidrblisi deben ser: bloléglcamente 1nact1vos.

2.—- La enzima debe estar locallzada estratéglcamente para hldrollzar
a los NP liberados al espaczo sznéptlco.l - b

3.—- La especificidad de sustratos expllca la aétividad ‘biocldgica
aumentada de analogos sintéticos.

aTL—LE’éEfiviaéH“ﬁé—Ié“éﬁiiﬁﬁ‘aésé‘eXhiﬁff"EéEBI6§'Edﬁ'”‘fiﬁbg”a‘—ﬁi_‘
neurotransmisidn modificada.

5.— La inhibiciétn selectiva de la enzima protege a los NP liberados
sinadpticamente.

6. —

La inhibiciétn de la enzima reproduce las acciones biolbgicas de

los NP al interactuar con sus receptores.

Algunas peptidasas cumplen con alguno o varios de estos

critericos. La aminopeptidasa MII v la endopeptidasa 24.11 {(llamada

anteriormente "encefalinasa") pPueden degradar a las encefalinas

(Fig. 6) (Schwartz y col., 1981; White y col., 1985; Hersh, 1985), vy

la accidédn de ambas enzimas inactiva totalmente a estos NP (Turner,

1987, 1988). Su distribucibn en el cerebro correlaciona, aungue

no
estrictamente, con la distribucién de las encefalinas Y la de sus
receptores (Hersh, 1985; Waksman y col., 1986b) . A nivel celular
ambas enzimas son neuronales (Hazum ¥y col., 1979; Back y Gorenstéin;

1985; Waksman y col., 1986a) ¥ @ nivel subcelular se encuentran en

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

como ectoenzimas (Hazum ¥ col., 1979 Turner,Vlges) (Fig. 83, es




Tir—Gli—Gli—Phe—Leu \—/ Tir—Gli—Gli+Phe—Leu

Dominio hidrofilico
extracelular

Espacio sindptico

Dominio hidrofébico

Membronc_x , transmembranal
LT < Dominio hidrofilico
‘Citoplasma NH> ) citopldsmico

Fig. 8.— Organizacidn topoldgica de la endopeptidasa 24.11
en la membrana Plasmé@tica como -ectoenzima. El1l mo-—
delo ilustra la degradacifn de leu—encefalina.
(Tomado de Turner, 1988). -



decir, gue su sitio activo esta del lado externo de la membrana

plasmatica, sitio desde el gue podrian degradar inmediatamente a las
encefalinas liberadas al espacio sinaptico.

2 4
Un derivado de las encefalinas (FK-33-824 : D-Ala-, MePhe , Met-

Y ée une al receptor con una’ .potencia 10 veces

‘a deiMet enc, produciéndo una:agfi?idad analgésica 30 . 000

,veces mayor alla produc;da por las enéefélinas,ay,es,azo veces ‘mas

reslstente a la degradaclén por 1l1a endopeptldasa 24 11 (Schuartz hg

col., 1981). Ademas, esta enzima muestra especificamente cambios

'adaptativos a morfina (Malfroy y col., 1978).

El uso combinado de inhibidores de la aminopeptidasa MII vy de 1la
endopeptidasa 24.11 produce una recuperacioéon total de encefalinas
liberadas al medio extracelular en condiciones depolarizantes (De l1la
Baume y col., 1982; Turner, 1986). La inhibicidn especifica de la
endopéptidasa 24 .11 aumenta ademas la recuperacién de substancia P
(Littlewood y col., 1988) } de CCK (Rose y col., 1989) en otros
sistemas, por lo gue probablemente la enzima actue sobre distintos
sustratos dependiendo de la regidén.

Finalmente, la inhibiciébn especifica de la endopeptidasa 24 .11
por tiorfano produce un efecto antinociceptivo sensible a naloxona
{Rogues y col., 1980), Yy la infusidn in vive de un inhibidor
especifico de la enzima aumenta la frecuencia de disparo espontaneo
de un grupo de ceélulas en la substancia nigra, respuesta qQue podria
ser modulada por las taquininas y/o las encefalinas (Bier y col.,

1987 .

Si bien estas enzimas membranales cumplen con los criterios para

definir una "neuropeptidasa’", éstas ne apoyan el concepto propuesto




inicialmente de una “neuropeptidasa’™ especifica capaz de degradar un

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

que in yvive pueden degradér‘varios NP. Actualmente, existe sélo una
excepcién a esta premisa : una piroslutamato aminopeptidasa capaz de

degradar exclusivamente al 'TRH, gue se encuentra en suero (Bauver,

1983; Friedman y Wilk,71985) y"en membranas sinaptosomales (0°'Connor

¥y O'Cuinn, 1984; Garat y. col., 1985; Torres y col., 1986; Wilk,
TTleEsS Wilk yT WIlk;, 19830, T TdE la T cualTgé " Hablara s én Ia  siguientée T -~

secciobn.

Por ultimo, existe la posibilidad de que las peptidasas solubles
participen en la inactivacién extracelular de los NP 'si éstas se.
liberan al espacio sinaptico Junto con los NP.  La liberaciédn de

enzimas capaces de inactivar NT vya se ha demostrado. La liberacién

de acetilcolinesterasa de la glandula adrenal (Chubb y Smith, 1975a,
b) es el primero de estos casos. Esta enzima también es secretada de

neuronas en el SNC al fluido cerebroespinal, pPor lo que se piensa

que este fendédmeno podria ser frecuente en el SN. Por otra parte, una

de las formas de aminopeptidasas solubles que degradan a las

encefalinas se libera in vivo en respuesta a estimulacidn

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

que esta peptidasa sea la responsable de la inactivacién fisioldégica

de las encefalinas.

Surge entonces la pregunta acerca de si las proteinas que se

secretan de neuronas tienen funciones extracelulares, es decir, si
tienen un papel en la modulacién de la neurotransmisién, ademas de

inactivar sustancias neurocactivas. Se especula sobre la posibilidad

de que algunas de estas moléculas puedan tener un papel en el cambio



de sensibilidad de las neuronas a determinadas sefiales. Sin embargo,

para peéptidos no hay evidencias fuertes (Greenfield, 1986).

En resﬂmeﬁ;‘eIVPﬁﬁto d> Qista“aqtuél'pOStula gque la inactivacion

extracelula un numerc limitado de

peptidasas. ersidad de NP. Segtn. esta

peptidasa no es gue.sea

mas bien, que su
‘5 $ prbpiedades cataliticas sean’

NP (Kenny, 1986).

de estudio.

el Sistema Nervioso.-—

E1l TRHi(hormona liberadora de tirotropina : PGlu-His-ProNH ) fue

aislado inicialmente de homogenados de hipotalamo de ovino (Schally
¥y col., 1969; Boler y col., 1969) y de bovino (Burgus Yy col., 1970)

¥ su funcibén caracterizada en el eje hipotalamico-hipofisiario como

el factor liberador de tirotropina (TSH). El TRH se libera de la
eminencia media del hipotalamo a la sangre portal (Fig. Q) ¥ es
transportado hasta la adenohipéfisis, en donde, a traves de una

interaccién con receptores especificos de alta - afinidad en la
membrana plasmatica (Labrie vy col ., 1972; Wilber y Seibel, _1953)
estimula la sintesis y liberacién de TSH de los tirotropos (Fraéer»y
McNeilly, 1982; Fink y col., 1983) y de prolactina de los
lactotropos (Tashjian y col., 1971; Grosvenor y Mena, 1980). La=s
hormonas adenochipofisiarias son entonces secretadas a la circulacién

Eenerxral, a traves de la cual alcanzan el érgano blanco



Nicleo paroventricular

glnhis pro aly

pg\uuhis proNHg2
|
|
l| Eminencia media
i
\
\
\‘ Sangre portal
i
\\ PGAM
Y // - ®
\ // Jirotropo
\ 7/
\\\ { TRH-——" ——————

~
~

—_~—
Fig. 9.-

T

/3
—_———
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correspondiente. La TSH estimula la

secrecidn de las hormonas
tiroideas T y T (triiodotironina y tiroxina) de la tiroides
3 4
{Dumont y Lamy, 1980), Yy éstas a su vez afectan diversos procesos
metabdlicos.

La liberacion de TRH del hipotalamo es inhibida tanto in Vviv

o

Por somatostating, T péptido guE sé& encaentra T en altas
concentraciones en el hipotalamo (Schally v col., 1978) . La

somatostatina inhibe también la secreciétn de TSH estimulada por TRH

a nivel hipofisiario (Ridgway ¥y col., 1983). La secrecidn de TSH vy

preolactina de la adenohipbfisis es regulada por las hormonas

tiroideas por un mecanismo de retroalimentacidén negativo. Estas

hormonas regulan el numero de

receptores a TRH en los tirotropos
disminuyen el numero de receptores sin cambiar la afinidad (Hinkle y

Goh, 1982; Mori y eol., 1988) y producenm una disminucién’ en 1la

sintesis y secrecidén de TSH (Martin ¥y col., 1970: Pédm§nébhan v

col., 1981; Shupnik y col., 1986) (Fig. 9).

A nivel hipotal&amico, en el nucleo paraventricular (Que proyecta
hacia la eminencia media), se ha observado que niveles altos de

hormonas tiroideas disminuyen los niveles de RNAm de TRH (Segerson y

col., 1987) y que regulan la expresioéon del gene de TRH (Dyess h'd

col., 1988) , mientras que existe controversia en cuanto al efecto
que tienen estas hormonas sobre el nivel del péptido maduro. Por

ejemplo, Childs y col. (1981) ¥ Mori y Yamada (1987) han observado

una disminuciodn de este nivel,

mientras gue otros Erupocs no han

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

ha observado la modulacidn de los niveles de precursor de TRH por

hormonas tircideas (Simard y col., 1989a,b).



"

Por otra parte, existe también la posibilidad de Que las hormonas
tiroideas puedan regular 1la liberaciotn de TRH a nivel hipotalamico

(Jacks=on y Lechan, 1983; Rondeel y col’, 1988)7 Se~desconoce-.si las

hormonas adenchipofisiarias pueden regular’

a traves de un flujo retroégrado’ ‘haciael

istema portal hipotalamico—-hipofisiario. PQfVlb”téntq es éQidébte
Que ‘el funcionamiento correcto de este eje ‘esta’ sujeto egulacion

a varios niveles.

El TRH se localiza +tanto dentro ‘cgﬁoﬁffﬁeré‘mdel ESNCVﬁ&;"su
distribucién en el cerebro de mamifefas-'é$>ﬁﬁyiy$gpli£;'#aMa@éyo?
concentraciodon se encuentra en 1la eminénéié_medié‘aelf‘hiﬁét;;éﬁo;'éi
area que cbntiene Y »

el mayor numero: de;

terminales nerviosas de esta

regién. . Sin embargo, el pépfidd‘ ~se »encuentré : f?mﬁieﬁ en
concentraciones épreciables eh el 7ce;ébro anterior, el ‘ﬁaliq
cerebral y el diencéfalo posterior (Browunstein y coi., 1974;fw1ndkuft
¥ Utiger, 1974;‘Kizer v col., 1976). El1 TRH se

encuentra también en

el tracte intestinal, el pancreas, el liquido cerebroespinal y en la

piel de los anfibios, no s6lo en animales superiores, sino también
en inferiores, en donde el TRH no tiene influencia sobre la funcidn

tiroidea (Jackson y Reichlin, 1974).

El uso de técnicas de inmunohistoquimica ha revelado la presencia

de somas neuronales TRH-érgicos en muchas &reas del cerebro : en el
hipotalamo (nucleos paraventricular, ventromedial, supraquiasmatico,
supradptico e hipotalamo anterior), la médula oblongada (nucleos de

Taphé magnus, obscurus y paliidus) (Hokfelt ¥y col., 1978;

Lechan y
Jackson, 1982; Johansson

y col., 1983; Palkovits, 1984), el area
pPredptica, las capas glomerular y plexiforme del bulbo olfatorio, el



caudado-putémen, la amigdala, 1la substancia gris central, los
nucleos pontines ¥y cocleares, el nucleus selitarius, el - flogcculus
del cerebelo, 1la capa II de la corteza cerebral (lL.echan y ' col.,

1985) y en la lamina II del asta dorsal y en 1la superfiéié de = la
lamina~1I1" a  lo "largs de ~ toda ~ la’ meédilsa -~ éspindI (HaAYXRness ¥
Brownfield, 1985). En los nucleos de raphé el TRH coexiste con
serotonina ¥y substancia P (Johansson y col., 1981, 1983).

Por otro lado, las fibras y terminales TRH-érgicas se encuentran

también ampliamente distribuidas : en la eminencia media y otras

4dreas del hipotalamo, el organum vasculosum de la lamina terminalis

(OVLT) del area predptica, amigdala, septo lateral, tallo cerebral
inferior, neurchipédfisis (Lechan y Jackson, 1982; Palkovits, 1984 ;
Harkness b4 Brownfield, 1985y, v en la medula espinal,
particularmente en el asta ventral, la substancia gris central, la
columna celular intermediolateral (Palkovits, 1984 ; Harkness b Y4

Brownfield, 1985), y en menor proporciétdn en el asta dorsal (Harkness

h's Brownfield, 1985) . En el asta ventral v en la columna

intermediolateral de la medula espinal se ha observado la

coexistencia de TRH y serotonina (Harkness y Brownfield, 1985).

Las vias TRH-érgicas conocidas a la fecha incluyen : 1) l1la gue se

encuentra en el hipotalamo, en el niucleo paraventricular, cuyas

proyecciones llegan a la eminencia media y, 2) la gue se encuentra

en los nucleocs de raphé en la medula oblongada, qQue proyectan al

asta ventral de la médula espinal).

El TRH se sintetiza por via ribosomal (McKelvy, 1977) a partir de

un precursor de alto pesc molecular (Rupnow y col., 1979) en el qQue

se encuentra la secuencia de TRH S veces repetida, flangqueada por



pares de aminocacidos basicos (Lechan y col., 1986). ComO"ocurre con

otros NP, el precursor de TRH es procesado post—traduccibhalﬁehte;«>

siendo la etapa- terminal -'la. formaciébn de TRH
secuencia TRH-Gli por la accién de 1la PAM. enzima QuéhuSéA

de la Gli para amidar el COOH, para producir péptidos amidgqos en el

extremo COOH terminal (Eipper y Mains, 1988) . Esta enzim&;;séer

encuentra en varios tejidos y en suero (Eipper y col., 1985)‘? éﬂ'é;"
cerebro su distribuciédn es bastante heterogénea (Meng Yy quu,;}ééé)’
La actividad de la PAM se encuentra asociada a membranés (Ei)
col., 1988; May y col., 1988) y puede ser afectada por qh%

variedad de efectores (Mains y col., 1985). La enzima

TRH en células hipotaléamicas en cultive (Glembotski y ébi;;f*lgss)
asi como l1a liberacién del peéptido en condiciones depoiariééntes
(Faivre—-Bauman y col., 1988).

Por otra parte, como se mencioné anteriormente, las hormonas
tiroideas son capaces de regular la sintesis del péptido (Segerson y
col., 1987; Dyess y col., i988), aumentando o disminuyendo los
niveles de RNAm en el niucleo paraventricular del hipotalamo segun la
concentracioén de hormonas tiroideas circulantes. Aun mas, los
niveles de RNAm de TRH en el hipotalamo varian durante la ontogenia
Y €l ciclo circadiano (Covarrubias y col., 1989) y se ha sugerido
gque existe un mecanismo compensatorio biosintético regulado que
mantiene los niveles de TRH en la terminal nerviosa después de la
liberacidédn (Covarrubias y col., 1988).

Finalmente, el procesamiento del precursor de TRH puede llevarse
a cabo diferencialmente, originandose formas extendidas en el

extremoc NH (=] COOH terminales; la abundancia relativa de estas
2




formas e=s tejido-especifica (Cockle y Smyth, 1986, 1987, 1988), lo
que abre la posibilidad de gue alguna(s) de ellas pudiera(n) tener

funciones biolégicas.

Las técnicas de fraccionamiento subcelular y de inmunocitoguimica
han mostrado que mas del 507 del TRH hipotalamico’ v
e#trahipotalamico se localiza en terminales nerviosas, y dentro de
éstas en vesiculas sinapticas (Barnea y col., 1976; winokur vy col.,
1977; Johansson v col ., 1983). EL1 TRH almacenado en terminales
nerviosas en el hipot&lazmo se libera por un mecanismo dependiente de

2+
Ca {probablemente poxr exocitosis) en respuesta a depolarizacidn

(Joseph-Bravo ¥ ¢ol., '1979; '‘Maeda ¥ - Frohman, 1980; Warberg, '1982;

Méndez 'y col.;~19875 ‘asi éom§ 'en~respuesta a ciertos NT. (charli_y
col., 1978; Joseph-Brave y c¢ol., 1979; Chen y Ramirez, 1981; Bigsins
Yy col., 1983). El1 TRH no se libera de sinaptosomas inéuba&?s'fén

medio Krebs-Ringer-Bicarbonato (KRB) en presencia de  fCa‘
respuesta a estimulos depolarizantes (Bennett y col., 1975; J$seph—
Bravo y col., 1979; Warberg, 1982), pero si en presencia de sacarosa
{(Joseph-Bravo ¥y col., 1979; Warberg, 1982). Esta controversia se ha
observado también en el caso de otros factores de liberacién, como
LHRH y somatostatina (Bennett vy col., 1975; Warberg, 1982). Los
primeros estudicos en este sentido sugirieron gque tales resultados se
debian a que la sSacarosa estabilizaba los sinaptosomas. Debe
considerarse la posibilidad de gque estos resultados se deban a un
artefacto experimental. Por otra parte, la liberacién de NP pudiera

+ R
ser regulada por Na extracelular, como se ha demostrado en el caso

del GABA. A l1a fecha, no existen trabajos en los que se haya

+
estudiado la dependencia de Na en la liberacién de NP.



En contraste, la liberacidén de "TRH de rebanadas o fragmentos de -
tejido si responde a depolarizacioén en medio KRB (Charii y col .,

1978; Joseph-Bravo. y col., 1979; Maeda y Frohman, 1980; Chen ¥y
Ramire=, 1981; Tapia—-Arancibia y col., 1984; Méndez y col., 1987).
producidos por

Existe una gran controversia acerca de los efectos
varibé'ﬁf,rya que dependiendo de la preparacidn utilizada, véfios
reportado efectos
propueste que la liberacién de TRH deli'hipété;aﬁd

distintos para el mismo NT: . En |

grupos han

seneral, se ha
mediobasal es controlada por fibras excitatorias (notadrénéfgicas é

histamineérgicas) y por fibras inhibitorias (somato

serotoninérgicas y dopaminérgicas).

Por otra parte, en un trabajo previo (Méndez .y col

observado gque el TRH se libera de algunas de las aféés

de rata en las que el péptido se encuentra en conceﬁtracibnes desde

intermedias hasta muy altas. La liberacién basal de TRH de las Aareas
estudiadas es muy variable (1-207% del contenido en el fejido) {Tabla
diferentes po=zas

o gque pudiera coincidir con la existencia de

1),
cerebrales que responden a una

del péptido. Las areas

estimulacién

con concentraciones depolarizantes de K+ (Tablas 1 y 2) son regiones
con una alta densidad de terminales TRH-érgicas, con un gran numero
de receptores y en las que se han reportado efectos del TRH, por lo
que estos resultadés apoyan la hipébtesis de gue €l TRH, ademas de su
funcidén horhqnalr en el eje hipotalémico—hipofisiario; tiene

funciones ‘como NT o NM en algunas regiones del SNC.

En todas lés areas del SNC en gue se ha reportadoyla presencia de

receptores especificos sobre la membrana

TRH se encuentran taﬁbién
plasm&atica (Taylor y Burt, 1982; Ogawa y col., 1982; Rosténe y col.,
s



Tabla 1.- Efecto de KCl 56 mM sobre la liberaciédn de TRH endogeno

de cerebro de rata.

Regiobn n TRH  liberado % de TRH liberable
+ )

(K /basal) (basal)
Eminencia media (0.13) 10 3.85 * 0.84¢ 0.90 * 0.33
ATea predptica (0.99) S 4 .62 * 1 41 1.32 * 0o.31
Hipotalamo total (1.63) 28 2.68 * 0.37 1.12 * o.as8
Nucleo accumbens-septum 13 4.18 * 0.65 1.07 £ 0.32

lateral (7.19)
Bulbo olfatorioco (5.16) =) 1.06 * 0.29 20.15 = 5._38
Amigdala (3.96) 7 2.15 * 0.55> 4.58 = 1 34
Mesenc&falo (8.85) 8 2.29 = 0.30¢ 4.89 £ 1.08
Puente (7.59) a8 2.21 * 0.59 5.90 £ 1.51
Meédula oblongada (12.7) 8 1.95 = 0.31* 2.67 = 0.38
Meédula espinal 8 1.45 * 0.21= 14 .20 = 2_.50
cervical (4.97)

Estriado (7.74) 7 T1.23 £ 0.12 10.51 * 1.50
Glandula pineal (1.22) 4 n.d. n.ad.
Hipocampo (9.02) 5 1.30 = 0.21 14 .24 = 2.87
Corteza temporal (11.7) s n.d. n.d.
Corteza frontal (11.2) 7 1.91 = 0.67 5.76 * 1.36
Vermis cerebelar (15.5) 10 2.05 = 0.62 17.50 * 4.55
Hemisferio cerebelar (6.1) 4 n.d. n.d.
Retina (4.9) 4 n.d. n.d.
Regiones completas (amigdala, glandula pineal, retina, eminencia
media, &rea predptica) o rebanadas de 250 um, se incubaron en KRB y
el TRH liberado v el contenido de péptido en los tejidos se
cuantificaron por RIA.

Las disecciones de corteza se delimitaron por
el guiasma optico. Entre paréntesis se indica la cantidad

de teijido
{(mg) usada en la incubacidn.

Los datos se expresan como el promedio
* el error estandar del promedio del numero de determinaciones
indicado. (Tomado parcialmente de Méndez y col., 1987).
n = numeroc de muestras.
n.d. = no detectado.

+

KR /basal = cociente de TRH liberado durante la estimulacidn contra
el liberado basalmente.

% de TRH liberable (basal) = TRH liberado basalmente
TRH en el tejido después de la incubacién.

* p < 0.05

¢ p < Q.01

+ p <« 0.005

/ contenido de




Tabla 2.-. Porcentaje de TRH liberado por KCl 56 mM en  Jdiferentes

regiones del cerebro de rata.

Regién

n 7. de TRH,lipe:éble‘én respuesta
- - .- - ~& KC1 56 mi--—— o

Eminenciafmedia 10 1.45 % 0.54

Area preéptica 5 3.47 % i}dél
Hipotalamo total 28 1.13 * 0.27

‘Nucleo =accumbens-— 13 v1-71~t 6}2é

septum lateral
Amigdala 4 2.89 % 1.15
Médula espinal 8 s5.80 2,2&
cervical
Mesenceéfalo » 8 4.58 2 0.77
Médula oblongada 8

2.73

I+

1.10

Las regiones cerebrales se incubaron como se indica en la Tabla 2.
Los datos se expresan como el promedic * el error estandar del
promedio del numero de determinaciones indicado.

n = numero de muestras.

% de TRH liberable en respuesta a KCl1 5§56 mM = TRH liberado durante
la estimulacién menos TRH liberado basalmente / contenido de

TRH en
el te3jido al final de la incubacidn x 100.
(Tomado de Méndez y col., 1987).



adéhohipﬁfisié;”ﬁaéta muy alto, como en la retiﬁam(rayioffyﬁ Burt,

"son similares a

1984). En la adenohipdfisis existe un solo tipo de sitios de unidédn a
TRH, de alta afinidad (Labrie y col., 1972; Wilber vy Seibel, 1973),
mientras gue en regiones de cerebro se han caracterizado dos
poblaciones de receptores, una de alta vy otra de baja afinidad
(Taylor y Burt, 1982; Ogawa y col., 1982; Rosténe y col., 1984).

La
constante de afinidad del sitio de alta afinidad en adenohipédfisis,
cortez=a cerebral, nicleo accumbens, retina © cerebro total de

rata
va de 4 a 50 nm (Burt y,Spde;.'lQ?S; Taylor y Burt, 1981; Ogawa Yy
col., 1982; Rosténe v col},;lgéé), mientras gue el sitio de baja
afinidad (R4 = P

5~uM)‘sé‘enéﬁentra en corteza cerebral v en cerebelo
(Burt y Snyder, 1975)

El nimero de receptores en

estas areas varia
como‘en’ -la neurohipéfisis, intermedio

desde muy bégﬁ, comoen; el
estriado. ‘el tallo’ cerebral, el bulbo olfatorio, 1la amigdélézyi 1la

1982) .

Los. sitios de unién detectados en diferentes areas-: del cerebro
los adenohipofisiarios, por lo que parecen
representar el receptor fisioldgico a TRH.

La interaccién de TRH con su receptor produce, como
la liberaciédtdn de TSH de los tirotropos y

de los lactotropos.

va se
menciond,

la de prolactina

Estas respuestas parecen ser mediadas por
diferentes segundos mensajeros. En los tirotropos, se piensa due la
accién de TRH esta ligada a aumentos en AMPCc, aunque esta

la actiwvidad de la

estimulacidédn no es directa sobre adenilato
ciclasa, sino gue parece ser regulada por un mecanismo dependiente
2+

de proteina cinasa C y/o Ca /calmodulina (Martin,

1989), ya que el
2+
Ca proveniente del medio extracelular y de pozas intracelulares

(Geras y col., 1982) tiene un efecto estimulatorio sobre el sistema.



2+

En los lactotropes, €l Ca de poz=as intracelulares parece ser uno
de los mediadores (Geras y col., 1982; Ronning y col. , 1982) .
Ademas, en ecstas cé&lulas el TRH estimula la hidroélisis de
fosfatidilinositol (Baird y col.,: 1983), evento qQue produce inositol

trifosfato, el cual aparentémente es el .: ségundo“mensajero en este

sistema (Martinez de la Escalera - v ’col.;‘3;988;rMartinez de .la

Escalera y Weiner, 1988; Gershengorn, 1989) . En el cerebirec no se

conocen aun los mediadores de la accioén

El TRH exhibe una multitud  de efectos.. en el SNC, tante

neuroqQuimicos como electrofiSiolégiéo;;Viy‘"éék capaz de afectar
algunos patrones del COmportamiehto;’ElkTRH estimula el recambio de

catecolaninas (Kerwin y Pycock, 1979; Horst y col;, 1979; Heal v

col., 1983), aumenta la liberacién de dopamina de :hipotélamo v

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

Miyamoto y col., 1984) y la de noradrenalina de hipotalamo (Sharp y

col., 1982), potencia la liberacién de glutamato, aspartato, GABA y

glicina estimulada por depolarizaciétn en tallo y corteza cerebral

(Biggins ¥y col., 1983y, potencia las acciones excitatorias de

acetilceolina en algunas neuronas corticales (Yarbrough, 1976;

Braitman y col., 1980) y deprime la excitacidtn inducida por acido

glutamico en algunas neuronas corticales (Renaud v col., 1979;

Braitman y col., 1980). El TRH y algunos anadlogos tienen accioéon

excitatoria sobre motoneuronas espinales en anfibios (Nicoll, 1977;

Yarbrough y Singh, 1979) v actiua como factor tréfico en neuronas

motoras del asta ventral de la médula espinal en cultivo (Schmidt-—

Achert y col. , 1984), sistema en el gue el péeptido aumenta la

actividad de ceolinacetiltransferasa y creatina cinasa, haciendo que



las neuronas sean mas numerosas b con pProcesos

mas largoes ¥
desarrollados. :

espactro de

Cuando se le administra in vive, el peéptido tiene un amplio’
efectos =sobra =1 comportamiento.’ ' .

actividad locomotora espontéanea

{Sharp ¥y col.,:
1983; Bennett .y col., 1983; Miyamoto y col.,
narcosis (Kalivas v

Horita, 1983; Sharp ;y
hipotermia {Sharp

b4 col., 1984) inducidas

bo: pent Sarbitél;‘
antagoniza los efecto=s de etanol vy algunos depreSivos‘(?rahge 'y
col., 1979); aumenta l1a tasa respiratoria

{Sharp 'y co}  Jléé&f; 
potencia las respuestas de comportamiento a s;rotonina (?fééﬁ 'yi
Grahame-Smith, 1974); potencia los efectos de inhibiddrés;'ﬂéf{ié
monoamine oxidasa (MAQO) cuando se le administra junto con ’L—bOPA 6
metanfetamina (Spirtes

Yy col., 1976) ; antagoniza algunos

de los
efectos de la neurotensina (Osbahr y col.,

1981) -y algunos de los de
los opiaceos (Holaday, 1984) . El TRH también

posee efectos
termoreguladores en la

rata consciente {(Yehuda vy Kastin, 1980) Y
tien=z un efecto protector cantra el =shock producido por trauma en la
médula espinal {Holaday, 1984 ; Faden v col., 1989) . Ademas, el
peaptido se ha implicado en el tratamiento de algunas enfermedades,
como la esclerosis ammiotrépica lateral (Brooks, 1989) v parece
actuar como antidepresivo (Prange y col., 1979).

Regiones cerebrales especificas estéan implicadas en

los efectos
descritos. Por ejemplo,

el nucleo accumbens

v el hipotalamo estan
involucrados en la respuesta locomotora a TRH (Sharp y <col., 1882;
Bennett y col., 1983; Miyamoto ¥y col., 1884), la cual es mediada a
traves de la liberacidtn de dopamina

({Rerwin y Pycock, 1979; Sharp vy
col., 1982; Bennett y

col., 1983). Algunos nicleos hipotalamicos b4



tambien el nucleo accumbens, son sensibles. a. TRH en cuanto a 1la
reversion de la narcosis 7indu¢idé por 'pentobarbital (Ralivas v

Horita, 1983) . Esta ;aﬁcié ‘”podriav,eéfar mediada- - por vias
catecolaminérgicas, ya. - gue “‘los antagonistas ' de estas aminas
previenen la reversibn de “la narcosis por ' TRH, aungue la

catecolamina implicada no es dopamina (Kalivas y Horita, 1983; Sharp

v col., 1984). El aArea predbptica, conectada con el niucleo accumbens
vy el septum, esta directamente relacionada con

los efectos
termoreguladores del TRH

(Yehuda y Kastin, 1980},

v algunas Areas
del tallo cerebral parecen estar

ligadas al efecto de TRH sobre 1la
tasa respiratoria (Sharp y col., 1984).

Muchas de las caracteristicas mencionadas del TRH cumplen con los

criterios que postulan a las sustancias neuroactivas como posibles
NT y/o NM en el SNC. Sin embargo, la accidn del TRH liberado al
espacio sinaptico ha de ser terminada por algun mecanismo que lo

inactive eficientemente.

En la seccibén anterior se describieron los=s mecanismos de

inactivacién propuestos para los NP y se comentaron a2lgunos de ellos

en relacién al TRH.  Se analizan a continuacibébn los aspectos
relacionados con la degradacibdon enzimatica del TRH, mecanismo

actualmente propuesto como el responsable de su inactivacién.

Ya que el TRH (hormona liberadora de

tirotropina - PGlu—-His—
ProNH ) es una2 molécula pequeha qQue puede ser sustrato
2

de un numero

limitado de enzimas, y ya gue se conocen algunas de sus propiedadaes




VIA METABOLICA DEL TRH.

Tirolibexrinasa
PDMK S PGA T

ZPP
&PGA TI L=
CPHNA ‘E‘
~
PGlu - His - Pro NHZ
His ~ Pro NH2 PGlu - His - Pro
no : CRES
enzimitico .

TRH &cido
His -~ Pxo
Dicetopiperazina

His-Pro—-DKP

PGa I - Piroglutamato aminopeptidasa I (soluble)

PGA I - Piroglutamato aminopeptidasa IT (membranal)

Tiroliberinasa —-Piroglutamato aminopeptidasa sérica.

PE — Prolil endopeptidasa (soluble)

PDMK - piroglutamil diazo metilcetgpa (inhibidor especifico de la PGA I)

CPHNA - N-l-carboxi-2-feniletil (N benzil) histidil-p-naftilamida(inhibidor especifico
de la PGA II)

ZPP—- N-benziloxicarbonil prolil prolinal (inhibidor especifico de la PE)

Fig.l0.- Via metabdlica del TRH. Se indicen los cortes primarios de la mol&cula
¥ la generacidn de dos de sus metabolitos,

especificos de las enzimas.

asi como los inhibidores



en el SNC, este pé&ptido constituye un buen modelo para estudiar los

mecanlemos de 1nact1vac1on de los neuropépt;dos.

El TRH. es degradado in v1trov3"

_____ s s}pfesénteé én_ el
cerebro de roedores (Figs.
enriquecidas en la fracc1¢ni solubl

cerebro total : la plroglutamato

endopeptidasa (PE) . La b.tercera\" " 1' ':‘1a ‘vplrogl'tamato

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

suero.

La PGATI (E.C.3.4.19.3) es una enzima gue rompe el enlace pGlu-X

(X = aminoacido, péeptido o proteina, excepto prolina) (Bauer v
Rleinkauf, 1981; Bauer, 1983) de una gran variedad de pé&ptidos
naturales y sinteticos, entre otros, TRH, LHRH, neurotensina v

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

variable. Por ejemplo, la Km para TRH, TRH-OH, LHRH, PGlu~His-Gli

(péptido anorexogénico) Y neurotensina es, respectivamente, 0.74,

0.67, 0.59, 0.58 y 1.02 mM (Brown y O°Cuinn, 1983). La acciétn de la

enzima sobre TRH produce His-ProNH , el cual puede ciclizarse
2

espontaneamente a His-Pro-bDicetopiperacina (His-Pro-DKP) (Bauer v

Kleinkauf, 1980), metabolito qQue es estable en el SNC y gue tiene
efectos tanto similares como opuestos a los de TRH (Prasad, 1985).
La PGAI es una tiol proteasa de 28 000 daltones de peso molecular
(Bauver, 1983), activa a pH neutro (Prasad y Peterkofsky, 1976). La
enzima reqguiere de protectores de grupos ~SH (mercaptoetanol,

ditiotreitol) y EDTA para expresar su maxima actividad, v es




inhibida poxr agentes —-SH reactivos, como iodoacetamida Y N-—

etilmaleimida.

La enzima sSe encuentra ampliamente distribuida en varias especies

vy teididos. En el cerebro, sSu distribuciodn es muy»hombgénea ‘(wilk,

1983), encontr&éndose  la maxima actividadad en la adenohipéfisis

(Friedman y Wilk, 1986).

La PE (E-C.3.4.2;126) 5es“ una endopeptidasa que hidroliza el

enlace Pro—X (X‘=--CUalqﬁier éminoécido o péptido, excepto pProlina)

de una gran variedad de sustratos, como TRH, LHRH, bradigquinina, a-—

MSH,  neurotensina y substancia P (Koida vy Walter, 1976; Orlowski y

col., 1979; McKelvy y col., '1982). La hidrélisis de TRH produce

TRH-OH comoc metabolito (Prasad y Peterkofsky, 1976). Como en el caso

de l1a PGAI, el TRH no parece ser el mejor sustrato de la enzima. Por

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

v una de 0.15 mM para LHRH. Por otra parte, los resultados'de Busby

v col. (1982) indican Que el TRH es mejor sustrato de la PGAI gue de

ia PE, aungue la actividad de esta vltima enzima en el cerebro

excede la de PGAI, resultados cobservados también por nosotros (M.

Ménde=z y C. Cruz, no publicado).

La PE es una serina proteasa con grupos -SH y —-On reactivos
({Bauer, 1983), con un peso molecular de 70 000 - 75 000 daltones
(Wilk, 1983). Su actividad es maxima a PH neutro o ligeramente

alcalino.

La PE se encuentra en muchos tejidos, ¥y en el cerebro su

distribucion es homogénea (Wilk, 1983). La PGAI ¥y la PE estan
pPresentes tanto en neuronas como en glia (Koshiya Yy col., 1984,
1985; Cruz y coll] no puplicadgo). 34U distribucion supce€lilar indica



que son en—imas netamente citosdlicas. v Que =6lo una pequena
proporcién de su actividad (5-10%) estd presente en las terminales
nerviosas (Torres Yy col., .1986), en contraste con la distribucidn
del TRH, el cual se encuentra concentrado en esta

fracciédn (Winokur
v col., 1977). Sin embargo, estas enzimas podrian o estar localizadas
preferentemente en vtefﬁinales TRH-é&rgicas y; pafticipar en la
regulacién de losrniveles del peéeptido. 7

La PGAII (E.C.3.4.19.-) es una enzima localizada en la membrana

plasmatica de sinaptoscomas (O'Connor Vv

Y O'Cuinn, 19é&; Garat v coi.,
1985; Friedman v Wilk, 1986; Torres y col., 1986), . en la  cara
externa de la membrana, es decir, es una ectoenzima {(Charli y col.,

1988) y se encuentra también en suero (Taqur'y Dixon, 1978; Bauer y
Nowak, 1979). A esta enzima Bauer la ha llamado “Tiroliberinasa™ y
es la vnica enzima responsable de l1la inactivacién del TRH en suero
(Wilk y Friedman, 1985).

La PGAII es una metalopeptidasa (O'Connor y O°'Cuinn,

1984; Garat
¥y col., 1985)

cuyos requerimientos son completamente diferentes a
los de la PGAI. Es activa a pH neutro (O°'Connor vy O*Cuinn, 1985a) e
inhibida por guelantes como la 1-10 fenantrolina. O'Connor y O'Cuinn

(1985b) han purificado la enzima a homogeneidad usando

papaina para
solubilizarlia y han determinado un peso molecular de 230 00
daltones, peso muy semeijante al de 1a

tiroliberinasa (260 000
daltones) (Wilk, 1986).

Los mismos autores (1987) han mostrado que
en el sitioc activo de la enzima hay residuos de tirosina, arginina e
histidina, necesarios para la actividad catalitica.

La PGAII es altamente especifica para hidrolizar TRH (Wilk, 1986)
Y no rompe el enlace pGlu-His de otros péptidos, como L.HRH (Bauer vy




col.. 1981; O'Connor y O°'Cuinn, 1985b). siendo la Km de 40 uM para
TRE (O°*Connor v o*Ccuinn, 1984) . Sin embargo, es | inhibida
preferencialmente por LHRH, ¥y en menor &rado por otros. pégtidos
(O'Connor ¥y O'Cuinn, 1985b). Sus propiedades, por 1lo tanto, son muy
parecidas a las de la "Tiroliberinasa’™ ¥y es posible gue provengan
delrmismo gene .

La PGAII es una enzima que se encuentra preferentemente en el

cerebro (Friedman y Wilk, 1986), en el Que su distribuciétn es muy
heterogénea (Vargas ¥y col., 1987) (Tabla 3). A nivel celular, se
encuentra en neuronas en una alta proporcioén {(Cru= v col.,

sometido) . -
Por lo tanto, las propiedades y la localizacién regional, celular
v subecelular de la PGAII hacen pensar en esta enzima como un fuerte

candidato para inactivar extracelularmente al TRH.

Como se senaldé en la secciétn II, una de las etapas del
metabolismo de las neuronas peptidérgicas gue podria estar sujeta a
regulacidédn es 1la inactivacién. Esto permitiria controlar de manera
fina las concentraciones de NP. En el caso de la degradacidén del
TRH, algunas de las peptidasas que lo degradan pueden ser reguladas,

en particular por el estado hormonal del organismo.

La actividad de 1la "Tiroliberinasa'" es regulada por los niveles
de hormonas tiroideas (Bauer,. 1976;: Emerson Yy Wu, 1987; Ponce v
col., 1988), de manera Que en condiciones de hipertiroidismo la

actividad de la enzima aumenta, mientras gue el hipotiroidismo la

‘disminuye. Probablenmente, &stos cambios contribuyern & T&ddcir el

efecto del TRH liberado a la sangre portal y por consiguiente, a la



Tabla 3.~ Distribucién regional de la PGAII en el cerebro de rata.

Regidn PGAII TRH

(fmolas His-ProNH2/ (pg/mg peso

min/mg proteina) humedo)

Bulbo olfatorio 261'5‘55‘:(51 i 732 ¢ 4‘,.1(12)

Hipocampo 223 = 3"45 (3 , 5+ 0.6  (12)

Nuicleo accumbens-— 178 £}2é"f35 : o143 £'29‘ (12)
septum lateral ‘ v ’

Corte=za cerebral 142 = 12 (4) » 2-5 £’0-7 (6)
posterior ‘
Hipotalamo 135 + 22 (&) 197 * 21 (12)

Corteza cerebelar 67 x 7 (&) n.d.
Neurohipéfisis 54 x 5 {4) 118 * 18 (15)
Mesencéfalo 47 = 6 (3) 16 = 3 (4)
Médula oblongada 26 10 (&) 14 = 3 (7))
Adenochipoéfisis 31 * 6 (&) 4.3 £ 0.8 (17)
Puente 28 4 33 10 %= 1 (8)
Médula espinal 24 = 1 (3) 20 = 3 (8)
cervical
Las

regiones cerebrales fueron disecadas, pesadss y procesadas para
RIA © bien para el ensayeo enzimadtico de la PGAII,

como se describe
en Vargas ¥y col. (1987) v en Méndez Yy col. (1987). Los datos se
erxpresan como el promedio * el error estandar del promedio del
numero de determinaciones que se indican entre paréntesis. (Tomado
de Vargas y col., 1987). n.d. =

= no determinado.



dieminucion de 1a liberacioétn de TSH observada en estas condiciones.
Paralelamente, se ha observado que la actividad de la PGAII en ia
adenohipéfisis es regulada por las hormonas tiroideas en el mismo

aungue la cinética de respuesta es mas rapida en el caso de
la PGAII (Fig. @) ({Bauer, 1987b,

sentido,

i988; Ponce ¥ col., 1988; Suen Y

Wilk, 1989a), por lo gue la regulacidn de las concentrac;ones de TRH

liberado gue llega a - la adenchipbfisis pudiera darse tamblén

a este
nivel.

Por otro lado, la PGAII de algunase Areas del cerebro parecen
responder también a estas hormonas. Por ejemplo, en condiciones de
hipertiroidismo, la actividad de la enzima aumenta notablemente

en
la corteza frontal, mientras gque en el tallo cerebral disminqye
(Suen y Wilk, 1989a). En estas areas se desconoce el significado

fisjiolébgico de esta regulaciodn.

La PGAI también es regulada por hormonas +tiroideas. La Vmax de la
enzima es aumentada hasta 3 veces por T en cultivos de células GH

(Suen y Wilk, 1987), Yy se piensa que esta induccion se lleva a cabo
a través de un aumento en la sintesis de novo de la enzima. Esta
enzima también es inducida en estas células por butirato de sodio
(Suénky Wilk, 1989b) y por S-oxoprolinal (Friedman y col., 1986), un
inhibidor especifico de la PGAI . Estos resultados en conjunto
indican qQue la PGATX es regulada en células GHB, Y Que ésta podria

ser la en=zima limitante en la degradaciétn de TRH en la
adenohipo6fisis (Friedman y col., 1886: Suen ¥ Wilk, 1987. 198%a.,b).

En otras areas, el papel de la PGAI e=s

menos claro. Suen vy Wilk
(1989a) observaron un aumento en la actividad de esta enz=ima en el
hipotalamo, el bulbo olfatorio, el hipocampo Yy el talamo, en



Que parece inveolucrar -

respuesta a2 un tratamiento croéonico . con T . No =se

sabe cual es el
3

significado fisiolgico de esta respuesta.

Finalmente, la actividad_dé la PE en cerebro de rata es inducida

24
Ppoxr poliaminas y Mg

"(Soedé Y coi., 1986) éréféyés”dé*ﬁn‘mecanismo
1ia desinhibicién de 1a Pé7 pof su iﬁhiSidor
endbgéno; Sin gﬁbé}gg; "no existen evidencias que ipdiqdén que ia PE
podria repreSentér 'un paso limitante de regulécién' de las
cdncentraciﬁﬁes;dé aigﬂn NP en el SNC. ! !



OBJETIVOS Y METAS

AunqQue los NP sevconsideran actuélmente como mensajeros guimicos
en el : SNy aunqQue se encuentran ampliamente distribuidos v se
condceﬁ algunos de sus efectos en el mismo, se cuenta con poca
informécién acerca de ldos mecanismos gue regulan las pozas intra-—

terminales de NP disponibles para liberarse, asi como los mecanismos

gque contrelan las concentraciones de los mismos en el espacio
sinaptico una vez liberados ¥y que terminan su accién. Asi, el
objetivo de este trabajo es contribuir al entendimiento de los
mecanismos que regulan los niveles pre-liberables= vy post—liberados
de TRH en algunpas &reas del ceraebro de raca, Yy obtener 1la
informacidén bicguimica necesaria sobre estos ‘procesos qQue pudiera
generalizarse a otras sustancias neurocactivas. E=sta informacioébn

resulta de importancia fundamental para comprender como

funciona el
SN, Vv podria aplicarse al disefioco de drogas especificas para el
tratamiento de algunos desodrdenes nerviosos. Por otra parte, el
conocimiento de los= mecanismos de inactivacion de los NP es
importante =i se piensa que pueden senerarse productos que son
activos en el SNC, lo cual puede complicar las interpretaciones de

los efectos fisioldbgicos de los NP.

El presente proyecto consta de dos partes, una relacionada con
los mecanismos de regulacién de los niveles intracelulares de TRH,

Y
otra relacionada con los mecanismos de inactivacién del péptido
liberadoe al medio extracelular. EY propésito fundamental es
determinar si la PGAT, la PE vy 1la PGATII

participan en estos
mecanismos.




ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

I.- Regulacién__de los_niveles__enddgenos de__TRH_en

ila t

erminal

Aungue laz distribucién subcelular de las peptidasas

solubles PGAI
v PE no coincide con la del TRH,

existe la posibilidaad de que &stas

participen en la regulacidn de logs niveles intra-—-terminales

de este
NP. Para ésto,

utilizamos compuestos capaces de inactivar de manera
especifica vy potente a estas dos enzimas. Estas moléculas, que
actuan a nivel del sitio activo, son el N-Benziloxicarbonil—-prolil-
prolinal (ZPP), un inhibidor no competitivo de la PE (Ki=14

nM), vy
diazometilcetona

la piroglutamil (PDMK) , gque inhibe de mahera
irreversible a la PGAI (Ki= nM). Ambos inhibidores (Fig. 11}'sqn:muy
eficientes en la inhibicién de estas enzimas tanto in x;tf

como ‘in
vivo (Wilk vy

Orlowski, 1983;

Friedman v col.,
1985; Wilk, 1989),

1984; Wilk y . col.,
v fueron donados por el Dr. S. Wilk para' este
estudio.

Con el objeto de determinar la posible relevancia

fisiolbgica de
la PGAI y de 1la PE, estudiamos el efecto in viwv

10

de estos
inhibidores especificos sobre los niveles endbgenos de TRH en
algunas regiones del cerebro de ratdn,

asi como los efectos in
contenido del

vitro
sobre la

liberaciotn y el péptido en rebanadas de
hipotalamo y bulbo olfatorio de rata. Para ésto, utilizamos un
sistema de incubacidén in vitro optimizado previamente {Méndez v
col., 1987) y el TRH 1liberado al madio, asi como el presente

por radioinmunoensayo

en el
tejido se cuantificd

(RIA). Por otra parte,
con el objeto de estudiar el efecto

de estos inhibidores in
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por un periodo *devtiempo més:prolongado. utilizamos un sistema

de

cultivo: de’’ érgano 'y un. ‘sistema de cultivo primario de células
nerv1osas_(Charll v col.,z19885.

con el obJetokjde determlnar si los resultados obtenidos pueden

,extende:se a otros NP activos, estudiamos también el efecto de estos

inhibidores sobre la liberacidn in vitro y sobre el contenido in

vivo e ig'!iggg- de LHRH, péptido que es

mejor sustrato gue TRH de
estas enzimas (Busby v col., 1982; Brown y O*Cuinn, 1983) .
‘cuantificaciéon del LHRH liberado al medio y el presente en el tejido
se l1levd a cabo por RIA, utilizando un anticuerpo donado por la Dra.

A. Barnea.

II.—~ Regulacidon de_ los_niveles_extracelulares_de_ TRH : mecanismo. de

&Eactivacién del TRH liberado.

Ya que las evidencias actuales sugieren que las peétidasas

membranales podrian ser las responsables de la inactivacion

fisiolégica de los NP, y dadas las caracteristicas de 1a PGAII, esta

parte del proyecto esta dirigida a determinar la relevancia

fisiolbgica de esta enzima en la regulaciétn de los niveles
extracelulares de TRH. Para ésto, utilizamos inhibidores especificos

¥y no especificos de la PGAII b4 estudiamos su efecto sobre la
liberacioén de TRH en algunas regiones del cerebro de rata.

Inicialmente, wutilizamos 4 péptidos descritos como

inhibidores

competitivos de la enzima {O'Connor Yy O°'Cuinn, 198Sb) z LHRH

LHRH ({pGiu-~His~-Trp), PpGlu-His-G14i {(péptido anorexogénico) v
(1-3)

PGlu-His (Tabla 4, e intentamos comparar el orden de potencia

relativa de estos péptidos sobre la recuperaciédn de TRH liberado con

sSu orden de potencia para inhibir a la PGAII.



Tabla 4.- .. Algunos inhibidores de la PGAII.

Inhibidor Hidrolisis Tipo de inhibiCibn Ki (mM)
LHRH - C 0.020
LHRH + C 0.170
(1-3)

(PGlu-His-Trp)
pGlu-His-Gli + C 1.65
pPGlu-His . .- NC 4.5
t‘ v¢.—.t-~- - —_ — P

PGlu His

im
(N bzl)0O Bzl tiocamida

N-carboxil feniletil His 0.008-0.010
Bnaftilamida (CPHNA)

El wvalor de Ki de CPHNA se obtuvo en una preparacién de enzima
semipurificada (Vargas y col., 1987) . Los valores de Ki de los
peptidos se determinaron con la

enzima purificada {(O'Connor h's
o*Cuinn, 1985b).

C = inhibicibdn competitiva.

NC = inhibicidn no competitiva.



‘' Posteriormente, contamos con dos inhibidores especificos de 1=

a
PGAIi, sintetizados y donados por el Dr. S.:  Wilkw para este estudio

: : im et s e

el  N-i-carboxi-2-feniletil (N benzil)-histidil-@Bnaftilamida
(CPHNA) (Ki= 8 — 10 pM) , y la pG}u’:His (N bzl) O Bzl tioamida
(Wilk, 1989) (Tabla 4. V¥ Fig}j ;2) (éétef Yltimo con menor potencia

para inhibir a la PGAII), yVeStudiéﬁbs el efecto de estos compuestos

sobre la recuperaciéﬁ"de TRB liberado de algunas regiones del

cerebro de rata.
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RESULTADOS

Los resultados de  este trabajo se encuentran en las siguientes

publicaciones y en los resultados no publicados que se muestran a
continuacidn.

Jean-~Louis Charli,
Sherwin Wilk
peptidase I and

Milagros

Ménde=z,
(1987) .

Patricia Joseph-Bravo
Specific

anad
inhibitors of pyroglutamyl
prolylendopeptidase do not change the in wvitro
release of TRH or its content in rodent brain.
373-37e.

Neuropeptides 9

Milagros Méndez, Carlos Cruz,
and Jean-Louis Charli.

Patricia Joseph-Bravo,
and pyroglutamate

Sherwin Wilk
Questionable role of

prolylendopeptidase
sminopeptidase I on peptide metabolism.
Neurcopeptides (sometido) .
Jean-Louis Charli, Carlos Cruz, Georgina Ponce, Miguel Angel
Vargas, Miltagros Mendez, Miguel Ci=sneros, Jorge Pasten and
Patricia Soseph-Bravo (1989) . Physiological Relevance of
Pyroglutamate amninopeptidase IX. In H
Biomedical Significance

Metcalf and I. M. D.

H Recent Advances
of Thyrotropin
Academy of Sciences,

Releasing Hormone (G.
Jackson eds.),

Annals of the New York
Vel. 5532, New York, pp. 563-564.

in the

Jean—-Louis Charli, Milagros
Cisneros,

Mende=,
Miguel Asal,

Miguel Angel Vargas, Miguel
Patricia Joseph-Bravo and Sherwin Wilk
(1989) . Pyroglutamyl peptidacse Iz inhibition specifically
increases recovery of TRH relessed from rat brain
Neuropeptidaes 14 : 191-196.

slices.



I.- Regu

lacion__de _los_niveles _endogencos de TPH en  1la terminal
nerviosa.

E1l tratamisnto combinado de

PDMK y ZPP i pori

intraperitoneal de los compuestos per 3 vy

inyeccioén
13 hrs bpmbdificb los

niveles de TRH en

diversas regiones del

’ ?a;dhA“(gxcepto
una disminucioétn inesperada an el bulbo en la
hipofisis o el pancreas, si bien la PGAL

considerablemente inhibidas (70-95%)

en &1’
(Publicaciéon # 1). La liberaciétn de TRH i

hipotalamo mediobasal (MBH),

“+

basal o estimulada por alto K, o el
contenido de TRH in vitre, tampoco fueron modificados, a pesar de
una inhibicidn total de las enzimas en estas condiciones
(Publicacion # 1).

Existia la posibilidad de que estos resultados negativos se
debieran a gque los inhibidores no penetraran a las células Y qQue la
inhibicién observada de las enzimas fuera el resultado de la
exposiciébn de éstas a los

inhibidores al momento de romper el tejido

v obtener el homogenado correspondiente para

la evaluaciédn de las
actividades enzimaticas. Para resolver este punto, incubamos cé&lulas
corticales de ratén fetal en pPresencia de ambos inhibidores,
descartamos el medio de incubacioén,

lavamos las células de manera

exhaustiva y las incubamos en presencia de la fraccién soluble de un

homogenado de cerebro total de ratén, para cuantificar

posteriormente la actividad de las enzimas tanto .en las células como

en la fraccibn scluble eXxpuesta a las mismas. Los resultados
mostrados en la Fig. 13 indican qQue las enzimas intracelulares estan
inhibidas a pesar del lavado exhaustivo y que no

queda inhibidor en
el medio extracelular despues de estos lavados. Por lo tanto, se
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puede concluir que los dos inhibidores atraviesan la membrana
plasmatica de las células.

Consideramos entonces la posibilidad de gue el hecho de no haber
observado efectos de los inhibidores se debiera a que la velocidad
de recambio del TRH en las terminales nerviosas fuese muy lenta y se

requiriera de tiempos prolongados de tratamiento para poder observar

cambios. Por otro lado,

el grupe de Faivre-Bauman (1986), utilizando
un inhibidor comiin a ambas en=zimas,

ha encontrado que este compuesto
es capaz de aumentar el contenido y la liberacibdn de

TRH de células
hipotalamicas en cultivo.

Por lo tanto, utilizamos un sistema de
cultivo de organo (eminencia media) ¥y un cultivo primario de células
hipotalaémicas, los cuales nos permiten mantener ‘a las células poxr
tiempos prolongados y en condiciones controladas

bajo el tratamiento
deseado.

Lz incubacién de eminencias medias en cultivoe

hasta por 24 hrs en

-5 .
presencia de PDMK v ZPP 10 ™ no modificéd el contenido de TRH
(Publicaciébn # 2) - De igual manera, el tratamiento de célulags

hipotalamicas y corticales en cultivo con ambos compuestos no afectd

ni el contenido ni la liberacién basal o estimuladsa de TRH, atun

cuando la PGAI y la PE se encontraban ﬁotablemente inhibidas después

de 24 hrs en presencia de los inhibidores (Publicacidén # 2). Como se
observa, nuestros resultado=s son opuestos a lo=s de

Faivre-Bauman
(1986) .

Con el propésito de determinar si las enzimas solubles son
capaces de regular las concentraciones

de algun otro NP en

estudiamos el de estos inhibidores sobre

el SNC,
efaecto

el contenido vy lila
liberacién de LHRH, mejor sustrato gue TRH de estas enzimas. La
incubacién in

{gue contiene la mayor



parte de las terminales nerviosas del hipot&lamo, es decir, la
-5

eminencia media) en presencia de PDMK v ZPP 10 M, tampoco
+

modificd el contenido y la liberacién basal o estimulada por alto . K

de LHRH (Publicacidn # 2). El1 tratamiento prolongado (13 hrs) con

tampoco modifico el contenido de este

ambos compuestos in vi

péeptido en una gran variedad de regiones del cerebro v en la

hipoefisis, excepto en el bulbo olfateorio, region en la que

observamos una disminucioén significativa en el contenido de LHRH

(Fublicacion # 2).
La observacién de una disminucidn en €l contenido de TRH Y LHRH
unicamente en el bulbo olfatorio nos llevd a considerar la

posibilidad de que en esta zona particular del cerebro la PGAI, 1la

PE o ambas posean un papel regulatorio de las pozas de algunos NP

diferente al del resto del cerebro. Por lo tanto, evaluamos el

efecto de PDMK Y ZPP sobre el contenido de TRH vy la actividad de
ambas enzimas en esta regidén a distintos tiempos de tratamiento. La

hipétesis de trabajo gque manejamos fue que una disminucién en el

contenido de TRH y LHRH podria deberse a la induccidén de alguna de

las dos enzimas solubles. En este sentido, Friedman y col. (1986)

han demostrado la induccién de la PGAIX por uno de sus inhibidores

especificos (el S5-oxoprolinal) en cé&lulas GH .
3

E1 tratamiento in vivo con ambos inhibidores produce una

inhibiciétn de la PGAI en el bulbo olfatorio menos pronunciada que en

el resto del cerebro. La PE, por otra parte, no se inhibe en el

bulbo olfatorio a ninguno de los tiempos de tratamiento estudiados

(Publicacién # 2). E1 hecho de gue el ZPP no inhiba a 1a PE en el

bulbo olfatorioc no se debe a la presencia de una isoenzima

insensible a2l inhibidor en estz regidn, puesto gue estudios in wvitro



muestran gue la PE de bulbo olfatorio, ‘hipotélamo ¥y cerebro frontal
de ratén es igualmente inhibida porbzPP (Tabla 5). Por otra parte,
no observamos la induccidn de ninguna de las enzimas en ninguna
condicion experimental,

asi como tampoco efectos cruzados de PDMK vy

ZPP sobre las actividades de PGAI y PE (datos no mostrados).

:
i
!

El efecto de los inhibidores sobre los niveles de TRH en el bulbo

olfatorio sé¢lo se observéd después de una exposiciodn prolongada a los

inhibidores, Yy nuevamente resultd en una disminucidbdn

st oo gt

en el contenido
del péptido._Tratamientos_cortos_3in__viveo o_in_vitro

no modificaron
el contenido y 1la

liberacién de TRH en esta regidn (Publicacidbn #
23 .

En conclusidén, nuestros resultados muestran que las enzimas
soclubles PGATI y PE no regulan las concentraciones intracelulares de
TRH o LHRH en

el cerebro de roedores.

Por otra parte, el hecho de

que los inhibidores especificos de la PGAI y de la PE no modifiquen
los niveles recuperables de TRH liberado al medio (Publicaciones 1 y
2), sugiere gue estas enzimas

tampoco participan en la inactivacioéon
extracelular dsl TRH. E=sta hipbtesis se ve apoyada por resultados
que muestran gue estas enzimas no se liberan al medio en respuesta a

una depolariz=acidén (J. Miranda, P. Joseph—-Bravo y J. L. Charli, no
=3

Y- ool 3-1986yr

__________ H mecanismo_de

inactivacioén del TRE _liberado.

Dado que 1z PGAII se encuentra como una ectoenzima en membranas
plasméticas =sinzptoscomales, pensamos que lia enzima se localiza de

manera adecuada para inactivar al TRH liberado =z

1l espacio sinaptico.
Para confirmar esta hipdbtesis, medimos Y liberac

T ioén de TRH de




Tabla 5.- Efecto de PDMK y ZPP in !;E:Q sobre 1la actividad de PGAI

v PE en cerebro de ratédn.

PGAT U PE

Regiébn Actividad ‘Actividad.
especifica especifica
BO c 0.17 * 0.05 2.47 * O.24
I - 0.065 % 0.04
H 0.14 . * 0.04 1.22 * 0.08

I -— -
CF [o] 0.14 (2) 3.46 = 0.47

I -

Rebanadas de bulbo olfatorio (BO), hipotalamo (H) o cerebro frontal

-5
(CF) se incubaron en KRB por 30 min en presencis de PDMK y ZPP 10
M, se reemplazd el medio por otros 30 min con los inhibidores, se

hizo un lavado exhaustivo con medio fresco v se prepard un
homogenado a partirsr de las rebanadas correspondientes para
posteriormente determinar la actividad de PGAI y PE. La actividad
especifica se expresa como nmolas/min/ms proteina soluble. E1 limite
de sensibilidad del ensayo fue de 1.25 nmolas de B-naftilamina en la
curva estandar.

n = 3 en todos los casos,
C = control.
I = inhibidores.

excepto donde se indica entre paréntesis.




rebanadas de hipotélzamo de rata en presencia de una serie de
inhibidores de 1la PGAII (O'Connor y O‘Cuinn; 1985b) (Tabla 4). De

los 4 péptidos probados, sdlo el LHRH tuve un efecto sobre los
niveles recuperables de TRH liberado (Fig. 14), lo cual coincide con

el hecho de gue este péptido es el mejor inhibidor competitivo de la

enzima. Una concentraciédn de LHRH igual al valor de la Ki por la

enzima purificada (20 uM) produce un aumento de 10 veces en los

niveles recuperables de TRH liberado (Publicaciétn # 3 y Figs. 14 v
1S5). Tal efecto no se debe a una inhibicidn de la PGAI o. de 1la‘PE
(Publicaciones 1 vy 23, sino posiblemente a la inhibiéiéh"dé' la

PGATII. Sin embargo, no puede descartarse la posibilidad de que tal
efecto pueda involucrar la interaccién de LHRH con sus receptores

sSobre neuronas TRH-érgicas. Por otra parte, el contenido de TRH en

hipotélamos incubados en presencia de estos inhibidores no se

modificéd (Tabla 6), a excepcidn de una disminucidédn inesperada en
presencia de pGlu-His-Gli, resultado dificil de interpretar, vya que
ésto sb6lo ocurrid en un experimento (Tabla 6).

Un an&lisis mas profundo de estos estudios reveld gue los &4

péptidcos usados tienen un grado importante de cruce en el RIA de TRH

(Tabla 7 y Fig. 16). E1 an&lisis de las curwvas de desplazamiento de
los peéeptidos en el RIA de TRH, comparadas con la curva de TRH
auténtico, asi como el analisis de Scatchard de la asociaciédn de TRH

v LHRH al anticuerpoc de TRH, revelaron una diferencia de 10 000
veces entre estos dos péptidos (Ka TRH = 0.54 nM, Kz LHRH = 5.26
uM), asi como un cruce muy fuerte en el RIA de TRH, cuyo orden
correlaciona con €l orden de potencia de los pé&ptidos para inhibir a
la PGATITI.
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Tabla 6.- Efecto in wvitro de algunos inhibidores de lia PGAII sobre

el contenido de TRH en hipotadlamo de rata.

Peptido : Concentracién TRH total rg fRH/mgrﬁroteina
Cut) (pg) ' B
Control RC1 5émM‘ : 6747 + 466 (4) 3473 = 160 . (&)
6327 (2) -~ -~ 3116 (2) -

LHRH 20 8823 * 1049 (3) “"3791j£"3s57 3>

6483 = 1327 (4) . 3485 = iopj %)

60 5759 = 9007v(é)yf’i2694 £5sef? (35

7663 = 1813[(4),-'~339$§::716 (&>
200 6715 = 47;% (3);,:f2908hif280_~(3) 

N 8544 = C(a) | B764 x oBs  (4)

LHRH 170 10398 % 2788 (3) 4174 * 149  (3)
(1-3) T R :
S10 12067,2‘3055 (3) ‘ 4861 * 981 {(3)

PGlu-His-G1li 1650 7652 * 1798 (3) 3083 = 921 (3)
o 4486 * 2155 (3)* 1439 * 545 (2)*
bk ‘ ,
Le pGlu-His . as00 - - ~8519 = 2099 (3) 3660 = 639 (3)
¥
1§ El contenido de TRH se midié por RIA en los tejidos despueées de 1la
fe:

incubacién con los. péptidos por 90 min. El1 numero de determinaciones

— se indica entre paréntesis oy corresponde a dos experimentos

N diferentes. * p < 0.01



Ka TRH = 54x10"%uM Ka LHRH = 5.26uM

100 — IRH e LHRH
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Fig. 16.—- Curvas de desplezamiento

de alginos inhibidores de PGATII en el RIA dae TRH.



Valores de cruce de los inhibidores de la PGAII en el RIA
de TRH.

peptido Concentracioén Material inmunoreactivo
' £inal (uM) (pg) -

LHRH -1°) T 313 7

=1 BT

200 2 1000
LHRH 170 67

(1-3)

510 7o
PGlu-His-G1li 1650 284
pPGlu—His 4500 37
pGlu Hi=s OBzl tioamida 100 is
CPHNA "100 43

Probablemente los valores de cruce de lo=s inhibidores hidrofdbicos
(pGlu His OBzl tiocamida y CPHNA) estan sobreevaluados, ya gue cierta
proporcidn se pega al tejido; en esta tabla los valores estan
determinados en KRB =sin tejido. Por ejemplo, hemos determinado que

aproximadamente un 35% de CPHNA se pega al tejido (no se muestra)d.



Sin embargo, con el objeto de evaluar con precisién el efecto de

LLHMRH sobre 1la recuperacin de TRH liberado de hipotalamo de rata,

separamos el inhibidor (LHRH) del TRH liberado por. cromatografa  en
cartuchos de Sep-Pak C N v posteriofmehté llevamos = cabo el RIA
18 i .

En la Fig. 17 se muestra la - dosis-respuesta aparente de LHRH

de TRH. :
sobre la recuperacidén de TRH liberado de hipotalamo de rata. Cuando
analizamos el cruce de muestras: de TRH Y LHRH separadas
cromatograficamente usando distiﬁfas concentraciones de los

péptidos, observamos que la unidn de LHRH a1l anticuerpo de TRH =se
satura rapidamente (Fig. 18),?aah a concentraciones relativamente
bajas de LHRH (1 ¥y & 1M) .. Por otro lado, el contenido de TRH en
hipot&lamo de rata incubado en presencia de distintas
concentraciones de LHRH por 90 min no cambia (Fig. 19).

Estos resultados en conjunto demostraron que el método de
separacién utilizado no es lo suficientemente eficiente para separar
el LHFRH del TRH liberado, ésto es, una proporciétn importante del
LHRH eluye Jjunto con TRH, y este material cruza significativamente
en el RIA de TRH, 1o cual hace imposible evaluar de manera adecuada
el efecto del LHRH s=obre la recuperacidén de TRH liberado de
diferentes &reas del cerebro, que pudiersa estar ligado . a una
inhibicidén de la PGAII. Por lo tanto, ne sabemos gque proporcién del
"efecto' es cruce en el RIA de TRH, que parte se debe a inhibicién
de la PGAII, y qQue parte corresponde a un efecto sobre receptores a
LHRH. Aungue estos estudios no fueron adecuados para responder a la
pregunta que nos habiamo=s planteado, es evidente aue esta
informacidn podriz ser importante en estudios de estructura-funcién
=n relscidédn al anticuerpo de TRH v su interaccidén con péptidos

estructuralmente semejantes al TRH.



400.;_ ‘ (5)

X
a-
X
.}
=
& :
8 300 |—
B
_‘j‘
=
&= (5)
-
8

200 (—
S
e
Q
E=]
—

100 |—

(5)
1 L J
1 4 20

LHRH (uMm)

Fig. 17T.—- Efecto de LHRH sobre la recuperacidn de TRH
liverado de hipotdlamo de rata in vitro.
Dosis- respuestsa.



10016 opg TRH A 40pg TRH X 400 pg TRH
e 20pg TRH A 100 pg TRH % 700 pg TRH
B/Bg %
75 H-
e
i
50 [g—
O
25 |or
XX
> =]
& A
0
x
—0
| i 1 3
14 20 o) 200
LHRH (M)
Figli8.

Curva de cruce de LHRH en el RIA de TRH a distintas concentraciones
de TRH



(o)

(10)

i
1

w00z HYH

(5)
(5) T

. W09 HYH

W02 HYH

Wy HYHT

11T
1

WL HYHO

s)
1 &

1013407

1500 —

()
|

(10)

(5)

(5)

1000 |—
500 {—

oujajoud bui/py bd

- WT00ZHYH Y

concentraciones
& incubado

— WI09HYHT

:

W0z HYH T

(5)
1

(5)

Wiy HYHT

- WL HYHT

{03u09

SQOOr*—

|
:

( By opognauy opyfa) ua HYL

4000 |—

de LHRH Sobre el contenido de TRH en

ras

1Potalamo de rat

1l9.~ Efecto de var
n =

Fig,



Paralelamente a estos estudios, el Dr. S. Wilk sintetiz=é en su
daboratorio dos inhibidores especificos de la PGAIT, el pGlu His
OBzl tioamida y el CPHNA (Fig. 12): Sélo el CPHNA tﬁvo efecto sobre
la recuperacidn del TRH

llberado de hlpotélamo }de rata (Flg. 20

b4
Publicacién # 4), lo cual esté

inhibidor es el méas . potente sobre l=

HM)-. Ninguno de los dos compuestos mOdlflCQVE1 conteni

io (Tabla 8y .

el hipotélamowincdb

CPHNA no lnteractua cormny

inhibe" nii ?hi a la PEb»(Pub‘
compuesto thlbe c351 totalmente»ar/la PGAIi aun
10 Mgengqna preparacibdn homogénea, 1aiactividad‘de
inhibida sélo un 40% en preparacionés crudas ‘éin
embafgo;pa esta éohcentracibn el inhibidor es capaz de ”umentar 2

veces el nivel recuperable de TRH liberado bas almente y en respuesta

a estimulacidén con alto K+ de hipotalamo de rata (Publicécibn # 4y,
sin cambiar el contenido de péptido en el tejido en diferentes
condiciones - de incubacidn {(Tabla 23 .- -~
El1 CPHNA aumenta 3 y 5 veces la recuperaciédtdn de TRH liberado de
nucleo accumbens-—septum lateral y bulbo olfatorio, respectivamente,
sin modificar el contenido del péptido en lo=s tejidos incubados
(Publicacibn # 4) .

-4
Por otra parte, una concentraciédn mayor de CPHNA (2 x 10 M) no

—4
tiene un efecto distinto al producide por una concentracién de 10
™M (Fig. 21).

El efecto de CPHNA obserwvado sobre la recuperacién de TRH
liberado a2l medio en las regiones estudiadas ceorrelaciona con la
actividad especifica de la

PGAII medida en

estas mismas &reas
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(9)
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(9)
1
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A
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10~ 9Mm 10~ %™
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Tabla 8.- Efecto in wvitroe de pGlu His OBzl ticamida 'y CPHNA sobre
el contenido de TRH en hipotalamo de rata.

Condicion TRH totalrfééy. : pg%TRH/mg'pfqte;na

Sin incubar .

control

195.7¢s)
pGlu His OBzl tiocamida

18e (9
CPHNA =

3 - 126 (10)
1268 (10) 248 (10)

‘El contenido-de TRH se' midié por RIA ‘en los tejidos incubados por 70

min  en presencia o ausencia de 165 'inh;S1d6res, los cuales
- : e T R -4

estuvierecn presentes a una concenmtracidén: final de 10

™ durante
el periodo de incubacidédn SO

70 min.



Tabla g.- Efecto de CPHNA in

vitro sobre el contenido de " TRH en
hipotalamo de rata.

Condicién TRH total (pg) pE TRH/mg proteina.
‘A s ess = 269‘:.',‘('7):, 1 868 % .90 (7)
B s 084 = 479 (&) 1 667 = 200 (8)
c & 308 = 5S40 (7). 1 957 % 172 (7)
b 4 500 %= 461 (7) 1 304 = 148 (7)
E 4 932 * 803 (8) 1 493 = 155 (8)

El contenido de TRH se determind
haber =sido incubados por 90

por RIA en los tejidos después de

min. El1 CPHNA se usdé a una concentracidn
-4
final de 10 M. El1 numerco de determinaciones se indica entre
paréntesis. Las condiciones de incubacién fueron las siguientes -
A = liberacidtn baszazl control.
B = liberacién baszal, CPHNA presente €n €l periodo 50 - 90 min.
“+
C = liberaciédn estimulada control, alto K pPresente en el periodo
S0 - 90 min.
-+
D = liberaciotn estimulada, CPHNA v K presentes en el rperiodo
50 - 90 min.
E =

liberacisoén basal vy estimulada, CPHNA presente en el periodo
50 - 90 min,

v alto K+ presente en €l pericdo 70 - 90 min.




CPHNA/ basal

1 |

1

Fig.

21 .-

1
25 50 100 200
‘ CPHNA (uM)

Efecto de CPHNA sobre la recuperacidn de TRH liberado

de bulbo olfetorio de reta in vitro. Dosis— respuesta.
Los datos se expresan como €l cociente de TRH liberado
en presencia del inhibidor con respecto al liberado en
ausencia del compuesto.



(Publicaciébn # 4). Ademss, el efecto de este inhibidor eSfespecifico
para TRH, es decir, se da a nivel de la inhibicién de 1la
N s |

de H-GABA o© Met-enc~(Publicacién

PGAII, ya
que ni ‘la liberacidn basal

#4) vy
3
de H-dopamina (Fig. 22) se modifican por la presencia del .

inhibidor, aunaue la liberacibébn estimulada por K+ en los dos -
primeros casos es disminuida significativamente. El contenido de
Met—-enc en tejido incubado en presencia del inhibidor no se ve
modificado (Publicacidbn # 4).

En conclusidn, nuestros resultados con el inhibidor especifico

la PGAITI, el CPHNA , sugieren que esta enzima podria ser la
responsable de la inactivaciéon fisioclébgica del TRH liberado en
siﬁapsis, va que probablemente se encuentra localizada
estratégicamente, cerca del sitio de liberacion del TRH,

para llevar
a cabo esta funcidn.
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Fig. 22.—- Efecto de CPHNA sobré la liberacidn basal de 3H—dopamina
del nficleo mccumbens!de reta in vitro. -
La superfusidn se llevo & cabo en condiciones simileres
a2 las descrites por XKerwin ¥y Pygock (1979)/Los datos se
expresan como el porc¢entaje de H-dopamina en el medio
de superfusidn en relacidn a2l totel acumulado del tejido,
el cual fTue de B8L% en condiciones control y de 83% en
presencie del inhibvidor. (n=2). .
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ABSTRACT

Pyroglutamyl diazomethyl ketone and N-benzyloxycarbonyl prolyl proilinail,
specific inhibitors of pyrogiutamyl peptidase 1 and prolyl endopeptidase res-
pectively, were used to study the possible role of these enzymes in the regula-
tion of thyrotropin releasing hormone turnover. In vitro thyrotropin releasing
hormone release by male rat hypothalamic slices was studied. Combined in vitro
treatment with 10-5M of both inhibitors totally inhibited both enzymatic
activities. The treatment did not affect basal or 56 mM K* induced thyrotro-
pin releasing hormone release or thyrotropin releasing hormone levels in
slices. Repeated combined fintraperitoneal injections of the two inhibitors
for up to 12 hours produced a 70%-95% reduction in mouse brain
pyroglutamy?l peptidase 1 specific activity and a 65+ -8B5% reduction in
prolyl endopeptidase specific activity. Thyrotropin releasing hormone levels
were unaffected by this treatment 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 brain or hypophysis.

INTRODUCTION

Mechanisms that control neuropeptide concentration inside or outside the
neuron are poorly understood. Recent evidence suggests that membrane-bound
peptidases may be responsible for extracellular degradation (1). However,
whereas a large number of soluble peptidases have been described, it is still
unclear whether neuropeptides are degraded by these enzymes in vive. With
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Abbreviations used: TRH, thyrotropin releasing hormone; ZPP, N-benzyloxycar-
bonyl proiyl proiinal; KRB, Krebs Ringer Bicarbonate; RIA, radioimmunoassay:
POMK, pyroglutamyl diazomethyl ketone; MBH, medial basal hypothalamus, ZGPDMK,
N-benzyloxycarbonyl glycyl proly) diazomethyl ketone.

respect to thyrotropin releasing hormone (TRH),
peptidase 1 (E.C. 3.4.19.3) and prolyl
degrade this peptide in vitro (2). The subcellular distribution of these
enzymes in rat brain however does not correlate with TRH hormone distribution,
since they are mainly found in the cytosol whereas mest of the peptide
the nerve terminals (3). We decided to

to regulate the levels of TRH by using
Pyroglutamyl peptidase 1 is inhibited irreversibly by pyroglutamyl diazomethyl
ketone (PDMK) and prolyl endopeptidase by N-benzyloxycarbonyl prolyl prolinal
{ZPP) both in vivo and in vitrog (4.5.6). We have studied the effect of these
inhibitors on TRH content in different brain areas as

release of TRH from hypothalamus under basal and stimulated conditions.

two enzymes: pyroglutamyl
endopeptidase (E.C. 3.4.21.26) can

is in
test whether these enzymes were able
specific inhibitors to each of them.

MATERIALS AND METHOUS

Male Wistar rats (200-300 g) and male CD-1
commercial Purina laboratory chow diet ad
light-dark period.

mice (20-35 g) were fed a
1ibitum and maintained on a 12 hr

In vivo treatment of mice was by intraperitoneal injections of the drugs
dissolved in water (PDMK) or 10% methanol (ZPP). A

volume of 100 wl per 25g
body weight was injected. Assay of prolyl endopeptidase and pyroglutamyl
peptidase 1 specific activities was performed on the remainder of the brain
not used for TRH RIA.

TRH release from rat hypothalamic slices was stucdied between 11 h and 14 h
following finhibitor administration essentially as described (M. Mendez, P.
Joseph-Bravo, M. Cisneros, M.A. Vargas and J.L. Charli, submitted): 250 wum
thick slices from one hypothalamus were deposited into a syringe, cut at the

bottom, and melted onto a nylon mesh. The syringe was transferred into a vial
containing 500 w1 XRB (pH 7.4) and

incubated at 37°C for 10 min with gentle
agitation under 95%0-5%C0, atmosphere. After 1this incubation period,
the syringe was transferred to a second vial for 10 min and this was repeated
up to a sixth transfer. TRH released during the sixth 10 minm dncubation
period was termed "baseal release of TRH" . After this, the syringe was
transferred into a vial containing KRB with 56 mM KC1 and incubated for 10
min. TRH released in this vial was termed “stimulated release of TRH".
Immediately after each transfer, ice cold acetic acid (20% final
concentration) was added to the media. After the last incubation, the tissues

were sonicated in 20% acetic acid.

The acidified media were centrifuged 30 min at 4°C (12100g)
supernatant evaporated to dryness. The residue
methanol and the dried supernatant used for RIA. The 20% acetic acid tissue
homogenates were centrifuged at 12100g for 10 min at 4°C and the supernatant
evaporated. The residue was extracted with 90% methanol, and centrifuged.

The supernatant was removed, dried and the residue subjected to RIA which was
performed as described (7).

and the
was extracted twice with S0%

For in vitro treatment, slices were incubated with PDMK and 2ZPP (10-5m
final). The activities of pyroglutamyl peptidase 1 and prolyl endopeptidase
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were measured after SO min incubatian in the presence of the inhibitors. in
order to eliminate the inhibitors present in the extracellular fluid, slices
were repeatedly washed for 10 min at 37°C with KRB on a8 Millipore filtration
apparatus. They were homogenized in 500 ) 50 mM Tris-HCY pH 7.5, 2mM EDTA, 2
mM 07T, and centrifuged at 12,100 g for 10 min. Prolyl endopeptidase and
peptidase 1 activities were assayed using 107°M [“HProJTRH
{Rew England Nuclear) as a substrate essentially as described (8). Proteins
were determined by the method of Lowry (98).

pyroglutamy?l

RESULTS

X* stimulation
Preincubation of

TRH release from MBH or hypothalamic slices was significantly increased in
response to 56 mM
pyroglutamyl

Table 1) as reported previously (7).

slices with 1072M PDPMX and ZPP produced total inhibition of
peptidase 1 and prolyl endopeptidase activities (not shown).
Neither the time course of TRM release during the stabilization period (from O
o 50 min, (data not shown) nor the basal or stimulated release were modified
by treatment of the hypothalamic slices with 10754 POMK and zZPP (Table 1).
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. 1f
the hypothalamus was divided before slicing between MBH and rest of hypothala-
mus, TRH release from each of these regions was still unaffected by the inhi-
bitors (Table 1). The TRH content of hypothalamic, MBH or extra MBH hypotha-
lamic slices was not modified by inhibitor treatment (Table 1).
TABLE I

Effects of PDMK and ZPP on TRH content and release from rat hypothalamic slices

Basal Stimulated
Region Released Releasel Content®
AHypothalamus
tontrol 100 ¢+ B(1g)¢ 2.14 + 0.47(13) 10.6 + 1.1(17)
Treated 98 £ 10{19) 1.94 x 0.28(14) 9.5 * 0.9(V7)
My
Control 100 =+ 9(5) not determined 1.8 £ 0.3(5)
Treated 82 & 8(5) not determined 2.6 x D.aA(5)
CrRest of Hypothalamus
Contra? 100 + 12(8) 2.06 + 0.20(5) 3.7 =2 0.7(5)
Treated 129 = 18(S) 2.42 x 0.22(3%) 3.4 £ 0.5(5)
2Data presented

in part A are the mean of 4 +independent experiments.
basal release varied from experiment to experiment,

Because
the mean of each experiment (taken as 100%).

the date was normalized to
Mean basal release varied from
60 to 122 pg per 10 min for the hypothalamic slices and was 20 pg for MBH and
83 pg for “rest of hypothalamus" slices.

Dvalues are ratio of stimulated release over basal release.

€ng TRH per slice from one region after incubation.
dMean + S.E.M. of the number of determinations indicated in parenthesis.
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We also performed 3Iin viwv
inhibitor injection to male mi:e.

time of sacrifice,

ranged from &5%
affected.

decrease in the content of TRH (Table 2).
time of sacrifice (9 A.M., 12 A.M

In Vi

in vo Effects of PDMK and ZPP on TRH Levels in HMale Mice

Experiment 1P

Median eminence-
arcuate nucleus

Rest of
hypothalamus

Hypophysis

Brain stem

Nucleus accumbens-
lateral septum

Pancreas

Experiment 119

Median eminence-
arcuate nucleus

Rest of
hypothalamus

Hypophysis

Brain stem

Nucleus accumbens-
lateral septum

Experiment 111€

Hypothalamus¥

Hypophysis

Brain stem

Nucleus accumbens-
lateral septum

Oifactory bulb

Ltegend for Table 2

the specific activities
prolyl endopeptidase in brain.

lev

or

experiments with differing
In 2 of 3 experiments we determined at the
of pyroglutamyl peptidase 1

Although inhibition of the enzyme activities
to 952, TRH els in the various
One exception was the olfactory bulb where there was an unexpected

These data were independent of the

9 P.M.).

TABLE 2

paradigms

regions were

TREATMENT
None? vehicle Iphibitor
pq TRH/structure
1295 * 121(5)¢ 1295 = 290(5)
8572 x 727(5) 8211 * 959(5)
81 = 6(5) 84 * 16(5)
1675 =+ 266(S) 1284 * 135(5)
1892 + 308(5S) 1976 = 229(5)
17 2 (4 19 = 1(5)
700 £ 239(3) B87 + 127(5) 759 = 149(5)
5627 £ 749(3) 7114 £ 982(5S) 7288 * 544(S)
71 = 19(3) 97 £ 17(5) 113 £ 43(5)
1804 = 820(3) 1617 + 122(5) 1264 = 314(5)
868 * 382(3) 978 * 274(5) 837 + 119(5)

3656 * 942(3)
not detected
420 * 115(4)

1525 * 163(5)
1282 * 196(5)

2635 2 68(2)
not detected
373 = 97(5)

1221 + 161(4)
1148 * 42(5)

3109 + 430(4)
not detected
475 = 40(5)

1390 » 294(5)

2This group was maintained under the same conditions as vehicle and inhibitor
groups except that animals were not injected.

B3 *_ 8B6(4)q

This group was included to

determine whether repeated injections of vehicle could affect TRH levels.

bzpp (1.25 mg/xg) and PDMK (D.1 mg/kg) were injected twice simultaneously, at
9 and 11 A.M..

Sacrifice was at 12 At this time pyroglutamyl peptidase

AM.

I specific activity was decreased by 95% and prolyl endopeptidase by 65%.

CMean * standard error of the mean of the number of determinations indicated
in parenthesis.
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dlntraperitonea1 injections of ZPP (5 mg/kg) were at B P.M. and at 12 P.M.,
followed by 1.25 mg/kg at 2 A.M., 4 A.M,, 6 A M. and B8 A .M. PDMK (0.1 mg/kg)
was injected at B8 P.M. and 2 A.M. Sacrifice was at 3 A.M. At time of sac-
rifice pyroglutamyl peptidase I specific activity was decreased by 79% and
prolyl endopeptidase by 84%.

€lntraperitoneal injections of ZPP and PDMK were as described for experiment
11 except that injections started at B A.M. and sacrifice was at 9 P.M.

These hypothalami were previousily inctubeted as described for the release
experiments pefore extraction and assay for T1RH.

9p<0.025 comparec to vehicle injected group.

DISCUSSION

The cata presentecd in this communication demonstrate that potent and spe-
cific inhibitors of proiyl encdopeptidase and pyrogliutamy)l peptidase 1 have no
effect on TRH levels in brain, hypopohysis or pancreas or release of TRH from
hypothalamic slices. They are in agreemenlt with unpublished results of T.C.
Friedman, who showed triat after a single intraperitoneal injection into mice
of ZPP or PDMK either aione or in combination there was no effect on brain TRH
levels 15,30,60 min or 12 hr ldater. Accordingly our data are consistent with
the hypothesis thatl owro tamyl peptidase 1 and prolyl endopeptidase does not
control intracellular or extracellular levels of TRH.

1f extracellular control is occurring, TRH released from the slices should
be increzsed in the presence of IZPP andg PDMK. Our data are supportec by the
fact that [=#Prc)}TR= agced tc tre dncubaticn medium of wasnhed hypothalamic
slices is not substantially degraded by pyroglutamyl peptidase 1 or prolyl
endopepticase (J.L. Charli, A. Baez, M.a&. vargas, C. Cruz, and P. Joseph-Bravo,
submitted) end with results showing that these enzymes cannot be released upon
56 mM KC1 stimulatior (10; J. Miranca, J.L. Charli and P. Joseph-Bravo, unpub-
Tished).

1f intraceilular control occurs, TRH in the 1tissue and/or TRH release
should be increasec in the presence of the inhibitors. Failure to detect any
effect of the inhibitors is consistent with the subcellular distribution of the
enzymes in rat brain which suggests that they are excluded from the synaptoso-
mal compartment (3) where more than 50% of TRH is present.

Our cata disagree with the results of Faiwre-Bauman et al., (10) who showed
that ZGPDMK, a potent inhibitor of prolyl endopeptidase, which also inhibits
pyrogiutamyl pepticdase 1, TRH levels and release 1in hypothalamic
cell cultures. The disc~- elween the two Studier may be due to one or
more of the following cau (a) TRH sybceilular distribution in neurons in
culture s different fronm bution Jin wvive or in prain slices. In

moits distrd

this regard it shouic be noted that JGPOM. injected in vivo wes without effect
on TRH levels in the hypothalamus (K. Bauer, personal communication). (D)
Intracellular TRH turncver is very Slow (> 12 h). (c) prolyl endopeptidase
and pyroglutamy? peoticdase 1 are rot saturated by their substrates in vivo so
that only a complete inhibition 1is necessary to see an effect. While this
possibility exists, our in vitro data, where the enzymes were 1003i inhibited
do  mot support tnis argument. (d) Tne effect of 2GPDMK on TRH release and

content in hypothalamic cell cultures may be due to a non-specific effect.
The fact that ZGPOMX 1dinhibits twe enzymes with widely differing substrate
specificities Mmekes 1this & reasonable possibility. Further studies testing
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the effect of our inhibitors on primary cell cultures are necessary to clarify
these points.

In conclusion our data suggest that pyroglutamyl peptidase 1 and prolyl
endopeptidase do not control extra- or intracellular TRH levels in brain. on
the contrary, the narrow specificity membrane-bound pyroglutamyl peptidase 11
{11) may be adequately localized for degrading extracellular TRH in brain
(J.L. Charli, A. Baez, M.A. Vargas, C. Cruz ana P. Jcseph-Bravo, submitted).
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Physiological Relevance of Pyroglutamate
Aminopeptidase I¥¢

J. L. CHARLI.C. CRUZ. G. PONCE. M. A. VARGAS,
M. MENDEZ. M. CISNEROS, J. PASTEN., AND
P. JOSEPH-BRAVO
Departamento de Bioguimica
Cerniro de Investigacion sobre Ingenieria Gendtica v
Biotecnologia
Universidad Nacional Autonoma de México
A.P.510-3
Cuernavaca, Mor. 62270, Mcexico

Mechanisms of chemical intercellular communication involve intra- and extracel-
lular steps of inactivation of the messengers which are still poorly understood in
the case of neuropeptides. Thyrolropin~releasing hormone (TRH: pyro-Giu-His-
Pro-NH:-1. a neuropeptide that plays a neurohormonal and neuromodulatory rote.
can be degraded in vitro by four enzymes. These are prolylendopeptidase (PE).
pyroglutamate aminopeptidase T APGAD. pyroglutamate aminopeptidase 11
(PGAID, and thyroliberinase. PE and PGAL are two ubiquitous soluble enzymes
that are not specific for TRH. Their concentrations in nerve endings are low.! and
specific inhibitors of the enrzymes do not modify TRH levels in brain and adenohy-
pophysis or its in vitro release from by pothalumic stices.” Thess data suggest that
they do not degrade TRH in vivo. Consequenily, the pathways of intraterminal
TRH degrudation are still unknown,

On the other hand, thyroliberinase and PGAIL are two peptidases degrading
TRH to hisproNH: with a narrow specificity.’* Thyroliberinase is present in
serum. whercas PGALL ¢ precent on brain synaptosomal pliasma membranes??
and adenohvpophyseal plasmas membranes. PGAITL is musnly 4 brum cnzymes n
this organ. its distribution is not homegeneous.” In order to determine if PGAH is
involved in TRH inactivation in vice. Wwe have initiated ~tudies on its topographi-
cal localization in the sy naptosomal plasma membranes. We have shown that the
main pathway of inactivation of exogencous TRH by extensively washed hypo-
thalamic shic

s ts through nction of PGALL. Morcover, treatment of brain synapto-
somes by trypsin reduces PGAL activity up to 747 without reducing synaptoso-
mal  lactate dehydropgenase. Osmotic shock  or  detergent  treatment  of
synaptosomes enhances PGAll actvity 2077 ot most, Finally

, primary culwures of
mouse brain cells express PGALL The activity is detected in intact cells, is re-
duced by trypsin treatment to one third of control vatue, and is not increased by
saponin treatment. Together, these results suggest that most PG ALl is an ectoen-
zyme in the brain and may be involved in TRH inactivation in the synaptic cleft.
In agreement with this hypothesis, we have obtained preliminary data that show
that luteninizing hormone-releasing hormone tLHRH), o competitive inhibitor of
PGAIL increases TRH recovery in media from hy pothalamic slices (TaBLe 1),

2 This work wus suppornied in part by Grants from CONACyT. Fondo R. J. Zevada, and
Fundacion Migucl Aleman.
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Feedback effects of thyroid hormones on thyrotropin secretion involve regula-
tion of TRH metabolism in addition to direct pituitary effects. We have now
shown that these feedback effects include regulation of the activity of PGAIL.
PGAIl activity is enhanced 2—a-fold by T3 injections and reduced in hypothyroid
animals. This effect is tissue-specific., being detected only in adenohypophysis,
Because of the subcellulur localization of PGA1L. cur data suggest that this narrow

specificity peptidase may be involved in the regulation of the hypophysiotropic
action of TRH.

TABLE 1. Effect of LHRH on TRH Reieuse from Male Rat Hypothalamic Slices#

Busul Release Py
Treatment (pe TRH) (pg TRH)
Control 1K = A5 26 = As
LHRH 182 = W3Ry 265 = 11243

< Slices from onc hy pathalamus were incubated as described .’ After S0 min preincubation,
slices were trunsferted to incubation vials contaiming LHRH (20 uM. K, of LHRH for the
purified PGAID or control medium und 1ncubated for 10 min. {TRH releasced durning this
period corresponds to Basal relcase.) After two further 10 min incubations in vials containing
control medium. they were transferred to vials containing medium with 56 mM KC1 with or
without 20 M LHRH and incubated for 10 minutes. Values were correcicd for R1A cross-
reactivity of LHRH. Vilued are mean = SEM.

L 26 mM KCl-induced release minus basal relecase.

cp < 0.005,

“p < 0.025,
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Pyroglutamyl Peptidase Il Inhibition Specifically
Increases Recovery of TRH Released from Kat Brain
Slices

J.-L. CHARLI, M. MENDEZ, M.-A. VARGAS, M. CISNEROS, M. ASSAI*, P. JOSEPH-BRAVO and
S. WILKt

Departarmento de Bioquimica, Centro de Investigacion sobre Ingenieria Genetica y Biotecnologia,
Universidad Nacional Autonoma de Mexico, Cuernavaca Mor., AMexico, *Instituto Mexicano de
Psiquiatria, Mexico D.F., Mexico and tDepartment of Pharmacology, Mount Sinai School of Medicine of
the City University of New York, NY, USA (reprint requests to SW)

Abstract—Pyroglutamy! peptidase 1l (EC 3.4.19-) is a highly specific membrane-bound
thyrotropin reteasing hormone (TRH) degrading enzyme. To study the functional significance
of pyroglutamy! peptidase Il in TRH degradation, we synthesized the reversible inhibitor
N-1-carboxy-2-phenylethyl (N'""benzy!)-histidyl-3-naphthylamide (CPHNA). CPHNA inhibited
the enzyme with a Ki of 8;:M, but had no effect no TRH receptors or no prolyi endopeptidase
(EC 3.4.21.26). It weakly inhibited cytosotlic pyrogtutamyl peptidase 1 (EC 3.4.19.3). CPHNA at a
concentration of 10 *M increased both the basal and potassium stimulated recovery of TRH
released from hypothalamic slices by approximately two-fold. An even higher recovery was
observed in slices from brain regions with relatively high levels of pyrogtutamyl peptidase ll.
CPHNA had no effect on the basal recovery of y-aminobutyric acid or Met-enkephalin
released from brain slices but decreased the potassium stimulated recovery of both Met-
enkephalin and y-aminobutyric acid. These data further support the involvernent of
pyroglutamyl peptidase Il in the extracellular inactivation of brain TRH.

Abbresiations

TR thyrottopin relcasing hormone RIA tadionnmunoassay
GABA:  ~y-anunobutynic sad HPLC: huph pertonmuance hguid chitomatography
CPHINAL N-l-carboay-2-pheny lethyl N benzy - histidyl- KRB: Kicbhs Ringer Bicarbonate

B-naptithy lannde

Introduction tropin releasing honmone (PR pGlua-tis-

. Lo . . ProNH:) can be degraded in vitro by three
Extraccliulur  inactivation ot biologically active o N

R . vl citzymes (2). T'wo ot these enzymes, pyroglutamyl

peptides  has been primarily  attributed to the -, - < e 4

action of membrane-bound peptiduses (1. Thyro- peptidiuse 1 (EC 3.4.19.3) and prolyl eadopepti-

pep ) y dase (EC 3.4.21.26) are cytosolic., widely distri-

Date reccived 10 May 1959 buted, and act on a varicty of ncuropeptide

Date accepied 10 May 989 substrates. The third enzyme, pyroglutamyl pepti-
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dase 11 (£C 2.4.19.-} is found in brain membranes
(3, 4) and in serum (5. 6). It is highly specific for
TR (2) and does not cleave the pGlu-His bond of
luteinizing hormorne relensing hormone (7. R).
iHighest levels of pyroplutamyt peptidase i1 occur
in brain (9) where its distribution is not homo-
gencous (10). 1t has been lTocatized to the synaptic
plasma membrane (3. 11) where #t exists as an
ectooenzyme (12). On the buasis of its substrate
specificity and its localization. pyroglhutamyt pepti-
dase 11 may terminate the biological activity of
neuronally reicased TRIET.

To continm a role for pyrogtutamy) peptidase 11
in the inactivation of TR in the synaptic cleft, we
have synthesized an inhibitor of this enzyme and

have studied its effect on the recovery of TR
released from brain slices.

Materials and Methods

NMale Wistar rats (200-300 ) kept under controticd
lighting conditions (light on: 7:00-19:00h), and fed
ad libitum a Purina chow diet. were used in all
experiments. [L-2.3 4.5 -praline TRV (14
Proj-TRIt: 107 Ci/mmole) and {2 3PN -ami-
nobutyric acid} (T -GABA)Y: 353 C/mmole) were
purchased from New England Nuctear Co.. Bos-
ton, NMAL TRIY Peninsula

Laboratories. AL Boc(N"bhenzyvh) -
histidine was obtiined from Bachem Col, Tor-
rance. CAL ton exchange chiromatography was
performed on Whtman ceftutose phosphiate PRA

sheets. Anaptviical thin laver chromatography wias
carricd out on 4a

wis obtained from
Belmont, (€

= RO Polveram sitica gel
G/UTV shects, Brinkmann instraments Westbury,
NY. Preparative thin wver chuomatograph was
carried out on 20 = 20cm TOOO micron silica get G

pluates obinined from Analtech,. Ine. . Newirk . DL
Al other res

cnts werte of reagent grade from
cither Sigma Chemical Co.l St Lonis, MO o 3.1
Baker Co.. Phithpsburg, NJ.

Svathesis of CPIINA

Boc-N""henryl histidine (8 mmotes) and B-naph-
thytamine (5 mmoles) were dissolved in 25mi
dimetintformamide.  After cooting 1o 0°C, §
mmotes cach of dicyclohexylcarbodiimide

and

NEUROPEFTINES

I-hydroxybenzotriazole were andded. The reaction
continued for 18h allowing the mixture to come o
room temperature. The solution was filtered, the
filtrate cvaporated to dryness and the residue
dissolved in chloroform. The chiorofarm solution
was sequentinlly washed with sat NaltiCO,, 11,0,
1076 citric acid and 1120 and dricd over NaxSO,.
Evaporation of the chlorofonm gave an otange
solid which when triturated with ether vielded a
white precipitate Boc-N'""benzyl histidyl B-naph-
thylamide (1) (S67%  yield). TLC 95 CHICivS
cthanol single UV spot R = (.30,

Treatment with triftuoroacctic actd for 15 min
followed by evaporation and trituration with ether
viclded the trifluroacetate salt of N'"™"benryvi histi-
dyvl B-naphthyvlamide (11) rou.
vield. TLC  ethyl  acctate/methanol/NH{,ON
T:3:0.75 single UV spot R = (.73,

2.5 mmoles phenyipyruvate-Na salt was dis-
solved in 153ml 10O and the pil adjusted o 7.8,
Limmole of (11) was dissolved in 10mi tetrahydro-
furan and added 10 the above solution tagether

in cssentially

with I mmote tricthylnmine. Somoles NaCONBY,
in Sm L0 was added over a 10h period by means
of a svringe pump and the reaction altowed 10
proceed an additional 6h. A small amount of the
tetrabiy drofuran was removed by evaporation.
Chloroforniand water were added and the product
extracted into chlorofarm. The chloroform exiract

was washoed sequentintly with <ot Nat1C O 1.0,
JO". citri
|54

teidd and T and dricd over NSOy,
aporation vickded a crvstalline materiat swhich

was furthicr pusiticd in 100 mpe portions by preps
tive thin laves

e
clhuomatopraphy  (ethivl aectate/
methanolVNEHOTE R0 2007 .5y The product (R =
0.67) was visunlized under o UV lamp. It was
cluted from the sitica gel with o solution of 4096
cthanol i chlotoform. Annt. Cuded for Caatlag-
NaO 0 CL71630 L 5.07 ) N HLAS Found: C,
T2.000 T 5800 N 1007,

Measwremenr of enzyvme inhibition

Foriphibition studies an essentially homogeneous
prepoaration of pyraglutamyi peptidase H was used
{13). Enzyme activity was determined with the
substrate pGlu-1lis-Pro-NA as previouslty des-
cribhed (9). Inhibition constants were obitained
graphically by the methiod of (4).



PYROGLUTAMYL PEPTIDASE 11 INHIBITION
Release experiments

A TR These were performed between 11:00
and 14:00 essentially as described (15, 16). 250 1m
slices from one hypothulumus,. 3 nucleus accum-
bens-luteral septum or one olfuctory bulb (left
side) were used. CPHINA was added 1o the incu-
batton medivum after a S0 min preincubation.

In one experiment, incubation media were
injected on an analytical hiph performuance liguid
chromatography (HPLC) column and fractions
analyzed by radioimmunoassay (R1A)
cribed (15).

as Jdes-

B: GABA: GABA release was studied in a
manner similar 1o that of TREL Slices were
washed, transferred 3 % (10 min cach incubation)
from viul o vial containing 300ul Krebs Ringer
bicarbonate (KRB) + 107'M  oxyacetic acid
(KRBOA). Thereaftrer they were trunsferred to a
vial containing 250000 dpm PPH]GABA and
further incubuated for 10 min. They were next
transfurred 1o a vial containing 3ml KRBOA and
maintained tor 2 min. Foally they were transter-
red tor 3 additional 10 min periods o 500 1l
KRBOA including o 10 min period with SomM
KCin KRBOA as the last step. CPHINA was
added during the Hast two 10 min periods. Radio-
activity  present  in ussues amd omedia was
determined by hgqud sanullation counting

C: Mot bEnkephaling Met-enhephahn sclcuse
from stitatuimn was studied between 10 gand 124
according 1o (17). Bricfly stuistum from 3rals were
shiced (300 1n 2 perpendiculan ditections). pre-
incubalced tor 15 min and perfused with KRB
saturated with 9370 O /590 COL at 37 °C (Lmbmainy
for 25 min before o 20 min petusion in KRB
containing idl Phe-Aala tto inhibiat Met-enke-
phalin degradation). Shoes were depolarized wath
22mbd KO dunimg the Last 20 mun pestusion
penod. CPHEN A was added dunmg the last 20 nnan,
Portuscd medium from the last two 10 min petiods
weie colledted into tubes containing Tml 1N HCH
Tissuces were transtersed into Ami HOL Tissues
and  mcdia boited, punilicd by XAD-2
chromatography and oxidized with hydrogen pes-
onide. Oxidized Met-enkephalin was quantitated
by R1A using a specific antiscrum (18).

woete
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Results

CPHNA reversibly inhibited pyroglutamyl pepti-
dase Il with a Ki of 8uM as determined by the
method of (14). Tested at a concentration of
O.4amM CPHNA failed 10 inhibit c¢ither protyl
endopeptidase, dipeptidyl peptidase IV or ami-
nopeptidase M. A this concentration. CPHINA
inhibited pyroglutamyl peptidase 1 (EC 3.4.19.3)
by 2496 but nepligibly at 0.t mM. CPHNA had no
e¢ffect on the binding of *H-methyl TR 1o rat
brain membranes (C.S Suen. unpublished obser-
vations).

It was observed that CPHNA was a much more
potent inhibitor of pure pyroglutamyl peptidase 11
than of loess puriticd enzyme propatations. Since
there 1s no evidence ot inhibitor break down during
incubation. 1t is likely that CPHINA binds non-
speatfically 10 other proteins, Whereas 10 *°M
CPHINA virtaally totally inhibits homogencous
pyroglutinmy!l peptidase 11, the activity of this
enzyme was decreased only by 404, in crude brain
preparations. Noncetheless at this concentration,
treatment of hypothatamic stices with CPHNA led
1o o 2-told increase in the recovery of TR from

the mcedium under basal or K7 -stimulated condi-
tions (1

us 1-3) A somewhat gicater etfect was
obseived in the nucieus accumbens-lateral seprum
(Figs 20 3) Howeyer when CPHINA was added to

Luly shices, a region elatinels
pyroglutamy ] poptidasce 11 ¢10) (g

ollactary rich in

3). the recov-
cry o6 basaland K7 -sumuated TR solecasced was
cuhanced approxanately S-told (Figs 20 3y,

A quantitatively similar eftect was obiserved it
TR swas puriticd by HIPLC RiA
Jdetermination (not shown) Tissue TREE content
was not adtered Dy o 20 nun CPHNA treatment in
any of the regions studicd. Mean values 0 SEN
were: hypothalamus: conttol Y5334 = 505 (W)
pestructure. CPHINA S311 = 1208 (10); nucleus
accumbens-tatesal control 4492 2 275
o) py CPLINA 34534 2 200 (10);
olfactory butb: control 715 20 1058 (10) pe/lett side
bulb, CPHINA oS3 £ U3 (YY) In cerebellar hemi-
spheres we had previously shown that TR levels
were undetectable in medium. CPHNA did not
imduce detectable levels of TR (not shown).

proevinus o

septume
3 structures.

CPHINA had no effect on the basal release of
PHI-GABA or of Mct-Enkephalin whereas the
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300

56 mM KC) stimuloted

roo

or TR ceiecse rom mole r0F Ay peetIiomue

Release of TRH ([rom hypothalamic slices under basal conditions (left pancl) or aftet stimulation with S6mM KC1 (right

pancl). Numbers in parentheses represent number of experiments m cach timie point. Bars corfespond to mean + SEM.

potassium stimulated release of these substances
was depressect {Table). Met-enkephalin content of
slices incubated in the presence of CPHNA was
not different from control values (not shown).

Discussion
Our data demonstrate that treatment of brain
slices with CPHINAL an inhibitor of pyrogtutamyl
peptidase I leadsto an enhanced recovervof TRE
released from beain slices under basal or K° -stimu-
lated conditions. CPHINA has no effect on TR
receptars and does not inhibit protyl endopepta-
dase. Tts weak inhibition of pyroglutamyl pepti-
dase {is unlikely to contribute wo its effect since we

have previously shown that the potent pyroglut-
amyl peptidase 1 inhibitor pyroglutamy}l diazo-
methyl ketone did not affect the recovery of TR

relcased fiom brain slices (16). Morcover at the
concentration uscd in

these  experiments,
(O 1M inhibition of pyroplutamyt peptidase 1
wias negligible. A non-specific effect of CPHINA
can also be ruled out since this compound did not
enhance the vecovery of cither GABA or Mcet-
enkephatin fromm brain slices. The
imvolvenmient of pyroghitamst peptidase 11 in con-

trolling the amount of TRIL released is furthe
supported by the

released

observation that the effect of
CPHINA was grester in regions with greater act-
ivity of this enzyme (Figs 20 3}, Since the slices are

Table Effect of CPHINA (107N an Met-enkephalin o PUHEGABA release from brain slices
JUH-CGARBA reliase Aer-enkephahn release”

basal St M KO basal 22mM KOt
Treatmens {percentage of total raduactivin ) (prolesiptissier)
Contyol 26 025 K42 0R(S) L4+ ARy 14 2 )RRy
CPHINA 2.6 205(%) SR = 045y 1.2 2 02(Ry 652 1SRy
Slices from hypothalarrus (a) of striatum (M) were incubated as duscribed in materials and methods
(number of independent determinations in patentheses)

* P < WO2R compared to control

Data are mean = SEM
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Basal und K7 stimualted telease ot TR trom vanous
bratn seions i the prescive ot abmence ot CPHNA - For cach
Fegion. o 30 un statnlization peood was tollowed by o W0 aun
petiad (basal relcase) i KRB tollowed by o 10 s peniod in
KR contaning Somi KOt

toned with s without Ju
v e been pocded

Vhise capefinents wore pote
CAMCPHINA Vanious expeinments
Because basat retcase can be vanable trom
expcliunent o eaporimcnt, values ate eapiesscd an
felcase bos the contiol group

Yu ot basal
For hixpothalamus basal telcase
fluctuated between 38 and 67 pp Lo olactony butb ttom 15 1o
O3pe and tor nudves accumbens-lateral septum from 15 1o
A7ppr Dats ate mean 2 SEM (numbor of independent detes-
mnations i parcntheses). Statsticat analyses weic postonmed
by Student’s taest, values i the presence ol CPHINA worie
vompated o conttol values: © p < B UZ5, 7° - D OIS

195
[ mevermaismn

nl

Fig. 3 Comparison of

u Erns e
.

e
- oo
)

"

potency of CPHNA effect on TREL
recovery with pyroglutamyl peptidase 11 specific

Cuvity .

Left Panel: Bars cepresent basal retease of TR inthe presence
of 10°*M CPHNA for 10 nun divided by the basal release of
TRH under control condinons. When no CPIINA is added  1he
vatue of this ratio 1> 1.0, Number of experiments represented
within cach bur. Dats are mean & SEn.

Right Panel Bars teproscat the speaihic activity of pyrogiuta-
myl peptidase 1 determined as described in Vatgas et al., 1987,
exeept that the substiste concentratiun was 10 °M. Numbes of
determinations represented within cach bar. Data are mean &
SEM

thoroughly washed betore addition of CPHINA itis
highly unlikely that serum pyroplutamyl peptidase
11 could contribute to the degradation of 'TREL.
Thercfore the changes obscrved ase best eaplained
as duc to an inhibition of pyroglutianyl peptidasce
11, Since the tissuc levels of TRLare unahercd and
since pytoglutiny! peptidase 11 has been shown to
be an cctocnzymie. the incteascd recovery ot TR
must be duc to indabitlon ot

an extraceliular
inactivating mechamsm.

This study presents the tirst evidence demon-
strating the action of an cazynie responsible for
TRH catabolisi in brain estraceltular fluid. The
exact topographical localization of pyroglutamyl
peptidase 11 and s relationship to sites ot TR
refease remmns 1o be established. Pyroglutamyl
peptidase 11 should now be added to the list of
peptidases presumed responsible tor extracebular
neuropeptide inactivation, Tty high speciticity sug-
gests that one can determine from the functional
consequences of its inhibion, the physiotogical
role of TRH in bruin.

1 is notauble that a significant ctffect was seen
despite only a 40%,  inhibition of the enzyme.
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Thesc studies should stimulate the search for other
more potent and selective inhibitors of pyroglu-
tamyl peptidase .
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DISCUSION

Aungue actualmente se cuenta con .una gran cantidad de informacién
concerniente a las vias

de biosintesis de muchos neuropéptidos,
conoce relativamente poco

se
acercé de los mecanismos por los cuales
son liberados en el SNC 4 soSré ios mecanismos que controlan la
liberaciodbn de neurotransmisores v hormonas polipeptidicas. Los
mecanismos que controlan la

disponibilidad de

liberacibdn inactivacion

péptido para su
© su intracelular son précticamente
desconocidos. Resulta de

particular intereées

determinar cuales
los mecanismos qQue controlan los

son
niveles de péptido en la terminal
nerviosa : si

es degradado por enzimas intra-vesiculares,

enzimas
citoplasmicas © a traves de la fusidn de vesiculas con lisosomas.

En cuanto a los mecanismos gque inducen la liberacidn de péptido a
la llegada de un potencial de accidn,

se sabe gque éste abre canales
2+
de Ca dependientes de veoltage,

probablemente del <tipo
1987) vy que

N (Miller,
=su entrada a1l

citoplasma induce la exocitosis por

un
proceso que alun no s& conoce perfectamente.

IL.a modificacién de la liberacidon es solamente unoc de

los eventos
que puede ser afectado en las neuronas peptidérgicas.

Recientemente,
el interés se ha enfocado

en la biosintesis de los neuropéptidos vy
en los factores que la regulan. lLos niveles de RNAm pueden ser
regulados por las ceondiciones hormonales (Roberts y col., 1983), por
la actividad transindptica (Eiden ¥ col., 1984) o por la actiwvidaaq
eléeéctrica de la neurona {(LaGamma v col., 1985). Generazlmente, las
modificaciones en las tasas de RNAm se deben a una

alteracibdn en l1a
velocidad de transcripcidn

del gene, o bien en los mecanismos de
transporte o en

la estabilidad del RNAm involucrado.




Las modificaciones

en el metabclismovihtracelular no se limitan a
los niveles de

RNAm,

zino que pueden darse también a nivel de 1a
velocidad de traducci: i o de flé

ruptura del precurser €n una forma

acoplada_ a la transéripcién~13£i ‘v:coll, 1986). La

las enzimas responsables | déilas‘modificaciones

actividad de

post-traduccionales
también pueden estar reguladas

Snyder, 1986).

por;éjemplo, la amidacién (Lynch

Resulta raidnab

b4

le ‘éehsar que también los mecanismos

de degradacidn intraceluiaf?dg‘los ééptidos estan regulados, como ha
sido demostrado V para\\‘aigﬁnos

mecanismos de
extracelular.

Por lo tanto, resulta evidente gque bajo

inactivacion

la influencia
de uno o varios efectores extracelulares, la neurona peptidérgica
puede modificar su

capacidad de interpretar los mensajes
regular

externos y
diversas etapas intracelulares del metabolismo de los
neuropéptidos para adaptarse a una nueva situacidn fisiolbégica.
Estos eventos pueden estar acoplados a las modificaciones del
catabolismo extracelular del péptido y a las

de la ceélula blanco.

Una vez liberado, el péptido se difunde o es transportado hasta
la célula blanco.

el péptido interactia con receptores
Entre los eventos

que pueden afectar
pareceria razonable pensar

A este nivel,
de alta afinidad.

al receptor,
que el reciclaje de los receptores por
internalizacidn induciera simultaneamnente la eliminacién de una
parte del péptido. El1l péptido no internalizado podria
entonces por enzimas

ser degradado
solubles {en 1la sangre) o por enzimas
membranales (ectoenzimas) situadas cerca de los sitios de
liberacidbdn.
Los neuropéptidos representan una clase de sustancias
enxtremnzdanente potentes, gQus rusdsn

neurohor monas,



neuromoduladores, neurotransmisores o como

sustancias - efectoras
una gran variedad de

células

paricrinas sobIre

blanco. Como para
otras sustancias biolégicamente activas y de gran potencia, para los

neuropeéeptidos también deben existir mecanismos

altamente eficientes
de degradacién y/o eliminacién, por una razdn muy importante : a

concentraciones inapropiadas, las sustancias biolégicamente activas
son altamente toéxicas. Esto es especialmente cierto Para

los
factores de comunicacidn neuronal que transmiten una

sefial quimica,

v es claro gue para aquellos neuropéptidos que son liberados a altas

frecuencias, estos mecanismos

tienen que ser no s&lo altamente
eficientes, sino también muy rapidos. .

Pueden visualizarse, sin embargo, varios esquemnas de
inactivacién dependiendo de la concentracidn del péptido a
proximidad del

receptor v de las propiedades del receptor.

Aunque
los efectos de los neuropéptidos son rapidos Y de corta duracién,
algunos de ellos producen efectos retardados ¥y de larga duracién
(del orden de

minutos) gque no requieren de

un
inactivacién maéds rapido que la difusién.

mecanismo de
Por otro lado, las enzimas
implicadas en estos procesos podrian tener especificidades limitadas
segin el neuropéptido a inactivar o la localizacidn anatdmica.

E1
conjunto de factores biogquimicos v topograficos defipen la
especificidad funcional de las ectoenzimas (Schwartz y col., 1986).
La comunicacién intercelular peptidérgica podria ser modificada al

menos en parte por variaciones en estos factores. Por 1lo tanto, es
necesario establecer modelos adecuados

en los cuales pueda
estudiarse el efecto de la manipulacidén de la inactivacidn sobre las

propiedades slectrofisioldgicas de la transmisiédn peptidérgica,

para
aumentar asi los conocimientos sobre tales mecanismos. Queda claro

i
H
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ta

entonces Qque, aunqgque uno de los aspectos importantes de 1a
inactivacion extracelular de los neuropéptidos es la degradaciodn por

las ectoenzimas, deben

analizarse también los demas mecanismos.
La

inactivacidn de los neuropéptidos liberados al espacio
sinaptico o a otros TfTluidos extracelulares

parece ser un aevento
necesario para transmitir informacién de una manera rapida, ya que
1la difusioétn aparentemante  es insuficiente pPara disminuix la
concentracién del péptido en la vecindaad de sus receptores. La
inactivacioéon de sehales intercelulares es un proceso complejo 7
lleva a la eliminacidn

que
del

receptores correspondientes.
cabo

mensajero del Area que contiene los
Aungue este proceso puede llevarse
por

difusiodn, internalizacibh;

a
captura, degradacibn,
modificacion covalente o ia combinacidn de algunos dé; estos
mecanismos, la hipbtesis actual es que la inactivacion de los
neuropéptidos se lleva a cabo por la acciodn de

neuropeptidasas,
peptidasas membranales especificas localizadas en sitios

cercanos a
los receptores sobre la c&lula blanco {(Schwart=z, 1983). E1

primordial de las peptidasas en la inactivacién extracelular
neuropéptidos resulta de

papel

de los
mayor importancia Que en el caso de las
neuronas aminérgicas, en las gque la captura parsece ser el mecanismo
fundamental de inactivacidn.

FPara muchos neuropéptidos, se ha demostrado gue su degradacién
in vitro ocurre muy ripidamente en la sangre y en muchos
el caso de TRH

tejidos. En
su degradacién se observod aun antes de que su
estructura fuera dilucidada. adem

recistente = una gran-- variaedszd-de

asi como a

la accidn de enzima



'térmiﬁa;ﬁ(Glembotski,' 1982) o

o termolisina. Este hecho ‘es e»plicado por las caracteristicas
estructurales del tripéptido : debido a

su extremo amino terminal

ciclizado ¥y a su extremo COOH terminal amidado, el TRH es resistente

‘a de exopeptidasas, vy debido al residuo interno de
pf&liha; peptido no es susceptible a la degradacién POor enzimas
hidrdi>£;éés‘generales. La amidacidn COOH terminal acoplada a la

ruptﬁ:a’dél énlace X—gli"(Bradbury Y Smyth, 1985), la acetilacidn N-

la ciclizacibn de la glutamina N-—

termiﬁal a ﬁiroglu {Busby y col., 1987), son modificaciones pPost-—

traduccionales qQue ~reducen la susceptibilidad de los péptidos al}

ataque de evopeptidasas v que influyen en su actividad biolégica.

E=stas transformaciones se llevan a cabo segan una secuencia

especifica, lo qgue

sugiere que existen sehales que la controlan.

Tales senales podrian formar parte de la estructura del precursor.

Con el objeto de comprender

la funcidn biocldbgica de las enzimas

qgue degradan a los neuropéptidos, un requisito primordial es

delinear primero las vias de fragmentacidn de los neurcopéptidos v

evaluar las propiedades biocgquimicas de las enzimas individuzles

capaces de hidrolizar a estas sustancias. La informacidn obtenida de

e=tos estudios proporciona

entonces, las herramientas necesarias
para resolver pPreguntas macs especificas sobre la funciédn de las
enzimas indivicduales en sitios especificos. Ademas, es importante

determinar si €l neuropéptido y las enczimas gue lo degradan entran

en contacto in vivo. En el caso del TRH, el conocimiento de los

cortes primarios de la molécula, asi como 1la caracterizacién de las

enzimas gue lievan a cabo estas rupturas, ha permitido seguir

adelante con estudios

relacionados al papel fisjioldgico que



desempefian estas enzimas en el control de las ceoncentraciones intra-
v extracelulares de TRH en el SNC, asi como determinar su

posible
reéulacién en condiciones fisiolébgicas determinadas.

zrad por__enzimas

intracelulares.- Debido a su
localizacidotn intracelular, i

ni la PGATI ni la PE podrian ser
relevantes en la inactivacion del  TRH después dg sﬁ liberacibn, a
menos que se liberen junto con el péptido. Si la captufa de TRH por
un proceso dependiente de energia ocurre en el SNC, las enzimas
solubles

parecerian no ser importantes en la inactivaciédn de TRH ni

siguiera a niveles de control secundarios.

En este caso, el proceso
de captura representaria el pase limitante v, por lo tanto,
regulatorio, pero no las actividades de las enzimas intracelulares.
En el caso de 1a inactivaciodn del TRH ¥y otros neuropéeptidos

por
enzimas intracelulares en sus sitios blanco , otros mecanismos (poxr
ejemplo, procesos de endocitosis mediada por receptores)
representarian los

elementos bioldgicamente impeortantes sujetos a
control (Fig.5) (Bauer, 1987a).

No se conocen los mecanismos que regulan las concentraciones
intracelulares de los neuropéptidos en

las terminales nerviosas. Una
rosibilidad es que algunas peptidasas pudieran llevar a cabo este
control de manera qQue pudieran afectar las pozas intracelulares del
péptido, en particular, la(s) disponible(s) para liberarse.

neurop&ptidos, 1la

Para las
celulas que

sintetizan

degradacidn pudiera
representar un sistema de seguridad qQue regule las concentraciones
produce &R e%se=o, por

del pLpticdo gue = tajo condiciones
u

secreciédn es suprimida. Sin embarso, aun en este caso,
gque las encimas olubles tampoco podrian jugar un papel



porgue la distribucitn del TRH y de las enzimas no

directo en la regulzcidbn de las concentraciones intracelulares de
péptido, puesto que lo=s sitios de sintesi=s, almacenamiento v

1iberacién necesariamente estan separados del sitio de degradacidén y

ceoincide. Por 1lo

tanto, otros mecanismos qQue determinen la translocacidn del péptido

del =sitio de almacenamiento al sitio de degradacidn constituirian

los elementos importantes de control, Pero no las enzimas por si
mismas. Sin embargo, existe la posibilidad de que las enzimas
solubles PGAI v PE, aungue muy poco concentradas. --en la terminal

nerviosa, estuvieran presentes en las neuronas,TRH-érgicas o en

neuronas que contengan otro

“enff,fparticular.
Desafortunadamente, tales mecanismos de: “translocacién para  los
neuropeéeptidos son aun desconocidos 'y;‘muyﬂ’dificiles, de . evaluar

experimentalmente.

Si tales mecanismos de translocacién existen ¥ Juegan un-

-papel
biolégicamente importante, se esperaria que ‘ los - niveles
intracelulares de TRH aumentaran cuando su degradacidn es blogueada

por el uso de inhibidores especificos. Idealmente, estos inhibidores

deberian ajustarse a ciertos criterios (Bauer, 19873) : 1) no ser

toéxicos, 2) =ser permeables al menos en membranas celulares y de

preferencia deberian de poder atravesar la

barrera hemato-
encefalica, 3) ser relativamente estables, 4) ser altamente
reactivos, v 5) selectivos. De preferencia, estos inhibidores

deberian de estar dirigidos contra el sitio activo de las enzimas en

cuestidn, produciendo una inhibicidén irreversible de las mismas.

Los inhibidores especificos de la PGAI y 1a PE utilizados en este

estudio =se ajustan a estos criterios (Willk, 1989). Sin embargo.



nuestros resultados muestran gue ni el contenido

ni la iiberacidn basal o estimulada de TRH w LHRH cambian en
respuesta al tratamiento con estos compuestos en varias &Areas del
cerebro, la hipoébficsics o el pancreas de roedores,

excepto el
contenido de ambos péptidos en respuesta

2a un tratamiento prolongado

1

n vivo en el bulbo olfatorio. Tratamientos prolongados in vitro
utilizando cultiveo de o6rganco (eminencia media) © cultivos primarios

de células hipotalé&micas, tampoco modifican el contenido v la
liberacién basal o estimulada de TRH.

Nuestros resultados estan de acuerdo con los de T. C. Friedman
{no publicado=s), cguien observd que después de una sola

inyeccion
intraperitoneal de PDMK v ZPP,

administrados individualmente o en
combinacidn,

no habia efecto sobre los niveles de TRH cerebrales aun
12 horas después del tratamiento.

Por otro lado, nuestros resultados ne concuerdan con los de

Faivre-Bauman Yy col. (1986), qQuienes observaron que un inhibidor
especifico de la PE (Z-Gli~-ProCHN ) inhibe también a la PGAI v
2

aumenta el contenido de TRH vy la liberacidén basal y estimulada por

concentraciones depolarizantes de KCl1l en cé&lulas hipotaliamicas en

cultivo. Utilizando dos sistemas de cultivo diferentes e inhibidores

especificos de cada enzima, NosSotros no observamos ningun cambio

sobre el TRH enddgeno o liberado. La discrepancia de estos

resultados podria deberse a un efecto inespecifico del inhibidor
usado por el grupo de Faivre-Bauman, ya Que las enzimas poseen

especificidades diferentes por sus sustratos. Es posible Que ademéas
de inhibir a la PGAT v a la PE este compuesto modifique otras
actividades enzimaticas intracelulares Yy qQque ésto tenga un efecto
indirecto sobre los nivele=s de TRH,

o bien gue, dada su naturaleza




Aipofilica, puada afectar las membranas celulares

de manera
inespecifica ¥y, por loc tanto. modificar 1la liberacién, como se ha
sugerido en otro=s casos (Jochen Mg Berhanu, 1987). Ademas, este

inhibidor no modifica los niveles de TRH

vo en el hipotélamo

(Bauer, 1988). Estas observaciones en conjunto sugieren que las

enzimas solubles PGAI yv PE no estan involucradas en la regulacidbn de

los niveles de TRH en células neuronales.

Aunque el LHRH es un buen sustrato de 1la PGAI y de la PE 4in

vitro no tuvo efecto

vitre, la inhibicién de la enzima in vivo o in

sobre los niveles enddgenos o liberados de LHRH. Se ha propuesto gue

: s =
el sitio inicizl de corte del LHRH es el enlace tir -—-gli ¥ que este

se lleva a cabo por la accidédn de la endopeptidasa 24.15 (Krause v

col., 1982; Molineaux y col., i1988). La inyececiébn in vive de un

inhibidor dirigido contra el sitio activo de esta enzima aumenta los

niveles de LHRH en el cerebro (Molineaux y col.. 1988). Ademas, la

actividad de esta enzima estad sujeta a2 regulacidn enddecrina (Krause

v col., 1982: Lapp y O'Conner, 1986) . En contraste, no se observa

ninguna alteracidn en la actividad de la PE durante el ciclo estral

{Advis y col., 1982). Sin embargo, si el LHRH pudiera ser degradado

in viveo por la PGATI ¥y la PE, su inhibicidn especifica deberia

aumentar los niveles del réptido. Como en el caso de TRH, podemos

concluir gue estas enzimas tampoco participan en la regulacién de

los niveleg intra~terminales de LHRH.

E1l hecho de gue los niveles de TRH v LHRH hayan disminuido en el

bulbo oclfatorio en respueaesta al tratamiento in vive con los=s

inhibidores por 12 horas fue un resultado contrario & lo esperado.




L=z posibilicdad de que sste cambio pudiera deberse a2 1z induccioén de

una o ambas enzimas por efecto del(los) inhibidor(es), como se ha

observado en el caso de la PGAI en. células  GH ‘pPor su vinhibidor 

especifico (5-oxoprolinal) (Friedman:

1986) puede'

descartarse, ya gque la PGAI de buiSék olfatorzo esté notablementet

inhibida,

aungue en menor pronorcién que en’ el resto del cerebro
tratamiento con ZFPP no inhibidé a l

estudiados in vive. Sin embargo,

en el bulbo olfatorioc fue comparable‘ a 1a obtenlda en el resto,del

cerebro. lo cual descarta la jposlbllldad de que en el bulbo
olfatorio existiera una forma de: PE ‘distinta a la del cerebro

{(isoen=zima) .

La diferencia en los patrones de inhibicidtn de la PGAI y la PE en

el bulbo olfatorio v en el cerebro podria deberse a una

accesibilidad diferente de los= compuestos en ambos tejidos. Sin

embargo, el hecho de que estos compuestos sean de naturaleza

lipofilica y qQue 2)l menos para el caso de la PGAT se haya observado

una inhibiciébn pronunciada a tiempos cortos, parece descartar esta

posibilidad. Alternativamente, las tasas de metabolismo de estos

compuestos podrian =ser diferentes en ambas regiones Se ha sugerido

que algunas enz=imas del tipo de las deshidrogenasas aldehidica Y

alcohdlica podrian intervenir en el catabolismo del ZPP,

transformandolio a sus derivados acido y alcohdlico respectivos

(Friedman y col., 1984), los cuales poseen una potencia inhibitoria

varios érdenes de magnitud menor al compuesto original (Wilk v

Orlowski, 1983). La actividad de estas deshidrogenasas es diferente

dependiendo del teiido., y en este sentido la inica posibilidad es
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qQue en el bulbo elfatorio ia actividad catalitica de

estas encimas
fuera extraordinariamente alta.

Por lo tanto, la disminucién en el contenido de TRH v LHRH en el

bulbo oclfatorio relacionada directamente

no parece estar

con la
actividad de las enzimas solubles.

Ademés de los=s sistemas degradativos, la secrecibdbn vy/o el
procesamiento de 1los precursores podrian afectar los niveles de los
péptidos en las terminales nerviosas. La posibilidad de qgue PDMK y/©

ZPP aumenten la liberacién de TRH in vivo (y probablemente de LHRH),
de manera gue disminuya el péptido en el teijido, no parece ser el
caso, puesto gque los inhibidores no tienen efecto sobre la
liberacidn in vitro.

Por otra parte, el bulboc olfatorio se comporta de manera
diferente =1 hipotalamo en cuanto a TRH. Por ejemplo, se ha
propuesto gque en €l bulbo olfatorio el precursor de TRH se procesa
de manera diferente al resto del cerebro

(Lechan ¥y col., 1987) .
Ademias, esta regidn contiene la menor actividad de PAM en el cerebro
({alrededor de &0 veces menos que en el hipotalameo) (Meng vy Tsou,
1988). Si PDMK o ZPP tienen efectos inespecificos sobre otras
zctivicades enzim&ticss, —como-—por. =3 voo- 1=

empls - so0bre-—2a- -PAYD
inhibicidén de esta enzima por alguno de estos compuestos resultaria
en una disminucisén en €l contenido de los péptidos. lL.a presencia de
una baja actividad de PAM en el bulbo olfatorio podria representar
uno de los pacsos limitantes en el procesamiento terminal de los
préeptidos,

de tal manera que la inhibicién de ésta produciria efectos
considerables sobre su contenido. Por otra parte. 1l= disminucibn en



el contenido pudiera deberse a un efecto de los compuestos en otra
etapa del procesamiento ce los pPrecursores. Adem&s. laz liberacidn
pasal de TRH en esta residn s muy alta v el teiideo no responde a

+

una estimulacidn por K (Méndez v col., 1987). La actividad de la

PGAII es de las mas altas medidas en el cerebro (Vargas v col .,
1987). La PGAI es inhibida in vivo en menor proporcidén gue la enzima

de cerebro ¥y la PE no es inhibida in viveo Por sus inhibidores
especificos {(este trabajo) . La PGAT es regulada por hormonas

tiroideas (Suen y Wilk, 1989a). Estos datos en conjunto hacen pensar

que el bulbo olfatorio representa una regidn en la gue el proceso

sintesis y secrecidén de TRH pudiera ser diferente al gQue ocurre en

otras regiones del cerebro y, peor lo tanto, constituye un objeto de

estudio atractivo para futuras investigaciones en esta direcciébn.

En conclusién, nuestros datos confirman la hipdtesis de gue las

enzimas solubles PGAI y PE no controlan los niveles enddgenos de TRH

o LHRH, vya gue probablemente las enzimas nunca entran en contacto

con los péptidos in vivo v estan

de acuerdo con 1la distribucidn

subcelular de las enzimas v los peptidos en las terminales

nerviosas. Estas enzimas tampoco regulan los niveles extracelulares
de lcs s - 1liberan €n - resSpusesta- -as- -una
estimulacidbn, aunqgue existe a posibilidad de gue las enzimas

solubles se secreten por la via constitutiva, como se ha mostrado

para algunas proteinas ({Kelly, 1985, 1988). En este sentido, cabe

mencionar qgue en ligquido cefaloraquideo de muchos mamiferos se ha

detectado una”actiyidad de PGA (Prasad v col., 1987a), que en el

hombre disminuye con la edad (Prasad y col., 1987b). La actividad de

esta enzima an el liguido cefaloraqgquideo probablemente es el



resultado [=1-4 1la enzima liberads de

= muchas areas del SNC.
especialmente de la me&duls espinal, evento que pudiera reflejar una
secrecibn constitutiva de la enz-ima a este nivel.

Nuestros resultados no se contraponen con el hecho de gue los

metabolitos producidos por estas

enzimas, el His-Pro-DKP v el
TRH-OH, estan presentes en muchas areas del SNC {(Prasad y col.,
1982; Emerson ¥ col.. 1980) ¥y qQue exhiben efectos en estas regiones
(Prasad, 1985; Boschi y col., 19880). Aungue se ha demostrado gue el

His-Pro-DKP =se libera en respuesta a alto K Y qQue este evento es

dependiente de Ca 2 extracelular (Iriuchijima y Wilber, 1987), no
=e ha podido demostrar la presencia de receptores al dipeéeptide
ciclico en tejido nervioso, perco si en m&dula adrenal y en higado
(Prasad, 1989). Por otra parte, tampoco existen evidencias

qQue

apoven gque &l dipéptido se metaboliza (Prasad, 1989). Los niveles de®

Hi=s-Pro-DKP en sangre, liguido cefaloraguideo v cerebro no

correlacionan con los de TRH (Mori y col., 1982a,b; Yamada y Wilber,

1989: Prasad, 1989). Tampoco hay correlaciédn con la actividad de PGA

que io produce, ni durante el desarrollo ni durante el

envejecimiento o en estados farmacoldgicos alterados (Prasad y col.,

1987a). Estas observaciones han llevado a especular sobre el origen
del His-Pro-DKP, v el grupo de Jackson ha sugerido aue no todo el

His-Pro-DKP proviene de TRHEH. =sino Que una parte podria derivarse del

precursor de TRH a partir de la secuencia Gln-His-ProNH (Lechan y

2

col., 1986), ya cque este precursor se localiza en el cerebro en lacs

3 se encuentra el dipéptido ciclico, lo cual

proporciona las bzse=s bioguimicas para pestular qQue el dipé&ptido

podria originarse directamente & partir del crecursor de TERH in la

formaciotdn de éste como

paso intermediario (Lechan y cel., 1986;




lLechan y Jackson. 1986). Alternativamente, otro precursor distinto
a2l de TRH podria originar His-Pro-DKP (Yamadae v Wilber, 1989) o
bien, a través de la sintesis de nove del dipéeptido a partir de los
amino&cidos que lo constituyen (Prasad, 1987a, 1989).

Puesto gque l1la secuencia precursora inmediata de His-Pro-DKP es

His-Pro-NH , ¥V vya qQue existe en el cerebro una enzima membranal
2

capaz de producir His-Pro a partir de esta secuencia, la dipeptidil

dipeptidasa IV (E.C.3.4.14.5), existe la.posibilidad de que la

formaciédn de His-Pro compita con la ciclizacidn no en=zimatica de

His-Pro-NH , evento que ya ha. sido demostrado in vitreo con membranas
2 B . . g B N

sinaptosomales (O'Connor v . O'Cuinn, 1986; O'Cuinn -y col., 1990) .

Esta hip&otesis es apoyada por ' el hecho de que existen receptores a

His-Pro en cerebro (Coggins y‘col., 1987) Yy porque este dipéptido
tiene efectos en el SN cuando se le administra
intracerebroventricularmente (Coggins y col., 1986).

Ya que las enzimas solubles no estan implicadas en la

degradacién intracelular del TRH ¥ el LHRH, otros mecanismos podrian

lilevar a cabo esta funcidédn, tales como la fusidn de las vesiculas

qQue contienen los peéeptidos con lisosomas. Alternativamente, otra
enzima soluble podria ser la responsable, como lo han sugerido
Kreider v col. (1981), guienes suponen la existencia de una tercera

enzima soluble en €l cerebro qQue puede degradar =z=1 TRH directamente

hasta ProNH . Sin embargo., esta enzima no ha sido caracteriz=ada.
2

Finalmente, habria gue considerar la posibilidad de gue la PGAII
intragranular pudiera regular los niveles de TEH intracelularmente
mientras la enzima es transportada hacia su sitio de anclaje en la

membrana plasmatica.
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Aungue no se . ha identificado un papel fisioldégico para las

enzimas solubles en 'la inactivacién de TRH o© LHRH. éstas podrian

representar un mecanismo a traves del cual los peéptidos liberados de

c&lulas dantiadas o vesiculas viejas regresarian a la poz=a de

aminoc&acidos. como han sugerido O'Cuinn y col. (1990).

Degradacion _del _TRH__por_ _enzimas extracelulares.- La rapida

SNC Parece ser

inactivecion del TRH liberado en distintas a&reas del

un evento de capital importancia y un reguisito para que el péptido

pueda funcionar como un factor de comunicacidén neuronal (Fig. 7).

Con respecto a los procesos enzimaticos, existen esencialmente dos

posibilidades (Bzuer, 1987a : en analogia a la inactivacién de

acetilcolina por la acetilcolinesterass, se esperaria que la

inactivacibdn de los neuropéptidos liberados &n sinapsis fuersa
catalizada por enzimas localizadas en la vecindad de los receptores
al peéptido. Desempefiando funciones especializadas de "aclaramiento'

= deberian de ser importantes para

la trancmisién de la siguiente sefial. Aun mas, estas enzimas podrian

r directamente la concentracidén de estas sustancias en sus

(]

modific
sitios blanco, asi como en l1la duraciédn de su accidn y, poer lo tanto,
en la respuesta biolégica.

En contraste, las enzimas localizadas sobre las neuronas en
sitios lejznos &1 =sitio de interaccién de la celula blanco, o bien
en otras ceé&lulas, podrian actuar sobre los péptidos sdédlo después de

mas sélo podrian llevar a

7%

su difusidn ¥y, por lo tanto, estas en=z=

cabo funciones generales de eliminacidn. La existencia de tales

serjia un inconveniente para estudios farmacoldgicos, factor

m
que debe tomarse en cuenta cuando se administran neuropeéptidos

PP Tl

Crbeadd



exétgenamente. Sin embargo. biclbgicanente estas enzimas pucieran
desenpehiar unas funcisodn importante H mantenaer e} sistema de
co

e
unicacidn evitando gue los péptidoes =se acumul

é&n de una enzima especifica para TRH, la PGAII,
heterogéneanente distribuida en el SNC, presente en membranas
sinaptosomales como una ectoenzima. -y

regulada por hormonas

tiroidezs de manera tejido-especifica, refuer=z=za la posibilidad de
que esta peptidasa lleva a cabo funciones muy especializadas vy
probablemente regulatorias. Lz localizacidtn preferencizl de laz PGAII
en neuronas sugiere gue esta enzima desempefia una funcidédn importante

en la terminacidn de: la z=ccidn del TRH en

sus sitios blanco.
Nuestros resultados sobre el

efecto de un inhibidor especifico de 1a

enzima, el CPHNA, sobre l1a recuperacion de los nivel

es liberados de
TRH de a1l mencs tres- regiones 2l cersebro de- rat=,- Dugieren - gue
efectivamente éste es el caso. Sin embargo, exxperimentos in vivo
apoyarian esta Sugerencia. Aun m&s, el hecho

de que el aumento en
Jdos niveles recuperables de TRH liberado de estas tres regiones en
pPresencia del inhibidor correlacione con la actividad especifica de
la enzima en las mismas, apeya aun mas esta hipdbtesis
E1l CPHNA no tiene efecto sobre los receptores & TRH y no inhibe a
la PE. La dé&bil inhibicidon de la PGAZI compuesto a 1=
concentracidén utilizada en los

liberacioébn (0.1mM),
no parece contribuir a2l efecto observade., va gque los inhibidores
especificos de la PGAI v la PE no afectan los niveles recuperables
de TRHB liberado. Puesto qQque las rebanzadas de tejido se lavan
exhaustivamente antes de agregar el inhibidor, es practicamente



imposible que 1ia “Tiroliberinasa'" s&rica contribuyva a la degradacidn
del ThRH enn estas condiciones.

Por otra parte, el efecto de CPHNA

es=s especifico para TRH, va
que el inhibidor no afecta la liberacidn basal de GABA, Mét—énéb v
dopamina. Considerando que los' niveles de TRH en los tejidos
estudiados no cambian v va que la PGAII es una eétoéﬁ;imé?
proponemos que la recuperacidén aumentada de TRH 1iberado‘sé ‘aéBé‘é

la inhibicidn de un mecanismo de inactivacién extragelulaf,' l=a
PGAII.

Si bien la liberacidén basal de GABA, Met-enc Yy dopamina no es

afectada por CPHNA, la liberacién estimulada por concentraciones
depolarizantes de ‘KC1 en"'ids_ dos Primeros casos disminuye
significativamente. Esto ‘pﬁede deberse a que la secrecidbn de
sustancias neuroacﬁivas eé sensible a algunos compuestos aque

modifican proteinas (Augustihe ¥y col., i1987). Por ejemplo, la N-
etilmaleimida bloauea la secreciodn en células cromafines
permeabilizadas (Knight y Baker,

1982; Wilson ¥y Kirshner, 1983: Frye
v Hol=, 1985) y en hueves de erizo de mar

(Jackson y col., 1985), 1lo

gue sugiere gue los grupos sulfhidrilo tienen una funcién importante

an una proteina implicada en el mecanismo de secrecidn. En
contraste, la N-etilmZleimida y compuestos gue reaccionan con grupos

—SH aumentan la liberacion de sinapsis neuromusculares

intactas
{(Carien y col., 1976 ; Carmody, 1978), sinaptosomas (Baba v col.,
1979), rebanadas de ‘teijido (Wade v col ., 1981) vy células PC12

(Pozzan ¥y col., 1984) . Es probable gque los efectos de estos

-compuestos sobre terminales nerviosas

intactas se debzan a aumentos

"



en la= concentracionss intraeceluliares de Ca v/0 = ascciones
citotéxicas generazles (Poz=an vy col., 1984).

Ademsés, un inhibicor ce 1la zctivicdad degradativa de LHRH (el N-

3 zumentsa la liberacidn del

péptido de eminencia media a traves de un mecanismo qQue parece
implicar 1la activacidn de un componente en la membrana de las
células (Advis y col.. 1988).

secrecidén de

Por otra parte, actualmente se piensa que 1la

sustancias neuroactivas esta mediada a traves de la activacioéon de

2+

metaloendoproteasas. La fusidn dependiente de Ca de mioblastos
aparentemente reguiere de la actividad de una metaloendoproteasa

1984). El1 mecanismo por el cual esta

(Couch y Strittmatter, i19e:z,

enzima aumenta la fusibébn es desconocido. Esta proteasa reguiere
24

zZn u otros metales pesados e hidreoliza enliaces peptidicos en 1

lado amino terminal de aminocicidosg hidrofdébicos. Asi, los dipéptidos

sintéticos gue sean sustratos de esta enzima podrian usarse como
sondas, ya que competirian con los sustratos celulares que median

las respuestas correspondientes.
Puesto gque existe cierto paralelismo entre la fusién celular y 1la

exocitosis, se piensa que probablemsnte cse reqQuiera también de la

actividad de una metzloendoproteasa =n la exocitosis. E1L guelante de
metales pesados 1, 10-fenantrolins, blogues la secrecidn de

histamina de mastocitos intactos {(Mundyv y Strittmatter, 1985). Los

peptidos sinteticos gue 20N SUSTIratos = 1=3 la enzima ploguesan la
secrecidn de mastocitos {(Mundyv v Strittmatter. 1985), los
potenciales de placa en l=a unioén neurcomuscular de rata (Baxter v

col., 19832) y la liberacidén de glicina inducida por depolarizacidn

en retina de Xenopus (Frederick y col.. 1984). Otros inhibidores de



etaloendoproleasas

bloguean la =

o

unica evidencia

sint&ticos

n
[
n

Que son
cen afectar ila

pare
(Augustine ¥y c<col.,

transmisidn en

de
i1987) .

Por 1l tanto. el efecto de CPHNA observado sobre la
estimulada de GABA Yy Met-enc

liberacién
inespecifico del compuesto

pudiera explicarse como

un
a nivel

efecto

de una de las
del proceso de secrecidn,

etapas terminales
probablemente sobre
descrita.

la metaloendoproteasa

- Una-seri

~3de —datoz-Angica-—que -~ -PGAT I —a=s
puede entrar en contacto con el TRH e&n el espacio 1
otros fluidos exxtracelularaes para degradarlo;

en
en este sentido, cabe
mencionar cue el TRH e= esencialmente degradado en sueroc por &
“Tiroliberinasa" (Wilk y Friedman, 1985%). Estas evidencias incluyen
las propiedades cataliticas v la ecspecificicad de la PGAITI, su
loczlizacidn preferencial en €l cerebro, en neurcnas y en membranas
sinaptosornazles, CoOomo una ectoenzima, asi
sobre 1a

como nuestros resultados
recuperacidn de TRH

liverado en presencia de
especifico de la enzima,

un inhibidor
v el hecho de gue las peptidasas solubles
PGAYT v PE no se liberan en respuesta a2 depolarizacibdbn.

coniunto permiten concluir que

Los datos en
en el

la enzima tiene un papel
funcionamiento de algunos circuitos neuronalecs.
de la distribucién regional

raceptores.,

especifico

La comparacidén
de

la enzima

con la del TRH v sus
asi como con 1la de la libveracidn basal v estimulada por
concantraciones depolarizantes de KCl en varias regiones

del cerebro

v S

i
i




de rata. revela Que no existe una correlzacidn estricta (Ménde= v

col., 1987; Vargas y col., 1987). Por lo tanto, es posible gue en el
cerebro, a pesar de los conocimientos actuales sobre la
especificidad de la PGAITI, la enz=ima Tenga otros sustratos

fisioldbgicos, como se ha demostrado para otras peptidasas, como la

endopeptidasa 24.121 (Turner, 1988).

Si bien el conjunto de evidencias sugiere gue la degradacibdn
enzim&tica por la PGAII e=s el mecanismo principal de inactivacidn
del TRH extracelular. no puede descartarse la posibilidad de que los
demas mecanismos de inzctivacion participen en este proceso en
condiciones fisiocloébgicas particulares o en regiones cerebrales
determinadas. En este sentido, cabe mencionar que el material

inmunporeactivo gue s libera del hipotilamo corresponde a

tres entidades moleculares distintas, de las cuales la méas abundante
es TRH auténtico (Mé&ndez= v col. ., sometido). Las otras dos formas son
inmunolégicamente semejantes a2 TRH, de un peso molecular muy similar
v maés hidrofdébicas gue TRH (Ménde=z ¥y col.. sometido). Dichas formas
podrian corresponder a moleculas de TRH modificadas cowvalentemente,

procese gue pudiera estar iigsdo 2 la liberzcidn del peptido, como

se ha sugerido en €l caso de ao-MSH (Martens y col., 1981; Vaudry y
col., 1983), o bien. ser moléculas tipo TRH sustituidas en alguno de
sus aminoacldos (Pekaryv v Gol,., 19232, 1925; le v <ol,, 1989), o

corresponder & extensiones cortas de la olécula de TRH en sus

m
extremos NH o COOH terminales como intermediarios del procesamiento

del precursor de TRH, cuya presencia se ha demostrado Ya en algunos
tejidos (Cockle v Smyth, 1986, 1987, 1988) . Otros autores han

reportado tambieéen 1la presencia de moléculas adicionales tipo TRH.




Por ejemplo, Biggins ¥y col. (1982) detectaron 4 formas distintas en

liguido cerebroespinal humaneo. ¥ Sheward v col. (19832) reportaron la
presencia de tres formas en sangre portal de rata, lz mas abundante
de las cuales s RH auténtico, mientras que las otras dos sSon mas

T
hidrofébicas gQue &ste. For 1o tanto. de estos estudios gueda claro

T
que la exicstencia de formas adicionales tipo TRH parece ser un
d guna(s) de ellz=(=s)

fenémeno generalizado v, qQue posiblement

=] 1
podria{(n) ser el recultado de 1= accidn de un mecanismo de
a1

w

inactivacidn distinto

El presente estudio es la pPrimera evidencia que demuestra la
accidn de una enzima responsable del catabolismo de TRH en fluido
extracelular en el cerebro. Nuestros resultades sugie
enzima podria estar localizada cerca del =sitio de iiberacidn del
péptido, zungue e=to quaeda por verificarse. E
inmunocitocguimicsa, utilizando inhibidores especificos o el
anticuerpo de la PGAII marcados radiocactivamente podrian ayudar a
resolver este problema. Por lo tanto, a PGAII puede incluirese
actuaimente dentro de la lista de peptidasas responszables de la
inactivacién extracelular de los neuropéptidos. Por el momento, ésta

es 1= unica ‘"nmeuropeprtidasa especifica’ conocida. Su alta
especificidad sugiere qgue a& partir de las consecuencias funcionales
de su inhibicidn, puede inferirse el papel fisioldgico del TRH en el
cerebro. Sin embargo, fazita a2un por demostrar que 1=z inhibicidén
especifica de la enzima in vitro v/0 in viveo es capaz de modificar
la transmisidn TRH-&rgica en el cerebro para poder concluir sin

dudas Que l= PGAII &= iz responcsazable de la inactivacidén

a
fisioclégica del TEH.
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Finalmente, l1lama la atencion el hecho de. gue a pesar de una

inhibicién de s6lo un 407 de la PGAII;conTCPHNA,vel efecto observado

sobre la recupaeracion de TRH liberado. ‘es significativo. Por lo
tanto, estos estudios ‘estimulan.la busqueda de otros inhibidores mas

potentes vy selectivos de la PGAII. El disefico de este tipo de
compuestos seria de gran utilidad en el estudioc del funcionamiento y

la regulacidén de la PGAII in  vivo v, probablemente también en el
tratamiento de algunas enfermedades narviosas en las que el TERH
pudiera estar inplicade, como se ha sugerido, por ejenplo, en la
ecclerczis ammiotr pica lateral.




CONCLUSION GENERAL

A la fech

i

no se ha podido demostrar de manera concluyente la

existencia de un mecanismo intracelular de inactivacidén de los
neuropéptidos. Podria pensarse qQue los= reaijustes en lo=s niveles

intra-terminales de neuropé

ptidos son €l resultado-:de :--un.eguilibric
entre la biosintesis vy l1a liberacién de los mismés, a menos que
exista(n) otro(s) mecanismo(s) intracelular(es) de inactivacién, por
ejemplo a traves de la fusidn de vesiculas con lisosomas.

Las evidencias actuales apoyan & la degradacién enzimatica como
el mecanismo principal de inactivacioén extracelular de los=s
neuropéptidos. Existen dos clases de peptidasas memnbranales

responsables de este proceso : peptidasas especificas para un solo

neuropéptido, clase que actualmente sdélo incluye a la PGAII, ¥ un
numerc relativamente peguefio de exo— VY endopeptidasas con sitio

U]

activos con preferencia por oligop&ptidos sobre

0]

proteinas. Lo
sitios activos de é=ztas ultimas, exhiben unz amplia especificidad en

cuanto a las cadenas laterales de residuos aminoacidicos

determinades en relacidn a sus propiedades Quimicas v

conformacionales.

La localizacidn de las celulas que expresan una actividad
enzimiética en particular es fundazmental en 1la determinaéién de 1a
especificidad biclégica y la importancia de la hidrélisis enzimatica
de los mensajes peptidicos. E1 hecho ce gue las peptidasas tengan
una amplia especificidad no invalida esta conclusién. Por el
contrario, la amplia especificidad de las peptidasas tiene
relevancia ficioldgica si se piensa que muchos neuropéptidos

liberan de lazacs

se co-—

mismas terminales nerviosas ¥y varios neuropé&ptidos




puedsn estar presentes n el medio ambiente de una neurona baio.
regulacidn polisinaptica. De esta forma, un neuropeéptido podria
regular 1a concentrécibn de otro por competencia, en forma tal gue
1a concentraciédn y, quizas también laz acciotn del neuropéptido con la

Km m&s alta, seria mantenida por este tipo de mecanismo. Por lo

tanto, 1la azmplia especificidad de las peptidasas representa mas bien

una ventaja en la inactivacion de los neuropéptidos en el SNC.

estas tienen en os sistemas peptidérgicos. La

mayoria de los

1
estudios gue han utilizado inhibidores ha deijado claro dos runtos -

i
por un lado, los inhibidores mantienen elevados los niveles de los=s
peptidos por un tiempo mas prolongado; por otro lado, los

inhibidores son capaces de potenciar el efecto de los péptidos.
Estos son dos aspectos de importancia fundamental, va qgue el
tratamiento Ce zlgunas enfermsdades nerviosass pudieras consistir en

el disefio de inhibidores especificos de las p idasa=s involucradas,

controléndose los niveles del péptido en cues

Por otra parte, las peptidasas, al hidrelizar a los neuropéptidos

pueden generar otros péptidos bioldgicamente activos. Por ejemplo,
la PGAI y la PGAII, al hidrolizar al TRHE generan His-Pro-DKP (Bauer

v Kleinkauf, 1980), el cual tiene efectos en el SNC, algunos de

€llos similares a2 los del TRPH qQue lo origind, mientras gue otros son

opuestos (Prasad, 1985). De igual manera, la PE, al hidrolizar a la
substancia P, produce un fragmento activo con mayox actividad

biocldgica gue el péptido del cual. se derivé (Yajima y <col., 1973;



ot

Ritagawa y col., 1979). La produccién de metabbolitos bioldbgicamente

activos paresce ser un fendtmeno comun en el SNC, lo cual resulta de

especial interés, Ya gue se abre la posibilidad de qQue la actividad

n
de una pepticdasa no sdélo regule los niveles de un peéeptido, sino

también que oueda generar nNUuevas actividades en determinadas

condiciones fisioldgicas.

Finalmente, no puede exclulrse la posibilidad de que uno o varios

de los otros mecanismos descritos participen en la inactivaciébébn de

los neuropéptidos, asi como el hecho de gue distintas regiones del

cerebro utilicen mecanismos diferentes.

Una de las preguntas interesantes qQue queadan por estudiar se

refiere a saber coémo un mismo efector es capaz de modificar

eimultanesamente iz liberacidn Y o oou

de las otras etapas del

na
metzbolismo. EL desarrollo de sistemas de cultivo in de

neuronas permitirad en un futuro responder a muchas de estas
tip

preguntas, asi como la clonacién de os celulares peptidergicos

especificos Vv de 1

U}

[

enzimas involucradas en la inactivacion.

Asimismc. €l desarrol

[E]

o de nuevas metodologizss permitird estudiar en

cue circunstancias una determinada via peptidérgica es activada (=1

reprimida mediante ia evalua

c d
liberacidén € inactivacidén de los péeptidos
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