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INTRODUCCION 

En los organismos superiores, la comunicación entre sus componentes es una 

condición para conservar la integridad funcional del animal y para adaptarse a su 

medio ambiente . Estos organismos poseen diferentes sistemas de comunicación 

intercelular, a través de los cuales coordinan la actividad de las células que los 

integran . 

Dentro de la comunicación intercelular encontramos el sistema hormonal , que 

cuenta con las glandulas,como los emisores de la información, y sus productos, las 

hormonas, sirven de transmisores químicos que por conducto de la corriente 

sanguínea llevan dicha información hasta sus receptores (órgano blanco). 

Por otra parte, el sistema nervioso, que cuenta con células nerviosas o neuronas 

que reciben, conducen y transmiten señales electroquímicas enviadas de una 

neurona a otra mediante zonas especializadas de contacto conocidas como 

sinapsis. 

La comunicación entre el sistema nervioso y el endocrino da origen a la 

comunicación neuroendócrina, que se lleva acabo en la relación hipotálamo-hipófisis 

en vertebrados; en este sistema las neuronas hipotalamicas envían sus 

proyecciones hasta la eminencia media donde liberan sustancias al sistema portal 
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hipotalamico-hipofisiario, de donde son transportadas a su órgano blanco, la ade

nohipófisis. ( fig 1 

Al determinar la estructura química de sustancias biológicamente activas 

presentes en el sistema nervioso central (SNC) y en particular las sustancias 

hipotalámicas hipofisiotrópicas, se descubrió que existe una clase importante de 

mensajeros químicos de estructura péptidica; los neuropéptidos. Dentro de los 

cuales ya han sido aislados y caracterizados varios de ellos entre los que podemos 

señalar a: 

-Hormona liberadora de la hormona luteinizante y folículo estímulante (LHRH) (117) . 

-Hormona liberadora de corticotropina (CRF) (118) . -Hormona liberadora de la 

hormona de crecimiento (GRF)(119). 

-Hormona inhibidora de la liberación de la hrmona de crecimiento (SRIF) (120) . 

-Hormona liberadora de tirotropina (TRH)(1 ). 
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nohipófisis.( fig 1 }

Al determinar la estructura química de sustancias biológicamente activas

presentes en el sistema nervioso central (SNC) y en particular las sustancias

hipotalamicas hipofisiotrópicas, se descubrió que existe una clase importante de

mensajeros quimicos de estructura peptidica; los neuropeptidcs. Dentro de los

cuales ya han sido aislados v caracterizados varios de ellos entre los que podemos

señalar a:

-Hormona liberadora de la hormona Iuteinizante y folículo estimulante (LHFIH) (11?}.

-Hormona liberadora de corticotropina (CHF) (118). -Hormona liberadora de la

hormona de crecimiento (GFtF)(119).

-Hormona inhibidora de la liberación de la hrmona de crecimiento (SFIIF) (120).

-Hormona liberadora de tìrotropìna (TRH)(1).
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-Propiedades del TRH-

-Caracterización-

El TRH es un tripéptido con ambos extremos bloqueados, de estructura L

piroglutamil-L-histidil-L-prol in amida (4) . El amino terminal la glutamina esta ciclizado 

para producir piroglutámico, mientras que en el carboxilo terminal posee una amida. 

Fue el primer péptido hipotálamico en ser estructuralmente caracterizado y juega 

un papel central en la regulación de la secreción de tirotropina y prolactina (1,2,3) . 

-Función hormonal-

El TRH es liberado del hipotálamo a través de la eminencia media al sistema 

portal hipotalámico-hipofisiario, de donde es transportado hasta la adenohipófisis 

para interactuar con sus receptores estimulando asl la liberación de tirotropina 

(hormona estimulante de la tiroides :TSH) por los tirótropos (5), y de prolactina por 

los lactótropos (6). El TRH es también capáz de aumentar la biosintesis del ARN 

mensajero para prolactina y tirotropina (7) . La TSH es secretada a la circulación 

general y transportada a su órgano blanco, tiroides, para inducir la liberación de 

triiodotironina (T3) y de tiroxina (T4)() hormonas que a su vez afectan diversos 

procesos metabólicos. 

La T3 y T4 regulan la secreción de las hormonas que las controlan, a través de un 

mecanismo de retroalimentación . El sitio de regulación de las hormonas tiroideas 

sobre la secreción de TSH, por un lado, es a nivel de la adenohipófisis (9, 1 O) a 
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través de un mecanismo de retr~alimentación negativa: la T3 y la T4 disminuyen el 

numero de receptores de TRH en los tirótropos (11, 12), decrementando de esta 

manera la secreción de TSH a la circulación en respuesta a TRH. Las hormonas 

tiroideas también inhiben la liberación basal (13) y la slntesis de TSH (14, 15). 

Otros dos factores hipotalámicos que controlan las secreciones de TSH y prolactina 

son: la dopamina; que tiene un efecto inhibitorio sobre la liberación de TSH (16) y 

prolactina (17): y la somastotatina que inhibe la liberación de TSH (18) provocada 

por TRH en adenohipófisis. 

La secreción de TSH y Prolactina de la adenohipófisis es regulada por las 

hormonas tiroideas por un mecanismo de retroalimentación negativo. Estas 

hormonas regulan el numero de receptores a TRH en los tirotropos : disminuyen el 

numero de receptores sin cambiar la afinidad (122, 123) y producen una disminución 

en la slntesis y secreción de TSH (121, 124,). 

Por otro lado, T3 y T4 son capaces de penetrar al sistema nervioso central (19) : 

manipulaciones endócrinas como la tiroidectomia producen un aumento en la 

tirosina hidroxilasa del hipotálamo (20), y por lo tanto de catecolaminas, lo cual 

sugiere que las hormonas tiroideas pudieran también controlar el eje hipotálamo

hipófisis-tiroides a nivel hipotálamico, ya que se ha demostrado que las 

catecolaminas juegan un papel en la liberación de TRH (20) . De acuerdo con esta 

hipótesis, recientemente se ha demostrado que la bioslntesis de TRH en el núcleo 

paraventricular del hipotálamo y el contenido de TRH en la eminencia media está 

bajo control de las hormonas tiroideas, aumentando el nivel de ARN mensajero del 

péptido en respuesta a una disminución de los niveles de T3 o T4 (21 ). 
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Incrementos en la actividad del eje hipotalamico-adenohipofisiario ocurren por 

ejemplo en animales sometidos a estrés con frío. En estos, se ha detectado un 

incremento tanto en los niveles de TRH en sangre periférica como de TSH en la 

circulación (22) : el tratamiento con anticuerpo contra TRH inhibe la liberación de 

TSH por estrés con frío (23). 

También al TRH se la ha propuesto como un modu lador del ciclo circadiano de 

la secreción de TSH , debido ha que TSH en sangre (24) y TRH hipotalámico 

presentan oscilaciones durante el día, exibiendo el hipotálamo la concentración 

mas alta de TRH al medio día (25) . 

Finalmente la secreción de prolactina en la rata lactante consta de dos fases : en 

la primera llamada depleción-transformación , la prolactina sufre cambios 

estructurales (26) , esta fase es inh ibida por dopamina (27) . La segunda fase es la 

liberación de la prolactina transformada a la circulación, fase que se sugiere está 

controlada po r TRH (27) , ya que éste est.imula la liberación de prolactina 

hipofísiaria de rata lactante tanto in vivo (27) , como in vitro (28). 

-Distribución regional y subcelular de TRH-

A partir del conocimiento de la estructura del TRH, fue posible desarrollar 

anticuerpos específicos que han permitido medir los niveles de TRH presentes tanto 

en núcleos hipotálamicos como en áreas extrahipotalámicas y fluidos biológicos por 

medio de la técnica de radioinmunoensayo (RIA) . Además, la aplicación de la 

técnica de inmunohistoquímica ha permitido determinar la localización de neuronas 
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TRH-érgicas en diversas regiones del cerebro . La cuantificación por RIA ha 

mostrado que la concentración mas elevada de TRH se encuentra en el 

hipotálamo, pero se presentan también concentraciones apreciables en otras áreas 

del cerebro, tales como el cerebro anterior, el tallo cerebral y el diencéfalo posterior 

(29) . El TRH hipotálamico representa solo el 31 % del TRH total medido en el 

cerebro ; la médula espinal y el diencéfalo posterior poseen concentraciones 

intermedias, y el cerebelo solo representa el dos porciento del total en el cerebro 

(30) . En el hipotálamo, la concentración más elevada de TRH se presenta en la 

eminencia media, seguida de la parte media del núcleo ventromedial (29,20) . 

La amplia distribución del TRH en el SNC de mamíferos se ha confirmado por 

estudios de inmunohistoquímica. Se ha demostrado también la presencia de 

cuerpos neuronales que contienen TRH en el hipotálamo, en los bulbos olfatorios, 

en la médula oblongada y la médula espinal , asi como en otras regiones (31 ). En 

el hipotálamo los somas de las células TRH-érgicas se encuentran en la porción 

parvocelular del núcleo paraventricular y en los núcleos preóptico, 

supraquiasmático,dorso-medial y perifórnico, en el hipotálamo lateral y en la región 

premamilar (36) . 

La mayor concentración de fibras y terminales TRH-érgicas se encuentra en la 

eminencia media (33) , la mayor parte de estas fibras provienen de la parte 

parvocelular del núcleo paraventricular del hipotálamo (37) . La red TRH-érgica es 

también relativamente densa en el hipotálamo y en el órgano vasculosum de la 

lamina terminalis (OVL T) del área preóptica, se han descrito axones y terminales 

TRH-érgicos en otras regiones del SNC y en la neurohipófisis (32,36,35). 
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Terminales nerviosas conteniendo TRH se encuentra en núcleo accumt>ens, 

amígdala, núcleos del tallo cerebral y cordón espinal (39) . En la médula espinal 

existe una via TRH-érgica que va del núcleo raphe al hasta ventral, vla en la que 

el TRH coexiste con la sustancia P y serotonina (40,41 ). Por 

inmunohistoqu ímica a nivel de micróscopia electrónica y por fraccionamiento 

subcelular, se ha demostrado que más del 50% del TRH está localizado en 

veslculas de núcleo denso resistentes a condiciones hipoosmóticas en terminales 

nerviosas (38) . 

El TRH también se encuentra distribuido fuera del SNC: tracto gastrointestinal, 

tracto reproductor, placenta, pancreas, y en piel de anfibios (43) . 

-Biosintesis de TRH-

EI TRH es sintetizado por via ribosomal (44) como un precursor de alto peso 

molecular (50) . El uso de las técnicas de ingeniarla genética ha permitido obtener 

la secuencia del precursor de TRH de hipotálamo de rata, en la cual, la secuencia 

de TRH se encuentra repetida 5 veces, flanqueada por residuos de lisina y argini

na, que son los posibles sitios de ruptura del precursor (34) . Como en el caso de 

otros neuropéptidos, se piensa que la biosin tesis de TRH en el SNC de 

mamlferos ocurre por ruptura post-traduccional de este precursor y que el 

procesamiento de la pro-hormona empieza en el soma neuronal (48). Las 

modificaciones encontradas en las terminales de TRH son originadas posterior a la 

ruptura de éste a nivel de los pares de aminoácidos básicos : al quedar libre, la 
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mamiferos ocurre por ruptura post-traduccional de este precursor y que el

procesamiento de la pro-hormona empieza en el soma neuronal (48). Las

modificaciones encontradas en las terminales de TFtH son originadas posterior a la

ruptura de este a nivel de los pares de aminoácidos básicos: al quedar libre, la
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glutamil ciclasa (155 156). Por otro lado, la amidación de la pr-olina proviene de la 

acción de una enzima que reconoce la glicina todavia presente en el extremo 

carboxil-terminal de TRH y la oxida con la siguiente producción de TRH y de ácido 

glicoxilico (49) . Hasta la fecha, se han reportado muy pocos trabajos en los cuales 

se estudie la biosíntesis de novo de TRH (incorporación de aminoácidos en el 

péptido), probablemente por el bajo nivel de éste in vivo o in vitro (157). 

-Ontogenia-

EI patrón ontogenético del TRH ha sido determinado en distintas regiones del 

cerebro de rata. Desde el periodo en que se detecta TRH, la cantidad de éste va 

aumentando con el desarrollo de la rata. Por ejemplo, en el hipotálamo el TRH es 

detectado a los 12 dias de edad fetal (51) y el RNA mensajero del TRH se ha 

encontrado desde el día 14 de gestacion (127), y los niveles de TRH por estructura 

van aumentando hasta el nacimiento y más aún hasta la edad adulta (50,51 ). Otros 

autores que han estudiado el patron ontogénetico del TRH expresando sus 

resultados por miligramo de proteina han descrito la aparicion del TRH alrededor de 

los dias antes citados, y posteriormente desarrollar una alza en el contenido del 

péptido para tener su valor maximo cerca de los 20 dias post-natales (128). 

Confirmado este patrón ontogenético en hipotálamo y diversas estructuras del 

cerebro, también se han descrito los patrones del TRH durante el desarrollo en 

otras areas extrahipotalámicas. En el páncreas se ha reportado la aparicion del 

péptido en el día 21 posnatal y a partir de esta edad muestra un descenso con 

respecto al tiempo, para posteriormente no detectarse en la edad adulta (50). En el 
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bulbo olfatorio se ha demostrado la aparición del TRH a partir de la edad de 1 O 

dias post-natales y registrando un aumento en las siguientes edades para 

desarrollar un pico a la edad de los 20 dias y apartir de este punto desciende un 

poco para posteriormente registrar una nueva alza con forme al tiempo y asi llegar 

hasta la edad adulta (50, 129). Con respecto a otras ares reportadas se han descrito 

los patrones ontogenéticos de corteza y adenohipófisis, en las cuales no se detectó 

el tripéptido durante el desarrollo de la rata (50). 

-Liberación de TRH-

EI TRH almacenado en las terminales nerviosas del hipotálamo se libera por un 

mecanismo dependiente de calcio, probablemente por exocitosis, en respuesta a 

estímulos depolarizantes (130). Estudios en nuestro laboratorio sobre la liberación 

in vitro de TRH de diferentes áreas del cerebro de rata han demostrado que el 

péptido se libera significativamente en respuesta a 56mM KCI en presencia de 

2.5mM Ca++ en las siguientes áreas: área óptica, eminencia media, hipotálamo, 

núcleo accumbens, mesencéfalo, médula oblongada, amigdala y región cervical de 

la médula espinal (130). Por otro lado, existe una gran variabilidad en cuanto a la 

cantidad de TRH liberado en condiciones basales en relación al contenido de 

péptido en el tejido (de 1 % para el hipotálamo hasta 20% para el bulbo olfatorio). 

Estos y otros datos sugieren que existen por lo menos dos pozas diferentes 

preliberables de TRH (130). Aunque existe una gran controversia acerca de los 

efectos producidos por diversos neurotransmisores sobre la liberación de TRH, en 

general se ha propuesto que la liberación de TRH del hipotálamo medio basal es 
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controlada por fibras excitatorias (noradrenérgicas e histaminérgicas) y por fibras 

inhíbitorias (encefalinérgicas, dopominérgicas y somatostatinérgicas) (52,53,57). Se 

piensa que la mayor parte de estas fibras (a excepción de las noradrenérgicas) 

hacen sinápsis sobre o cerca de las terminales TRH-érgicas de la eminencia media. 

Las noradrenérgicas sobre o a proximidad de los cuerpos TRH-érgicos localizados 

en el núcleo paraventricular. El papel de las fibras serotoninérgicas es muy 

controvertido. 

-Receptores a TRH-

En adenohipófisis existen receptores de membrana plásmatica específicos y de 

alta afinidad para el tripéptido (58,59). En el SNC se ha demostrado la presencia de 

receptores de alta afinidad (Kd 50 nM) para TRH semejantes a los 

adenohipofisiarios (60): Estos receptores se encuentran concentrados a nivel 

subcelular en membranas plasmáticas, y a nivel regional tienen una amplia 

distribución (61): bulbo olfatorio, amigdala, núcleo accumbens, núcleo 

caudoputamen, corteza, cerebelo, puente y médula oblongada. La ontogenia de la 

concentracion de los receptores a TRH se ha reportado en varias areas del SNC e 

hipófisis. En cuanto a los receptores de la hipofisis se detectan desde el primer dia 

posnatal en la rata y su concentración va en aumento hasta el dia 20 de edad y a 

partir de este punto va disminuyendo conforme a la edad, para estabilizarse en la 

edad adulta. Un patrón muy similar es desarrollado en el hipotalamo (131 ). 
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-Efectos del TRH en el SNC-

EI TRH tiene una gran diversidad de efectos en el SNC, a nivel neuroquímico, 

electrofisiológico y de comportamiento. 

El TRH estimula el recambio de catecolaminas (62), estimula la sintesis y 

liberación de dopamina en hipotálamo y núcleo accumbens (63,64), y la liberación 

de noradrenalina de hipotálamo (63). Potencia la acción excitadora de acetilcolina 

en ciertas neuronas corticales de cerebro (65), excita motoneuronas espinales del 

asta ventral de la médula espinal (66,67). En cultivo de neuronas espinales del asta 

ventral aumenta la sintesis de colin acetil transferasa y creatinina cinasa (68) . 

A nivel de núcleo accumbens, es capaz de estimular la locomoción a través de la 

puesta en marcha del sistema dopaminergico (69). También antagoniza la narcosis 

inducida por pentobarbital (69), reduce la hipotermia inducida por pentobarbital (70) : 

aumenta la tasa respiratoria (70) y tiene efectos termoreguladores (71 ). 

-TRH como neurotransmisor-

Todo el conjunto de datos antes mencionado sugiere que el TRH pudiera actuar 

como un neurotransmisor en el SNC. Si tal es el caso deberían existir mecanismos 

rápidos de inactivación una vez que el TRH es liberado a la sinápsis y ha 

interactuado con su receptor específico postsináptico. 

Uno de los mecanismos posibles de inactivación del TRH en el cerebro es su 

captura. Existen dos reportes que sugieren que puede haber acumulación de TRH 
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exógeno en rebanadas de cerebro (73) . Este fenómeno es activo y tiene una Km 

alrededor de 1 um. Sin embargo, la Vmax del fenómeno es baja y todav1a no se 

han llevado a cabo experimentos que confirmen que tiene un papel importante en la 

inactivación del TRH liberado. 

De acuerdo con los mecanismos conocidos para otros neurotransmisores, se han 

propuesto dos mecanismos principales de inactivación: uno de ellos es la captura 

del péptido, sin embargo, estudios hechos en rebanadas de cerebelo (72) y de 

hipotálamo (73), indican que para TRH este proceso ocurre con una Vmax muy 

baja, y su importancia fisiológica no ha sido confirmada. 

El otro mecanismo es la inactivación del péptido. 

la amplia distribución del TRH, la presencia de receptores de alta afinidad en el 

cerebro, sus efectos neuroquímicos, electrofisiológicos y sobre el comportamiento y 

su distribución subcelular, y los mecanismos de su liberación sugiere que tiene un 

papel importante en la neurotransmisión y/o neuromodulación en el cerebro 

independientemente de su papel de neurohormona. 
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ANTECEDENTES 

-Mecanismos de inactivación del TRH-

La inactivación del TRH es la etapa del metabolismo del tripéptido que ha sido 

más estudiada pero, el papel célular de estos procesos no ésta todavla 

perfectamente entendido. 

Desde hace mucho tiempo se sabe que el TRH es rápidamente degradado cuando 

se incuba con suero (132), homogeneizados o fracciones subcelulares de cerebro o 

de otros tejidos (133). Las actividades enzimáticas responsables de tal degradación 

han sido caracterizadas. 

-Degradación en suero-

En suero, Bauer (74) ha descrito una actividad enzimática que degrada al TRH: 

se trata de una actividad de piroglutamato amino peptidasa (PGA) especifica para el 

TRH a la cual le denominaron tiroliberinasa (74) ; de 260 000 daltones de peso 

molécular; pH óptimo entre 6.5-8, con una Km de 50 uM para el TRH. Esta enzima 

es inhibida por DTI y EDTA sin ser afectada por benzamidina; sugiriendo que la 

PGA de suero (tiroliberinasa, E.C.3.4.11 .8.) no posee características ni de serin 

proteasa ni de tiol proteasa, necesitando de un metal para su expresión (75). La 

tiroliberinasa degrada al TRH en pGlu + His pro-NH2 (fig 2). Otros autores han 

demostrado que esta enzima es la unica responsable de la degradación de TRH 

en suero (99). 
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suero exhibe cambios cinéticos durante el desarrollo ontogenético (79,80); es decir, 

que mientras el TRH es rápidamente degradado por suero de rata adulta, es muy 

estable en suero de ratas recién nacidas. La degradación enzimática de TRH en 

suero, pudiera contribuir al balance de la secreción de TSH, determinando el 

número de moléculas de TRH disponibles para los tirotropos. 

En el cerebro de mamíferos se han caracterizado peptidasas presentes en las 

fracciones solubles y membrana!. 

-lnactivación por fraccion soluble de cerebro-

-Piroglutamato aminopeptidasa 1 (PGAl)-

Esta enzima ha sido purificada de la fracción soluble de homogenados de tejidos: 

hipotálamo (82), cerebro (83), higado (84). La PGAI (E.C.3.4.19.13.) hidroliza al 

TRH hasta Pglu+ His-ProNH2 (fig 2); tiene un peso molécular de 28 000 (85) ; pH 

óptimo neutro, con una Km de 45 uM para TRH (86) ; es una tiol proteasa ya que 

es inhibida por agentes bloqueadores de los grupos tiol y necesita de ditiotreitol 

(DTT) para expresar su actividad (87). La PGAI utiliza como sustratos tanto 

péptidos naturales (LHRH, gastrina y neurotensina) como péptidos sintéticos: pGlu

Ala, pGlu-His, pGlu-8-naftilimida que presenten ácido piroglutámico en el amino 

terminal (87). Su distribución regional en cerebro es homogénea (88), mientras que 

a nivel subcelular está enriquecida en la fracción citosólica y no en el 

sinaptoplasma (89,90). Esta enzima esta ampliamente distribuida en otros órganos 

(91 ). 
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-Prolil endopeptidasa (PE)-

En fracciones solubles de hipotálamo se detectó la precencia de una enzima 

capaz de degradar TRH hasta TRH ácido (pGlu-His-Pro) (82) (fig 2): la enzima 

aislada (92) fue identificada como serin proteasa (93). La purificación y propiedades 

de esta enzima demostraron que se trata de una prolil endopeptidasa (E.C.3.4.21-

.26.), o sea una enzima que hidroliza péptidos en la unión peptidilprolil-péptido y 

peptidil-prolil-aminoácido, excepto la unión prolil-prolina (94). Tiene un peso 

molécular de 66 000: pH óptimo entre 7-8 (87) y tiene una Km de 2400 uM para el 

TRH (86). 

La distribución regional de la PE es homogénea en cerebro de rata (94) : se 

encuentra en la fracción soluble de homogeneizados (92,95) y a nivel subcelular 

está enriquecida en el citosol y no en el sinaptoplasma (90). 

Existen evidencias de que la PE se encuentra concentrada en células neuronales 

más que en gliales (96,97). Esta enzima está presente en diversos tejidos (98). 

-Papel fisiológico de la PGAI y PE-

Existen evidencias que indican que parte de la actividad de PE se encuentra en 

células neuronales (96) y glial (96) mientras que la localización célular de la PGA 1 

se ha encontrado en células gliales y aun no se puede concluir que exista esta 

enzima en neuronas. Actualmente en nuestro laboratorio, se esta tratando de definir 

la localización de ambas enzimas en cultivos primarios de células cerebrales fetales 

de ratón . . La ontogénesis de las enzimas PGAI y PE ha sido determinada en 
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-Papel fisiológico de la PGAI y PE-

Existen evidencias que indican que parte de la actividad de PE se encuentra en

celulas neuronales (95) y glial (96) mientras que la localización celular de la PGA l

se ha encontrado en celulas gtiates y aún no se puede concluir que exista esta

enzima en neuronas. Actualmente en nuestro laboratorio, se esta tratando de definir

la localización de ambas enzimas en cultivos primarios de celulas cerebrales fetales

de ratón. La ontogenesis de las enzimas PGAI y PE ha sido determinada en
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hipotálamo y corteza de ratón (98). Estas dos enzimas muestran su máxima 

actividad especlfica a los 12 dias fetales en ambas regiones. Después su actividad 

decae hasta los 22 dias posnatales, momento apartir del cual se mantiene 

constante hasta la edad adulta. 

A pesar de que la PGA 1 y la PE degradan al TRH in vitre, no existen evidencias 

para señalar que su papel es inactivar al TRH in vivo, ya que no están 

concentradas a nivel de las terminaciones nerviosas y que los tratamientos in vivo e 

in vitre con inhibidores de estas enzimas han revelado resultados contradictorios: en 

el laboratorio hemos observado que inhibidores específicos de estas enzimas (99) 

no afectan el contenido ni la liberación de TRH en distintas regiones del cerebro de 

roedores (100) mientras que otros autores uti lizando inhibidores inespecíficos, 

observaron que la inhibición de las enzimas solubles PGA 1 y PE aumenta el TRH 

intracelular, asi como los de su liberación basal y estimulada con potasio (101 ). 

Como estas enzimas son solubles y como el TRH intraterminal se encuentra en 

vesículas, es inaccesible para la degradación de estas enzimas (135). Ademas, no 

existen evidencias de que estas enzimas sean liberadas al espacio extracelular. 

-Enzima membrana! : piroglutamato aminopeptidasa 11 (PGA 11)-

El 90% de la actividad degradativa de TRH en cerebro esta en la fracción 

soluble; sin embargo, en membranas sinaptosomales se detectó una actividad 
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enzimática capaz de degradar al TRH (102). Trabajando con membranas totales de 

cerebro o sinaptosomas se demostró la existencia de una PGA distinta de la PGA 1, 

que no necesita DTI para su expresión, pero es inhibida con dicha sustancia y 

también por ácido etilen diamino tetra acético (EDTA) (103,104). Esta PGA 11 

(E.C.3.4.19.) se encuentra enriquecida en membranas sinaptosomales (93, 106) más 

específicamente en la membrana plasmática de las sinaptosomas; estudios hechos 

con la enzima purificada (106) demuestran que es una metaloproteasa (105), con 

un PM de 230 000 (105), y un pH óptimo de 7.4 (106). La PGA 11 muestra una alta 

especificidad para TRH asi como para algunos peptidos sintéticos pGlu-His-Trp, 

pGlu-His -Pro y pGlu-His-Gly; con los cuales se ha observado que tiene cierta in

hibición con las siguientes Ki : 0.170mM, 0.400mM, 1.650mM, respectivamente (136) . 

Péptidos naturales pGLu-X no son degradados por la PGA 11 (104, 106). La Km de 

la enzima es de 40 uM para el TRH (106). Estudios acerca del sitio activo de la 

enzima demuestran que los residuos de tirosina, arginina e histidina son necesarios 

para la expresión de la actividad enzimatica, y posiblemente esten localizados en 

el sitio activo de está (107). En nuestro laboratorio se ha demostrado que la 

actividad de la PGA 11 es variable en diferentes regiones del cerebro de rata (109), 

su actividad es relativamente alta en el hipotálamo y en este, particularmente en la 

región núcleo arcuato-eminencia media. La PGA 11 esta localizada en la membrana 

plasmática de sinaptosomas (90, 105), en su cara externa por lo cual es una 

ectoenzima (112) . 

La PGA 11, purificada de cerebro de conejo, muestra las mismas caracterlsticas 

de la PGA 11 de cerebro de rata y cuyo (108). La PGA 11 se encuentra 
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esencialmente en cerebro, hipófisis y médula espinal (113). La especificidad y la 

localización de la PGA 11 sugieren que la enzima pudiera tener un papel fisiológico 

relevante en la inactivación del TRH una vez liberado. 

-Degradación de los metabolitos de TRH-

EI His-Pro-NH2 generado por la acción de la PGA 1 y/o PGA 11 puede ciclizarse 

de manera no enzimática a ciclo(His-Pro) dicetopiperacina (DKP), o ser degradada a 

His-Pro por una post-prolina dipeptidil aminopeptidasa (PPDA) también llamada 

dipeptidil aminopeptidasa IV (DAP IV: E.C.3.4.14.5.) (103) que se encuentra 

enriquecida en membranas sinaptosomales (81 ,93). A partir de His·Pro-NH2 se 

puede también generar His + Pro-NH2 por acción de una histidil imino peptidasa 

(HIP) (114). Por otra parte, el TRH-OH puede ser degradado a pGlu + His-pro por 

la acción de la PGA l. His-Pro puede ser degradado a His + Pro por acción de una 

prolindipeptidasa (imidopeptidasa) que corta enlaces X-Pro del lado amino de la 

prolina en dipéptidos (89, 115, 137). De estas vlas metabólicas, se piensa que 

únicamente la primera puede llevarse a cabo in vivo y tener algun papel fisiológico 

(112). Ademas existe la enzima DAP IV la cual se encarga de degradar al His-Pro

NH2 a DKP, está es una enzima membrana! que está orientada hacia fuera de la 

célula, ademas de tener una amplia distribución en el SNC (90) puede desarrollar 

un papel fisiológico muy importante en la degradación del His-Pro-NH2, que 

posiblemente este sea el producto de la acción de la PGA 11, ya que esta última 

también es una ectoenzima y esta distribuida ampliamente en el SNC. 
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-Papel de los metabolitos-

Uno de los productos de la degradación del TRH es el DKP mismo que en 

muchos modelos experimentales ha mostrado efectos similares o contrarios a los 

que provoca el TRH. En el eje endócrino, en estudios realizados en monos rhesus, 

se observó que utilizando dósis fisiológicas, la DKP ihibe la secreción de prolactina 

(116) . También se ha mostrado efecto inhibitorio de la DKP sobre la secreción de 

prolactina en células GH3 en cultivo (77). Finalmente, hemos demostrado que la 

DKP inhibe in vitro la secreción de prolactina de hipófisis ex1ra1das de ratas 

lactantes (115). 

-Regulación de la degradación-

Los mecanismos que regulan los niveles de TRH activo, pueden ser varios: a 

nivel de sintesis, liberación o degradación. En el caso de la degradación existen 

evidencias que sugieren el posible papel regulador del entorno hormonal (estado 

tiroideo) sobre la actividad enzimática. Se ha propuesto que la degradación puede 

ser un mecanismo regulador ya que se han encontrado cambios en la actividad de 

la tiroliberinasa que incrementa su actividad en animales hipertiroideos (77, 134). 

Estos datos han sido confirmados por nuestro grupo de trabajo y por Jackson et al. 

(73, 118) quienes encontraron los mismos resultados en la sangre portal. 

Otros autores utilizando distinta estrategia (138), reportaron que existe inducción de 

la PGA 1 en células GH3 en cultivo después de la adición de T3 al medio de 
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cultivo. 

Como se mencionó existen algunas evidencias de que las hormonas tiroideas 

están involucradas en los mecanismos que pudieran regular los niveles activos de 

TRH. El control hormonal tanto para el TRH como el descrito para la regulacion de 

las hormonas tiroideas sobre la PGA 11 (134,139) , y la presencia de enzimas 

especificas son argumentos a favor de que la degradación enzimática de TRH 

pudiera tener un papel regulatorio. 
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-Objetivos-

Considerable atención ha sido recientemente dirigida hacia la investigación de los 

patrones ontogéneticos de sustancias de varias áreas del cerebro: por ejemplo de 

neuropéptidos hipotalámicos tales como; LHRH, somatostatina, TRH, vasopresina, 

serotonina, bombesina, substancia P, dopamina, noradrenalina, etc. con el objeto de 

aclarar y relacionar las funciones fisiológicas de éstas substancias, asl como su 

slntesis, liberación y degradación, para con esto tener un mejor panorama acerca 

de su función dentro de la fisiología del SNC. 

Por lo cual el objetivo de este trabajo es el siguiente: 

-Se evaluara el patrón ontogenético de la piroglutamato amino peptidasa 11 en 

diferentes áreas del cerebro y páncreas de la rata, con el fin de determinar si existe 

correlación de la actividad de la enzima con su sustrato (TRH) durante el desarrollo 

posnatal de la rata. 
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-Materiales y métodos-

-Material-

La (L-prolina-2,3,4,5-3H)-TRH (100 ci/mMol) se obtuvo en New England Nuclear 

Co., Boston, Ma. El TRH en los laboratorios Península, San Carlos, Ca. El resto de 

los reactivos que se utilizaron a lo largo del trabajo fuerón adquiridos en Sigma 

Chemical Co., St Louis, Mo. o en J.T. Backer, México. 

-Animales-

Se utilizaron ratas machos Wistar de 1,3,5,8, 19,45 y 65 días de edad, 

mantenidas en condiciones controladas de luz (12 horas al día) con alimento y agua 

ad libitum. 

-Fraccionamiento subcelular-

Los animales fueron sacrificados por decapitación y se disecaron las regiones a 

ensayar de acuerdo a Kohin (139) y Groot (140) : hipotálamo, adenohipófisis, bulbo 

olfatorio, corteza posterior cerebral y páncreas. Una vez disecados, los tejidos 

fueron almacenados a -70 ºC hasta el momento del ensayo de PGA 11. Los tejidos 

fueron homogenizados al 10% (p/v) en solución amortiguadora de fosfato de sodio 

50 mM pH 7.5 en un homogenizador Potter-Elvehjem, o en un sonicador Soniprep 

150 en las mismas condiciones. Todo el fraccionamiento se realizó a 4ºC y las 

centrifugaciones se llevaron a cabo en una centrífuga Beckman J2-21 con un rotor 
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JA-20 y en una microfuga 12, Beckman. El homogeneizado de los tejidos se 

centrifugo a 1000 x g durante 15 minutos, el sobrenadante obtenido se utilizo a 4 

ºC, mientras la pastilla obtenida se rehomogeneizo en la mitad del volumen inicial y 

se centrifugo de nuevo en las mismas condiciones. Los sobrenadantes resultantes 

de ambas centrifugaciones se juntaron, (esta fracción contiene los constituyentes 

celulares solubles, organelos y membranas; en la pastilla se quedan los núcleos) y 

se centrifugaronn a 12 000 x g durante 15 minutos, para precipitar la fracción 

membrana! y la fracción soluble se recuperó para medir la actividad de PGA l. La 

pastilla obtenida se resuspendió en el buffer de ensayo (fracción membrana!) (fig 

3). 

-Desarrollo especifico del ensayo de PGA 11 y PGA 1-

EI método radiométrico utilizado a lo largo del trabajo permitió determinar 

especificamente la actividad de la PGA 11, ya que al emplearse la bacitracina y la 

N-etilmaleimida la actividad de PGA 1, PE (142) asi como la postprolin dipeptidil 

aminopeptidasa (109, 143) y la Histidil prolin amida imidopeptidasa (144) son 

inhibidas. Así, los resultados obtenidos son el reflejo de la degradación efectuada 

por la PGA 11 y no una expresión de las enzimas PGA 1 y PE que pudieran 

contaminar la fracción membrana!. También la bacitracina inhibe la actividad de la 

DAP IV, con lo cual las cantidades del metabolito His-Pro-NH2 producidos durante 

este ensayo provienen de la acción directa de la PGA 11. De esta manera se 

aseguró que únicamente se estaba evaluando la actividad degradativa de la enzima 

membrana! y no la suma de las diferentes actividades (PGA 1, PE, PGA 11). 
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-Ensayo enzimático (determinación de la PGA 11 y PGA 1)-

-Metodo colorimétrico-

Para la evaluación de la actividad de la enzima soluble, se utilizó la fracción 

soluble como fuente de PGA 1 (resultante del fraccionamiento celular de páncreas 

de ratas de las edades de 19, 45, y 65 dias post-natal) a la cual se le agrego DTI 

y EDTA (concentración final 2mM de cada uno). Después de 10 min de 

preincubación a 37°C se le agrego 1 O ul del sustrato piro-Glu-ª-Naftilamida (0.4mM 

concentración final), y se incubó durante 60 min a 37°C. Al mismo tiempo, se 

desarrolló el ensayo para la PGA 11, en el cual se utilizó como fuente de enzima la 

fracción membrana! (obtenida del mismo fraccionamiento celular para el ensayo de 

PGAI), a la cual se le agregaron los inhibidores N-benzyloxycarbonyl-prolyl-prolinal 

(Z-pro-prolinal) y Pyroglutamyl diazomethyl Ketone (PDMK) los cuales son 

inhibidores específicos de PE y PGA 1 respectivamente. (157) (en una concentración 

final de 1 O _. M y 1 O ul de la enzima DAP IV equivalente a 0.8 unidades/mi ( 1 

unidad = 500 ul de 2 naftilamina/mg proteína/h del sustrato Gly-Pro-2-naftilamina). 

Esta solución se preincubó durante 1 O min. a 37 ºC, inmediatamente después se le 

agrego 10 ul del sustrato piro-Glu-His-Pro-B-naftilamida 0.4 mM, para incubarse 

durante 60 min a 37°C. 

Los dos tipos de reacción fueron terminados al añadir 250 ul de acido 

tricloroacetico (TCA) al 10%; posteriormente se centrifugaron a 3000 rpm durante 5 

min. a 4°C en una centrifuga Beckman TJ-6. Inmediatamente después se lleva a 

cabo la diazotización del sobrenadante obtenido del cual se tomaron 250ul a los 
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-Ensayo enzimático (determinación de la PGA ll y PGA I)-

-lvletodo oolorimetrico-

Para la evaluación de la actividad de la enzima soluble, se utilizó la fracción

soluble como fuente de PGA I (resultante del fraccionamiento celular de páncreas

de ratas de las edades de 19, 45, y 65 dias post-natal) a la cuat se le agregó DTT

y EDTA (concentración final 2mM de cada uno). Despues de 10 min de

preincubación a 37°C se le agrego 10 ul del sustrato piro-Glu-'*-Naftilamida (0.4mlvl

concentración final), y se incubó durante 60 min a 37°C. Al mismo tiempo. se

desarrolló el ensayo para la PGA ll, en el cual se utilizó como fuente de enzima la

fracción membranal (obtenida del mismo fraccionamiento celular para el ensayo de

PGAI). a la cual se le agregaron los inhibidores N-benzyloxycarbonyl-prolyl-prolinal

(Z-pro-prolinal) y Pyroglutamyl diazomethyl Ketone (PDMK) los cuales son

inhibidores específicos de PE y PGA I respectivamente, (157) (en una concentración

final de 10 “' lvl y 10 ul de la enzima DAP IV equivalente a 0.8 unidadesrml ( 1

unidad = 500 ul de 2 naftilaminarmg proteinafh del sustrato Gly-Pro-2-naftilamina).

Esta solución se preincubó durante 10 min. a 37 °C, inmediatamente despues se le

agregó 10 ul del sustrato piro-Glu-His-Pro-B-naftilamida 0.4 mM, para incubarse

durante 60 min a 37°C.

Los dos tipos de reacción fueron terminados al añadir 250 ul de acido

tricloroacetico (TCA) al 10%; posteriormente se centrifugaron a 3000 rpm durante 5

min. a 4°C en una centrífuga Beckman TJ-6. Inmediatamente despues se lleva a

cabo la diazotización del sobrenadante obtenido del cual se tomaron 250ul a los
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cuales se les añadió 0.5ml de NaN02 0.1 %. Después de transcurrir 3 min. se 

añadió 0.5ml de sulfato de amonio 0.5% y se dejó reposar durante 2 min. para 

posteriormente agregarse 1 mi de N-J-Naftil-Etilendiamina (N-NEDA) al 0.05% se 

dejó desarrollar la incubacion por 30 min. a 37°C. Para finalmente leerse a 580 nm 

en un espectrofotómetro Espectronic-710. Para la obtencion de las actividades 

específicas de ambas enzimas, primero se hizo una curva estándar de 13-Naftilamida 

y las muestras después de leerse se compararon con los valores de absorbancia 

obtenidos a partir de la curva obteniéndose los valores de las concentraciones 

finales en nanomolas. Ademas se hicieron cinéticas durante una hora para 

determinar la actividad enzimatica por unidad de tiempo y finalmente la 

determinacion de proteína por el método de lowry (141 ), esto para obtener la 

actividad específica de las enzimas expresada en nMolas/min/mg de proteína (109) . 

-Ensayo enzimático (determinación de la PGA 11)-

-Método radiométrico-

De la fracción membrana! (la cual fue resuspendida en el menor volumen 

posible) se tomaron dos allcuotas: 

a) -Una alícuota se hidrolizo con hidróxido de sodio 1 N durante 12 horas a 

temperatura ambiente y se determino la concentración de proteina por el método de 

Lowry (141 ). 
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cuales se les añadió 0.5ml de NaNO, 0.1%. Despues de transcurrir 3 min. se

añadió 0.5ml de sulfato de amonio 0.5% y se dejó reposar durante 2 min. para

posteriormente agregarse 1ml de N-J-Naftil-Etilendiamina (N-NEDA) al 0.05% se

dejó desarrollar la incubación por 30 min. a 37°C. Para finalmente leerse a 580 nm

en un espectrofotómetro Espectronic-710. Para la obtención de las actividades

específicas de ambas enzimas. primero se hizo una curva estándar de 0-Naftilamida

y las muestras despues de leerse se compararon con los valores de absorbancia

obtenidos a partir de la curva obteniéndose los valores de las concentraciones

finales en nanomolas. Ademas se hicieron cineticas durante una hora para

determinar la actividad enzimatica por unidad de tiempo y finalmente la

determinación de proteína por el metodo de lovvry (141), esto para obtener la

actividad específica de las enzimas expresada en nllrlolasrminrmg de proteína (109).

-Ensayo enzimático (determinación de la PGA ll)-

-Metodo radicmetricc-

De la fracción membranal (la cual fue resuspendida en el menor volumen

posible) se tomaron dos alicuotas:

a) -Una alícuota se hidrolizó con hidróxido de sodio 1N durante 12 horas a

temperatura ambiente y se determino la concentración de proteina por el método de

Lovvry (141).
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b)-A la otra alícuota se le agrega un volumen igual de buffer conten.iendo dos 

inhibidores uno que inhibe a las enzimas PE y DAP IV y otro que inhibe tiol 

proteasas tales como la PGA 1 (bacitracina y N-etilmaieimida respectivamente) 2.5 

mM concentración final. Para cuantificar específicamente la actividad de la PGA 11, 

25 microlitros de esta solución fueron preincubados (por duplicado) durante cinco 

minutos a 37°C en un baño de incubación. Posteriormente la reacción se inició al 

agregar 6 microlitros del sustrato (100 000 cpm ªH-TRH;1 µm concentración final). 

Se tomaron alícuotas de cinco microlitros a diferentes tiempos de incubación 

(dependiendo de la región en cuestión), para estar dentro de las condiciones de 

linearidad. 

Las muestras se aplicaron en papel cromatografico Watman P81 (previamente 

lavado con agua desionizada que hirbió por 10 minutos) parando de esta forma la 

reacción. Las cromatograflas se corrieron en un sistema ascendente en ácido 

acético 1 M dejando correr el solvente 15 cm de la linea de aplicación a la linea del 

frente. En este sistema de analisis la His-Pro-NH 2 no se cicliza a DKP y queda en 

el origen, mientras que el TRH migra hacia el cm 4. De esta forma sólo el primer 

cm se recorta y se coloca en un vial para realizar el conteo por centelleo liquido, se 

extrae la radioactividad con un mi de hidróxido de amonio 2M en agitación durante 

15 minutos, posteriormente se agregan 1 O mi de solución Bray y se cuantifica la 

radioactividad en un contador de centelleo liquido Beckman L S 7800. Sabiendo que 

la cantidad de 3H-Pro-TRH (100 000 cpm) usada en los ensayos equivale a 31 

picomolas, se utilizó una relación directa (regla de tres) para calcular las picomolas 

del metabolito producido ( (3H-Pro)-His-Pro-NH2 ) • Al obtener la cantidad en 
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bj-A la otra alícuota se le agrega un volúmen igual de buffer conteniendo dos

inhibidores uno que inhibe a las enzimas PE y DAP IV y otro que inhibe tiol

proteasas tales como la PGA I (bacitracina y N-etilmaieimida respectivamente) 2.5

mlvl concentración final. Para cuantificar especificamente la actividad de la PGA ll,

25 microlitros de esta solución fueron preincubados (por duplicado) durante cinco

minutos a 37°C en un baño de incubación. Posteriormente la reacción se inició al

agregar 5 microlitros del sustrato (100 000 cpm “H-TFlH;1 pm concentración final).

Se tomaron alicuctas de cinco microlitros a diferentes tiempos de incubación

(dependiendo de la región en cuestión), para estar dentro de las condiciones de

Hneaddad.

Las muestras se aplicaron en papel cromatografico Watman PB1 (previamente

lavado con agua desionizada que hirbió por 10 minutos) parando de esta fonna la

reacción. Las cromatografias se corrieron en un sistema ascendente en ácido

acetioo 1lvl dejando correr el solvente 15 cm de la linea de aplicación a la linea del

frente. En este sistema de analisis la His-Pro-NH, no se cicliza a DKP y queda en

el origen, mientras que el THH migra hacia el cm 4. De esta forma sólo el primer

cm se recorta y se coloca en un vial para realizar el conteo por centelleo liquido. se

extrae la radioactividad con un ml de hidróxido de amonio 2M en agitación durante

15 minutos. posteriormente se agregan 10 ml de solución Bray y se cuantifica la

radioactividad en un contador de centelleo liquido Beckman L S 7800. Sabiendo que

la cantidad de 3H-Pro-TFlH (100 000 cpm) usada en los ensayos equivale a 31

picomolas. se utilizó una relación directa (regla de tres) para calcular las pioomolas

del metabolito producido ( (3H-Pro)-His-Pro-NH, ) . Al obtener la cantidad en
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picomolas por minuto se analizan los resultados de la proteina, para evaluar la 

actividad especifica de la enzima. 

Los resultados fuero analizados por el estadistico de t de Students comparando 

' la actividad específica de la enzima entre cada una de las edades. 
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pioomolas por minuto se analizan los resultados de la proteina, para evaluar la

actividad especifica de la enzima.

Los resultados fuero analizados por el estadístico de t de Students comparando

la actividad específica de la enzima entre cada una de las edades.
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Resultados 

-Establecimiento de las condiciones cinéticas para medir la actividad de PGA 11 y 

PGA 1-

Para la realización de los experimentos primero se hicieron ensayos piloto, es 

decir, antes de analizar las muestras de cada uno de los grupos (Conjuntos de 

órganos o áreas disecadas de todas las edades) se efectuaron experimentos con 

ratas adultas del área u órgano en cuestión , esto con el fin de determinar las bases 

de experimentación, asl como para establecer las condiciones en cuanto a volumen 

de resuspencion de la pastilla, la designación de los tiempos para las cinéticas 

(determinación de velocidad inicial y valores de proteina optimes en los ensayos) 

para posteriormente analizar las muestras de la ontogenia. 

En la figura dos se muestra una relación lineal entre la concentración de proteína 

en el ensayo contra actividad de la fracción soluble incubada con buffer tris-DTI 

(2mM)-EDT A (1 mM) (A), y de la fracción membrana! incubada con buffer tris (B). 

Estos datos demuestran que trabajamos dentro del rango lineal de concentración de 

proteinas. 

Para la evaluación de los patrones ontogeneticos de la actividad de la PGA 11,cda 

experimento constaba de una misma area, pero con sus diferentes edades. Esto 

con el proposito de obtener en un mismo experimento todo un patrón ontogenético 

de las áreas estudiadas, para que con esto los resultados obtenidos sean mas 
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Ftesultados

-Establecimiento de las condiciones cineticas para medir la actividad de PGA ll y

PGA I-

Para la realización de los experimentos primero se hicieron ensayos piloto. es

decir, antes de analizar las muestras de cada uno de los grupos (Conjuntos de

órganos o áreas disecadas de todas las edades) se efectuaron experimentos con

ratas adultas del área u órgano en cuestión. esto con el fin de determinar las bases

de experimentación. asi como para establecer las condiciones en cuanto a volumen

de resuspención de la pastilla. la designación de los tiempos para las cineticas

(determinación de velocidad inicial y valores de proteina óptimos en los ensayos)

para posteriormente analizar las muestras de la ontogenia.

En la figura dos se muestra una relación lineal entre la concentración de proteína

en el ensayo contra actividad de la fracción soluble incubada con buffer tris-DTF

(2mlvf)-EDTA (1mM) (A), y de la fracción membranal incubada con buffer tris (B).

Estos datos demuestran que trabajamos dentro del rango lineal de concentración de

proteinas.

Para la evaluación de los patrones ontogeneticos de la actividad de la PGA Il,cda

experimento constaba de una misma area. pero con sus diferentes edades. Esto

con el proposito de obtener en un mismo experimento todo un patrón ontogenetico

de las áreas estudiadas. para que con esto los resultados obtenidos sean mas
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representativos ya que fueron obtenidos en las mismas condiciones de 

experimentacion. 
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representativos ya que fueron obtenidos en las mismas condiciones de

experimentación.
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-Patrones ontogeneticos de degradacion de TRH por PGA 11-

-Ontogenia de PGA 11 en hipotalamo-

Para la evaluacion enzimatica de esta zona cerebral fue necesario reunir varios 

tejidos para las primeras edades (1,3,5 y 8 días), esto con el fin de poder obtener 

la cantidad de tejido necesaria para medir adecuadamente la actividad específica de 

la enzima (.03g aproximadamente) se utilizaron dos tejidos, por cada una de las 

edades mencionadas y con sólo uno para las edades posteriores. El patron 

ontogénetico obtenido para el hipotalamo se observa en la figura 4. En la edad de 

un día ya hay actividad, (9.33 pmolas. de His-Pro-NH/min./mg. prot.) es alta en 

comparación con la observada en lo otros patrones de las areas estudiadas. Dicho 

valor de actividad específica se mantiene constante en la edad siguiente (3 días), 

para encontrar su valor maximo a los 8 días, con una actividad específica de 17 

pmolas. de His-Pro-NH/min/mg prot. La actividad esprcífica registrada en las 

edades siguientes va decreciendo y en la edad 22 se ve que baja hasta un valor 

de 10.37 y para las edades de 46 y 66 dias llega a los valores más bajos de 4.5 y 

6 respectivamente (fig 4). 
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-Patrones ontogenetioos de degradación de TRH por PGA ll-

-Ontogenia de PGA ll en hipotálamo-

Para la evaluación enzimatica de esta zona cerebral fue necesario reunir varios

tejidos para las primeras edades (1.3.5 y 8 dias), esto con el fin de poder obtener

la cantidad de tejido necesaria para medir adecuadamente la actividad especifica de

la enzima (.03g aproximadamente) se utilizaron dos tejidos. por cada una de las

edades mencionadas y con sólo uno para las edades posteriores. El patrón

ontogenetico obtenido para el hipotálamo se observa en la figura 4. En la edad de

un dia ya hay actividad. (9.33 pmolas. de His-Pro-NH,/min.rmg. prof.) es alta en

comparación con la observada en lo otros patrones de las areas estudiadas. Dicho

valor de actividad especifica se mantiene constante en la edad siguiente (3 dias).

para encontrar su valor maximo a los 6 dias, con una actividad específica de 17

pmolas. de His-Pro-NH,/minfmg prct. La actividad esprcifica registrada en las

edades siguientes va decreciendo y en la edad 22 se ve que baja hasta un valor

de 10.37 y para las edades de 46 y 66 dias llega a los valores mas bajos de 4.5 y

6 respectivamente (fig 4).
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-Ontogenia de PGA 11 en adenohipófisis-

Para la determinación de la actividad degradativa en adenohipófisis fue necesario 

reunir varios tejidos hipofisiarios en todas las edades a ensayar; primero por ser 

ésta, una zona muy pequeña y ademas por tener una baja actividad específica de 

PGA 11. Por lo tanto se hicieron grupos de adenohipófisis para cada edad hasta 

reunir un cierto peso en el cual se presentaran las condiciones para tener una 

medición adecuada de la enzima, dicho peso va de .02-.03 gramos. Para la edad 

de 1 día se juntaron al rededor de 13 tejidos, para las edades de 5 y 8 dias 

alrededor de 1 O y 8 respectivamente, y para las edades de 22,46 y 66 dias se 

reunieron alrededor de 5. 

Al igual que en las otras areas ensayadas primero se hizo un ensayo piloto, para 

designar la cantidad en peso necesario para obtener las condiciones antes 

mencionadas, para posteriormente evaluar el patrón de actividad de la PGA 11 en 

adenohipófisis (fig 3). En la edad de un día no se presentó actividad enzimatica, la 

cual tuvo su aparición a la edad de 3 días con un valor de 0.08 pmolas de His-Pro

NH/min/mg. prot. Para posteriormente ir aumentando con respecto a la edad hasta 

encontrar su valor maximo a la edad de 45 días con una actividad específica de 

0.68 pmolas. de His-Pro-NH2.A partir de este valor se registró una bajada en la 

actividad específica de la enzima presentando a los 66 dias un valor de 0.47 

pmolas. de His-Pro-NH2 y ·a la edad de 139 contó con 0.30 pmolas. de His-Pro-NH2 

(fig 3). 
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-Ontogenia de PGA ll en adenohipófisis-

Para la determinación de la actividad degradativa en adenohipófisis fue necesario

reunir varios tejidos hipofisiarios en todas las edades a ensayar: primero por ser

esta, una zona muy pequeña y ademas por tener una baja actividad específica de

PGA ll. Por lo tanto se hicierón grupos de adenohipófisis para cada edad hasta

reunir un cierto peso en el cual se presentaran las condiciones para tener una

medición adecuada de la enzima, dicho peso va de .02-.03 gramos. Para ta edad

de 1 día se juntaron al rededor de 13 tejidos, para las edades de 5 y B dias

alrededor de 10 y 8 respectivamente,y para las edades de 22,46 y 66 dias se

reunieron alrededor de 5.

Al igual que en las otras areas ensayadas primero se hizo un ensayo piloto, para

designar la cantidad en peso necesario para obtener las condiciones antes

mencionadas, para posteriormente evaluar el patrón de actividad de la PGA ll en

adenohipófisis (fig 3). En la edad de un dia no se presentó actividad enzimatica, la

cual tuvo su aparición a la edad de 3 dias con un valor de 0.08 pmolas de His-Pro-

NH,,r'minfmg. prot. Para posteriormente ir aumentando con respecto a la edad hasta

encontrar su valor maximo a la edad de 45 dias con una actividad específica de

0.66 pmolas. de His-Pro-NH,.A partir de este valor se registró una bajada en la

actividad específica de la enzima presentando a los 66 dias un valor de 0,4?

pmolas. de His-Pro-NH, y 'a la edad de 139 contó con 0.30 pmolas. de His-Pro-NH,

(fig 3).
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-Ontogenia de PGA 11 en bulbo olfatorio-

En esta zona el patrón ontogenetico observado en la figura 6, no muestra un 

pico Único durante el desarrollo, como se observa en las areas del hipotalamo y 

corteza posterior. El patrón desarrollado en esta area muestra dos picos. 

La actividad enzimática se encontro en todas las edades ensayadas. En la edad 

de un día tiene un valor de 4; posteriormente se registra un aumento para la edad 

de tres dias hasta 8.3 pmolas de His-Pro-NH/min/mg prot. Una baja de dicha 

actividad se ve a los cinco dias manteniéndose este resultado hasta los 8 dias con 

los valores de 5.2 y 5.5 respectivamente. 

La actividad específica alcanzó su maximo valor a los 22 dias (12.3 pmolas de 

His-Pro-NH/min/mg prot. ) y bajo posteriormente obteniéndose los valores de 7 y 6.8 

pmolas. de His-Pro-NH/min/mg prot. para las edades de 30 y 46 dias 

respectivamente. Por ultimo registró una pequeña alza en la edad de 66 dias con 

una actividad específica de 8.5 pmolas de His-Pro-NH2.(fig 6). 

32 

-Ontogenia de PGA Il en bulbo olfatcrio-

En esta zona el patrón ontogenetico observado en la figura 6, no muestra un

pico único durante el desarrollo. como se observa en las áreas del hipotàlamo y

corteza posterior. El patrón desarrollado en esta area muestra dos picos.

La actividad enzimática se encontro en todas las edades ensayadas. En la edad

de un dia tiene un valor de 4; posteriormente se registra un aumento para la edad

de tres dias hasta 3,3 pmolas de His-Pro-NH,(min.›*mg prof. Una baja de dicha

actividad se ve a los cinco dias manteniéndose este resultado hasta los 8 dias con

los valores de 5.2 y 5.5 respectivamente.

La actividad especifica alcanzó su maximo valor a los 22 dias (12.3 pmolas de

His-Pro-NH,/minrmg prot.) y bajo posteriormente obteniéndose los valores de 7 y 6.6

pmolas. de l-lis-Pro-NH,Jminrmg prot. para las edades de 30 y 46 dias

respectivamente. Por último registró una pequeña alza en la edad de 66 dias con

una actividad específica de 8.5 pmolas de His-Pro-NH_,_..(fig 6).
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-Ontogenia de PGA 11 en corteza posterior-

En la determinación de la actividad de la PGA 11 en esta area, basto con sólo un 

tejido por edad para observar la actividad degradativa. En la corteza posterior se 

observó un patrón ontogenetico de actividad específica mayor a la encontrada en 

las distintas áreas estudiadas (fig 5). En esta figura se muestra que a partir de la 

edad de un día la actividad enzimática obtuvo un valor de 5. 7 pmolas de His-Pro

NH/min/mg prot. En las siguientes edades la actividad aumento hasta alcanzar su 

valor maximo a la edad de 8 dias con un valor de 25.8 pmolas de His-ProNH/min/

mg prot. A partir de este punto, comenzó a decrecer. A partir del día 22 se 

mantuvieron más o menos constantes los valores para finalmente estabilizarse 

alrededor de 1 O pmolas. de His-Pro-NH/min/mg prot. para la ultima edad ensayada 

( 66 dias; adulto). 
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-Ontogenia de PGA ll en corteza posterior-

En la determinación de la actividad de la PGA ll en esta area. basto con sólo un

tejido por edad para observar la actividad degradativa. En la corteza posterior se

cbsenró un patrón ontogenetico de actividad especlfica mayor a la encontrada en

las distintas áreas estudiadas (fig 5). En esta figura se muestra que a partir de la

edad de un día la actividad enzimática obtuvo un valor de 5.7 pmolas de His-Pro-

NH,/minrmg prot. En las siguientes edades la actividad aumento hasta alcanzar su

valor maximo a ta edad de 6 dias con un valor de 25.6 pmolas de His-ProNH,/min/-

mg prot. A partir de este punto, comenzó a decrecer, A partir del día 22 se

mantuvieron más o menos constantes los valores para finalmente estabilizarse

alrededor de 10 pmolas. de His-Pro-NH,/minrmg prot. para la última edad ensayada

( 66 dias; adulto).

33



30 

~ 
a. 

"' .€ 20 
e 

~ 
o 
E 
,9, 
N 
I z 
é 10 
c.. 
.!!? 
I 

CORTEZA POSTERIOR 

o 5 1 o 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 

Eda:l poonalal en dias 

Figura 5. Ontogenia de la actividad de PGA 11 en corteza posterior de rata. 
C<1da punto representa el promedio de 4 experimentos con su error estandar. 
• P< 0.05 

I-'-1.

-I-l

His-Pro-NH2(pmolƒmn.r'mgpro

` ccntezrl Pcsrenrcn

-1

El

El J
I _

0 5 10 152025 30 354045 50 556065 70

Edadposnattlertdlas

Figura 5. Ontogenia de la actividad de PGA ll en corteza posterior de rata.
Cada punto representa el promedio de 4 experimentos con su error estandar
' Pe 0.05



-Ontogenia de PGA 11 en páncreas-

Los resultados obtenidos a partir de la evaluación de la actividad de la PGA 11 

en membranas de páncreas se observan en la tabla 1. En ésta se puede ver que la 

actividad degradativa de PGA 11 en membranas de páncreas fue nula, es decir no 

se detectó actividad alguna en ninguna de las edades ensayadas en este órgano. 

Ademas de estos resultados se analizo la actividad de la enzima por medio de un 

método colorimétrico (como se describe en materiales y métodos) . Ademas de 

evaluar la actividad degradativa de la PGA 11 se obtuvieron los resultados de la 

enzima soluble PGA 1 con este mismo método. Esto con el fin de asegurarnos que 

la sensibil idad del método fuera adecuado. Los resultados obtenidos en cuanto a la 

actividad de la PGA 11 fueron nuevamente de cero en las tres edades ensayadas 

para este experimento, que fueron de 19, 45 y 65 dias (tabla 1 ). 

En cuanto a la PGA 1 los valores obtenidos se reportan en la tabla 1. Con esto 

se ratifico que los valores de PGA 11 en membranas de páncreas de la rata fueron 

nu!os ya que el resultado obtenido para la PGA 11 en este ensayo concuerda con el 

obtenido en el método radiométrico. 

También se analizo la actividad de PGA 11 en fraccion soluble ; esto para 

asegurarnos de que la enzima no tuviera una localizacion subcelular diferente a la 

encontrada en SNC. En dicha fracción la actividad estuvo ausente asi que la 

degradación de TRH en páncreas no es efectuada por la PGA 11 durante el desarro

llo. 
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-Ontogenia de PGA ll en páncreas-

Los resultados obtenidos a partir de la evaluación de la actividad de la PGA II

en membranas de páncreas se obsenran en la tabla 1. En esta se puede ver que la

actividad degradativa de PGA ll en membranas de páncreas fue nula. es decir no

se detectó actividad alguna en ninguna de las edades ensayadas en este órgano.

Ademas de estos resultados se analizó ta actividad de la enzima por medio de un

metodo colorimetrico (como se describe en materiales y métodos). Ademas de

evaluar la actividad degradativa de la PGA ll se obtuvieron los resultados de la

enzima soluble PGA I con este mismo metodo. Esto con el fin de asegurarnos que

la sensibilidad del metodo fuera adecuado. Los resultados obtenidos en cuanto a la

actividad de la PGA ll fueron nuevamente de cero en las tres edades ensayadas

para este experimento. que fueron de 19. 45 y 65 dias (tabla 1).

En cuanto a la PGA I los valores obtenidos se reportan en la tabla 1. Con esto

se ratificó que los valores de PGA ll en membranas de páncreas de la rata fueron

nulos ya que el resultado obtenido para la PGA ll en este ensayo concuerda con el

obtenido en el metodo radiometrico.

Tambien se analizó la actividad de PGA ll en fracción soluble; este para

asegurarnos de que la enzima no tuviera una localización subcelular diferente a la

encontrada en SNC. En dicha fracción la actividad estuvo ausente asi que la

degradación de TFtH en páncreas no es efectuada por la PGA ll durante el desarro-

llo.
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-Discusión-

Los neuropéptidos representan una clase de sustancias extremadamente 

potentes que pueden actuar como neurohormonas, neuromoduladores, 

neurotransmisores o como sustancias efectoras paracrinas sobre una gran variedad 

de células blanco. Como para otras sustancias biológicamente activas y de gran 

potencia (como son los neurotransmisores clasicos), para los neuropéptidos también 

deben existir mecanismos altamente eficientes de eliminación, porque a 

concentraciones inapropiadas, dichas sustancias son altamente toxicas. Esto es 

especial!'llente cierto para los factores de comunicación neuronal que transmiten una 

señal qu1mica, y es claro que para aquellos neuropeptidos que son liberados con 

alta frecuencia, estos mecanismos tienen que ser no sólo altamente eficientes, sino 

también muy rapidos. 

La importancia de un mecanismo rapido de inactivacion para los neuropeptidos 

una vez liberados al espacio sinaptico, se basa por un lado, en la disponibilidad de 

los receptores para poder registrar la llegada de un nuevo mensaje: y por otro lado, 

en la eliminación de los peptidos remanentes en el espacio extra celular. Conocer el 

mecanismo fisiológico que regula los niveles extracelulares de estos péptidos, nos 

permitirá una comprensión mayor sobre el funcionamiento de las neuronas 

peptidérgicas, asi como aplicar estos conocimientos a problemas reales. 

Los mecanismos por los cuales la accion de los neuropéptidos activos es 

terminada en las sinapsis peptidérgicas no han sido aclarados, pero existen 

evidencias de que la degradación enzimatica pudiera estar involucrada en la 
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inactivacion de algunos de ellos (87,88). Aunque un neuropéptido puede ser 

degradado por diversas enzimas, lo importante es definir cual de estas juega un 

papel fisiologico importante en la inactivacion, es decir, saber cual se encuentra en 

el espacio sináptico, y saber si la degradacion puede actuar como un elemento 

regulador de las funciones del neuropéptido. 

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

A este nivel, el péptido interactua con receptores de alta afinidad. Entre los eventos 

que pueden afectar al receptor, pareceria razonable pensar que el reciclaje de los 

receptores por internalizacion indujera simultaneamente la eliminacion de una parte 

del péptido. El péptido no internalizado podría ser degradado entonces por enzimas 

solubles (en la sangre) o por enzimas membranales (ectoenzimas) situadas cerca 

de los sitios de liberacion. Los datos mencionados en la introduccion sugieren que 

la PGA 11 y la tiroliberinasa son los responsables de controlar el TRH en estos 

compartimentos. 

Se conoce la existencia de peptidasas capaces de actuar directamente contra el 

TRH en suero (tiroliberinasa), fraccion soluble (PGA 1 y PE) y en la fraccion 

membrana! (PGA 11) de cerebro de rata (ver antecedentes) . 

La PGA 1 y la PE no se encuentran enriquecidas en terminales nerviosas (65), 

estas dos enzimas se encuentran concentradas en el cuerpo celular de neuronas; 

por lo tanto para que estas enzimas tengan relevancia fisiologica en la inactivacion 

del TRH una vez liberado al espacio sináptico, debe existir ya sea la presencia de 

dichas enzimas en el espacio sináptico, o bién estas deben actuar posterior a un 

proceso de captura. No se ha demostrado la existencia de estas enzimas en el 
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espacio sináptico; por otro lado el TRH es capturado con una Vmax muy baja, y no 

se sabe que esto con lleva ha hacer accesible a el TRH a estas enzimas, además 

se ha demostrado que inhibidores específicos para ambas enzimas inyectados in 

vivo no modifican los niveles de TRH detectados (89) ni afecta la liberación in vitro 

de este peptido (135) otros estudios de inhibición específica de ia PGA 11 han 

demostrado un incremento en los niveles recuperables de TRH en rebanadas de 

hipotalamo tanto en condiciones basales asi como estimuladas (142). Ademas las 

dos enzimas solubles no son tejido específico (90) y no son específicas para un 

peptido (60,71 ). 

Se han realizado investigaciones a cerca del TRH en una gran cantidad de 

tejidos de rata, y en algunos de ellos, estudios ontogeneticos, todo esto con el fin 

de tratar de determinar el papel fisiológico de este péptido que pueda estar 

desarrollando en todos y cada uno de estos tejidos. Dentro del SNC su papel como 

neurohormona es ya bien conocido, también se le ha postulado como 

neurotransmisor y/o neuromodulador en esta zona donde su papel está más 

caracterizado en comparación al tejido extra-SNC. En cuanto a su función en el 

tejido extra-SNC, aún no está bién conocido a pesar de que ya ha sido detectado 

en algunos tejidos (ver antecedentes) de entre los cuales uno de ellos es el páncre

as en el cual se ha encontrado una gran cantidad del tripéptido (50). El TRH 

aparece en el páncreas en el dia 17 prenatal registrando en esta edad su valor 

maximo y con el tiempo va decreciendo hasta no detectarse en la edad adulta de la 

rata (50). El ARNm de TRH se detectó en páncreas a partir del día 19 prenatal; 

' tiene su pico maximo alrededor del nacimiento, para posteriormente tener una 
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bajada y no expresarse en la edad adulta, con lo cual se prueba que existe slntesis 

del péptido en este organo (143). El patron desarrollado por el mensajero de TRH 

es paralelo al patron de TRH (143). Además se ha demostrado la presencia de 

DKP (metabolito que en SNC es derivado de TRH por la accion de piroglutamato 

aminopeptidasas) en el páncreas (143,50, 152). Se han hecho estudios del patron 

ontogenetico de TRH y DKP en los cuales se observó una marcada diferencia de 

ambos patrones.Los autores concluyeron que el TRH no era la única fuente de DKP 

en el páncreas. 

Además también se ha reportado un trabajo en el cual se incubaron células 

pancreáticas con inhibidores específicos de PGA 1 y PE. No se encontraron 

cambios en el contenido tanto de DKP, TRH-OH y de TRH inmunorreactivo (153). 

El conjunto de estos resultados nos llevo a sugerir que tal vez el DKP registrado 

por estos autores era el resultado de la accion de la PGA 11. Los resultados 

obtenidos demuestran que no existe actividad alguna de dicha enzima en 

preparaciones de membranas, lo cual indica que la PGA 11 tampoco es la 

encargada de degradar al TRH en este tejido. 

Estos datos permiten hacer dos conclusiones: 

1) La presencia de TRH no es sinónimo de presencia de PGA 11. Esto puede 

deberse, bién a que el TRH producido en el páncreas no tiene como blanco a este 

tejido pero, pudiera tenerlo en otro (hígado por ejemplo), o bién a que la 

comunicacion TRH intrapancreática no necesita de un mecanismo rápido de 

inactivacion (como ocurre en los tirotropos que no presentan actividad de PGA 11). 
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2) El DKP en páncreas no viene del TRH, pudiera provenir de intemalización de 

DKP circulante. 

En cerebro de rata se ha reportado la distribución regional de la actividad de la 

PGA 11 (109). El Hipotalamo fue una de las areas que mostró mayor actividad. Es 

una de las zonas mas importantes en cuanto a sintesis, liberación y degradación de 

TRH por su papel ya muy conocido en la fisiologia del eje hipalamico

adenohipófisiario, por lo cual ha sido objeto de inumerables estudios dicha relación. 

Existen un gran numero de reportes a cerca de la ontogenia del TRH en el 

hipotalamo de varias especies y especialmente en la rata se han enfocado la 

mayoría de estos trabajos. Entre los primeros reportes se encuentran los de Delbert 

et al. (147) quienes detectaron TRH desde el día de nacimiento. Su valor va 

aumentando con la edad y encuentra su pico maximo al rededor de los 24 dias de 

edad para posteriormente empezar a decrecer hasta el dia 40 y de ahi subir 

levemente y estabilizarse. Un patrón semejante también es descrito por Pekari et al. 

(128). 

Estos patrones de desarrollo del TRH no guardan relación con les resultados 

obtenidos de la PGA 11 en el hipotalamo, ya que como se ve en la figura 4 el valor 

maximo de la actividad especifica de la enzima se expresa a la edad de ocho dias 

posnatal y el pico de TRH se presenta al rededor de los 28 dias de edad posnatal. 

Esto tal vez se debe a que el nivel de TRH en sinapsis no refleja la actividad 

funcional por el balance entre la sintesis, liberación y degradación : es posible que la 

funcionalidad sea maxima antes de que los niveles del péptido lleguen a sus 

valores mas altos. Por otra parte en el hipotalamo hay varios sistemas TRH-ergicos, 
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con desarrollos ontogeneticos diferentes (127) y/o grados de asociacion con PGA 11 

distintos. 

Blanchard et.al. (131) reportaron el patrón ontogenético de receptores a TRH en 

varias zonas del SNC, de entre las cuales destaca el hipotalamo. Los receptores 

son detectados desde el primer día de nacimiento; y su concentracion va 

aumentando con respecto a la edad, para alcanzar su valor maximo al rededor del 

día 20 posnatal. A partir de este punto su concentración decrementa hasta llegar a 

la edad de 40 días y de ahi en adelante se mantiene estable. 

Por otra parte el desarrollo ontogenetico de la actividad de la PGA 11 en el 

hi¡:>otalamo mantiene una correlación con el desarrollo de neurogénesis y 

sinaptogénesis en esta area. Es posible que la PGA 11 este directamente 

involucrada en el desarrollo de la neurogénesis y sinaptogénesis, por la correlación 

que guardan sus picos, mientras que en los patrones de desarrollo de TRH y sus 

receptores presentan su pico maximo mas tarde esto tal vez se deba por razones 

regulatorias. 

La actividad de PGA 11 observada durante los primeros días del desarrollo en 

adenohipófisis, concuerda con el patrón de la degradación de TRH en suero (150). 

Sin embargo la actividad en suero aumenta conforme a la edad para mantenerse 

estable en la edad adulta, lo cual no sucede en la adenohipófisis ya que esta 

presenta un pico maximo de actividad en el día 45 para posteriormente bajar y 

establecerse (figura 3) . El que presenten su aparición al rededor de la misma etapa 

del desarrollo podria sugerir una intima relación en cuanto al origen de las enzimas 

encargadas de la degradación del TRH de la adenohipófisis (PGA 11) y el suero 
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la edad de 40 dias y de ahi en adelante se mantiene estable.

Por otra parte el desarrolio ontogenetico de la actividad de la PGA ll en el

hipotálamo mantiene una correlación con el desarrollo de neurogénesis y

sinaptogénesis en esta area. Es posible que la PGA ll este directamente

involucrada en el desarrollo de la neurogénesis y sinaptogénesis. por la correlación

que guardan sus picos, mientras que en los patrones de desarrollo de TFlH y sus

receptores presentan su pico maximo mas tarde esto tal vez se deba por razones

regulatorias.

La actividad de PGA ll observada durante los primeros días del desarrollo en

adenohipófisis, concuerda con el patrón de la degradación de TRH en suero (150).

Sin embargo la actividad en suero aumenta conforme a la edad para mantenerse

estable en la edad adulta. lo cual no sucede en la adenohipófisis ya que esta

presenta un pico maximo de actividad en el día 45 para posteriormente bajar y

establecerse (figura 3). El que presenten su aparición al rededor de la misma etapa

del desarrollo podria sugerir una intima relación en cuanto al origen de las enzimas

encargadas de la degradación del TFlH de la adenohipófisis (PGA ll) y el suero
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PGA II 

PGA I 

edad en 

di as 

1 

3 

8 

19 

45 

65 

19 

45 

65 

ensayo 

radiométrico 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

NO 

NO 

NO 

ensayo 

fluorométrico 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

0.65 

l. 67 

0.26 

Tabla 1-0ntogenia de la actividad especifica de PGA II en frac

ción membranal y de PGA I en fracción soluble de pancreas de 

rata. Para la evaluación de la actividad de la PGA II en el 

pancreas se utilizaron dos métodos: uno radiométrico y uno 

fluorométric o para descartar la posibilidad de baja sensibilidad 

del método radi ometrico. Los valores para la PGA I se expresan en 

n anomolas de B- naftilamina/min/mg. prot. 

NO =no determinado. 
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3 0 0

6 0 0

PGA II 19 U 0

45 0 0

55 0 0

19 No 0.65

PGA I 45 ND 1.67

E5 ND 0.25
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Tabla 1-ontogenia de la actividad especifica de PGA II en frac-

ción membranal y de PGA I en fracción soluble de pancre-as de

rata. Para la evaluación de la actividad de la PGA II en el
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fluoromëtrico para descartar la posibilidad de baja sensibilidad

del metodo radiometrico. Los valores para la PGA I se expresan en

nanomolas de B-naftilaminafmínfmg. prot.

ND=no determinado.
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(Tiroliberinasa). Es decir que la tiroliberinasa tal vez esta siendo liberada por la 

adenohipófisis. Sin embargo también existe la posibilidad de que como ocurre con 

otras enzimas séricas, la PGA 11 provenga del hígado ya que en este organo es 

una de las pocas zonas extra-SNC donde se ha detectado una actividad 

considerable de la enzima (158). 

En adenohipófisis, solo se detectó TRH en la edad posnatal de 7 días para 

despues no observarse mas en ninguna otra edad (50), lo cual es comprensible ya 

que la adenohipófisis es el órgano blanco mas importante del TRH y no asi un 

destacado productor del péptido. Por otra parte se ha reportado el patrón 

ontogenético de los receptores a TRH en pituitaria (131 ). La unión del péptido al 

receptor se detecta en la rata recien nacida; a partir de ahi dicha unión va 

aumentando con la edad. encontrando su valor maximo a la edad de 20 días, para 

posteriormente registrar una bajada en las edades siguientes hasta llegar a la de 

los 40 días edad en la cual presenta el valor mas bajo y a partir de aquí 

mantenerse estable hasta llegar a la edad adulta (131 ). Este patrón presenta una 

similitud con el de PGA 11 en adenohipófisis (figura 7), lo cual indica un desarrollo 

paralelo de la unión del TRH a su receptor y la degradación del mismo. Se destaca 

la posibilidad de que la enzima controle los niveles de TRH a lo largo del desarrollo 

de esta zona. 

En cuanto a lo referente a la ontogenia de los niveles de TSH en suero estos se 

presentan a partir del día 5 posnatal desarrollando un pico a los 15 días para 

despues presentar una bajada en sus niveles a los 20 días post-natales y apartir de 

ahi registrar un nuevo incremento a los 30 días para posteriormente mantenerse 
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estable en en un mismo rango hasta la edad adulta. Asi existe una similitud hasta 

el día 15 entre el establecimiento de un marcador funcional de las neuronas TRH-

érgicas (la TSH) y la PGA 11. 

Estos resu ltados concuerdan y ampl ian lo postulado anteriormente de la relacion 

ontogenetica de TRH-rnceptor-estimulo-secrecion de TSH. Por otra perte se ha 

demostrado que existe una regulacion de la PGA I~ adenohipofisiaria por hormonas 

tiroideas (134,151). El patron ontogenetico de T4 es muy similar pero adelantado al 

de la PGA 11 desarrollando su pico maximo al rededor del día 15 para presentar 

posteriormente un leve decenso en los días 20 y 30 y a partir de este punto se 

mantiene estable hasta la edad adulta. Esto concuerda con la idea de que T3 y T4 

serian responsables (cuando menos en parte) de regular la actividad de la PGA 11 

en la adenohipofisis. Con estas observaciones y las anteriormente señaladas se 

postula fuertemente a la PGA 11 como la enzima encargada de controlar los niveles 

de TRH en la adenohipofisis durante el desarrollo de la rata, además de existir una 

estrecha correlacion entre el desarrollo de la PGA 11 y la actividad de las neuronas . 
TRH-érgicas hipofisiotrópicas. asi como un posible papel en la regulación del eje 

hipotalamo-hipofisis-tiroides a lo largo de la vida de la rata. 

Hasta el mome 11to se ha reportado poco a cerca del TRH en el bulbo olfatorio 

durante el desarrollo de la rata. Algunos autores como Tsuruo et al. (153), 

Lamberton et al.(50), Gayo et al. (129) han descrito patrones ontogeneticos de TRH 

en esta area. Los datos obtenidos por Gayo et al.(129) concuerdan parcialmente 

con los resultados descritos en la figura 6. En el bulbo olfatorio, el peptido aparece 

a la edad de 1 O días posnatales y aumento en las siguientes edades hasta llegar a 
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postula fuertemente a la PGA il como la en:-:ima encargada de controlar los niveles

de TFlH en la adenohipoiisis durante el desarrollo de la rata, ademas de existir una

estrecha correlacion entre el desarrollo de la PG@ II y la actividad de las neuronas

TFtH-ergicas hipofisiotropicas. asi como un posible papel en la regulacion del eje

hipotálamo-hipotisis-tircides a lo largo de la vida de la rata.

Hasta el momento se ha reportado poco a cerca del TF'tH en el bulbo olfatorio

durante el desarrollo de la rata. Algunos autores como Tsuruo et al. (153).

Lambsrton et al.(50), Gavo et al. (129) han descrito patrones ontogenèticos de TFiH

en esta area. Los datos obtenidos por Gayo et al.(129) concuerdan parcialmente

con los resultados descritos en la figura 6. En el bulbo olfatcrio, el peptido aparece

a la edad de 10 dias posnatales y aumento en las siguientes edades hasta llegar a
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su valor maximo al día 20. A partir de este día se observa una disminución en la 

concentración del TRH, pára posteriormente en el día 30 de edad posnatal registrar 

una nueva alza en los valores de las siguientes edades hasta llegar a la edad 

adulta. Los datos obtenidos en la evaluación de la ontogenia de la PGA JI en el 

bulbo olfatorio muestra una coincidencia temporal con el patrón ontogenetico del 

TRH en esta area. En el desarrollo de la actividad específica de la PGA JI se 

observae un incremento de la en las primeras edades y desarrollando un pico en al 

rededor de la edad de 22 días, dicho pico también se presenta en el patrón 

desarrollado por el TRH, el cual lo tiene a los 20 días, y a partir de este pico la 

actividad de la enzima se ve disminuida en la edad de 30 díias y posteriormente se 

mantiene estable en las edades siguientes. Mientras que el patrón de TRH presenta 

una tendencia a subir a partir de la edad de 30 días. 

Por otra parte Lamberton et al. (50) reporto el contenido de DKP en el bulbo 

olfatorio durante el desarrollo. Se observa una coincidencia muy marcada con el 

patrón observado para PGA JI : un primer pico al rededor de las primeras edades 

(entre 1-5 días) es desarrollado tanto por el DKP como por la PGA JI, posterior

mente · ambos patrones presentan una subida en las siguientes edades para 

presentar sus valores maximos a los 20 días para el DKP y 22 días para la PGA JI ; 

a partir de estos valores ambos patrones tienden a bajar en las edades posteriores. 

Por la coincidencia temporal de marcadores de actividad TRH-érgica y PGA JI , la 

correlación entre OKP y la actividad local de la enzima. Nos hace pensar; que la 

PGA JI es la enzima encargada de degradar al TRH en el bulbo olfatorio durante el 

desarrollo, y aunque aun no se ha esclarecido el papel específico que juega el TRH 
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en la fisiologla de esta zona del SNC. sobresale la idea que este actuando como 

un neurotransmisor y/o neuromodulador encargado de alguna función en los eventos 

de maduración en el bulbo olfatorio ya que la aparición tanto del TRH como la de 

su degradación coincide con el rapido crecimiento de axones, la asociación 

dendrítica, el activo proceso de mielinización y un alto grado de sinaptogénesis que 

se da entre la primera y segunda semana de la vida posnatal de la rata (147). 

En la corteza posterior no se ha detectado TRH o las cantidades estimadas son 

muy bajas oscilando en el limite de sensibilidad de los métodos utilizados para su 

detección (1 09). Por otro lado estudios realizados en nuestro laboratorio 

demostraron que la liberación del TRH por la corteza de rata no es detectable 

(130) . Lamberton ei al. (50) reportan la ausencia tata! del péptido en corteza de 

rata durar.te todo el desarrollo. Todos estos resultados nos indican que no existe 

ninguna correlación con la actividad enzimatica de la PGA 11 encontrada en esta 

zona durante el desarrollo porque mientras el TRH esta ausente o en muy bajas 

cantidades la actividad de la PGA 11 es muy alta y aparece desde el primer dia de 

la vida posnatal de la rata. Ademas la aparición de la actividad de la PGA 11 

coincide con el pico de sinaptogénesis y con marcadores sinaptosomales en esta 

región. Este fenomeno es tal vez debido a que la corteza posterior sea un posible 

órgano blanco del TRH el cual se este sintetizando y liberando en otra parte del 

SNC y tenga su efecto en la corteza con lo cual sea necesario de un sistema de 

regulación en el órgano blanco y este puede ser la degradación efectuada por la 

PGA 11 que además este controlando dicho fenomeno durante el desarrollo posnatal 

de la rata. 
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CONCLUSION 

En el SNC la PGA 11 presenta un patron ontogenetico similar al que presenta la 

sinaptogénesis. Correlacionando unicamente con el desarrollo de marcadores TRH

érgicos en el bulbo olfatorio. En hipotalamo y corteza posterio~ es probable que 

existan factores adicionales que desacoplen el desarrollo de la actividad específica 

de la PGA 11 a la del TRH y sus receptores. 

En la adenohipofisis existe una estrecha correlacion con actividades neuronales 

TRH-érgicas del nucleo paraventricular del hipotalamo. 

La funcion intrapancréatica del TRH, que se especula pueda tener una funcion 

paracrina en este organo o su producción con el objetivo de que ejercer su funcion 

en un organo blanco distinto del páncreas, son independientes de la acción 

degradativa de la PGA 11. 
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