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RESUMEN

Una serie de evidencias experimenteles bioquimicas y fisiologicas sugieren la
posible participacion de la enzima membranal piroglutamato aminopeptidasa |l
(PGAIll) en los mecanismos de inactivacion de la sefal biologica del TRH en el
Sistema Nervioso. Existen sin embargo, aspectos celulares aun no definidos, que
son necesarios para poder establecer su relevancia fisioldgica.

En el presente trabajo se describen las investigaciones realizadas en cultivos
primarics de células nerviosas en torno a la localizacion celular y orientacion
fopoldgica de la piroglutamato aminopeptidasa |l.

Se detecto actividad de la PGAIl tanto en las ceélulas intactas, como en fracciones
membranales obtenidas de cultivos hipotalamicos y de corteza cerebral del raton.
Por el contrarioc en cultivos gliales puros no fue posible detectar actividad de la
enzima.

La permeabilizacién de la membrana plasmatica en las células intactas por efecto
del detergente saponina no modificd la actividad de la enzima, en tanto que la
solubilizacién de las proteinas membranales por efecto del pretratamiento de las
células con tripsina produjo una disminucion significativa de la actividad especifica
presente. Efectos similares de la saponina y la tripsina se observaron en la
preparacion de terminales nerviosas aisladas intactas obtenidas del cerebro de la
rata.

En los cultivos hipotaldmicos la actividad especifica de fa PGAIl se incrementd al
inhibir la proliferacion de células no neuronales como resultado de la inclusion del
antimitotico citosin arabindsido. En tanto la destruccion selectiva de la poblacién
neuronal en los cultivos corticales por efecio del glutamato se vio acompafnada por
una reduccion concomitante de (a actividad de peptidasa.

Estos resultados indican que la PGAIl posee su sitio activo orientado hacia el lado
externo de la membrana plasmatica de las células neuronales, caracleristicas
celulares que apoyan fuertemente la paticipacion de la enzima en el catabolismo
extracelular del TRH in vivo.

Adicionalmente evaluamos la posible paricipacién de las enzimas solubles PGAIl y
prolil endopeptidasa en la regulacién de los niveles intracelulares del TRH en el
cerebro. Los resultados obtenidos en diversos sistemas experimentales tanto in vivo
como in vitro utilizando inhibidores especificos de ambas enzimas demuestran que
estas peptidasas solubles no iniervienen en los mecanismos de control del recambio
del TRH en la terminal nerviosa.
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ABSTRACT

A large body of experimental evidence suggests that narrow-specificity membrane-
bound pyroglutamate amincpeptidase It (PGAIl) could be responsible for inactivating
TRH released at the synaptic cleft. Although some characteristics relevant to the
possible physiological role of PGAIl have been defined, other cellular events still
remain unknown.

In this work we have investigated the topological organization on plasma membrane
and cellular localization of pyroglutamate aminopeptidase Il in primary cultures of
fetal mouse brain.

PGAIl activity was detected in intact cells and in an equivalent membrane fraction
obtained from hypothalamic and cortical cell cultures. The enzyme was absent in
pure glial cell cultures.

Permeabilization of plasma membrane in intact cells as result of saponin pretreat-
ment did not modify enzyme activity. In contrast trypsin digestion of membrane
ectoproteins reduced PGAIl activity by 70% Similar effects of trypsin and saponin
were observed in intact brain synaptosomes.

In hypothalamic primary cultures pyroglutamate aminopeptidase |l specific activity
was increased when proliferation of non neuronal cells was halted by inclusion of
cytosine arabinoside. Selective neuronal degeneration after treatment of certical cells
with the neurotoxic agent glutamate was accompanied by a significant reduction of
PGAIl activity.

These results show that PGAIl is a true ectoenzyme located on the plasma mem-

brane of neuronal cells, which strongly supports an important role of the enzyme in
TRH extracellular catabolism in brain.

We also evaluated the role of TRH-degrading soluble enzymes PGAIl and prolyl
endopeptidase in controlling intracellular TRH levels in brain. The specific in_vivo
and in_vitro inhibition of both enzymes did not modify the TRH content in any y brain
region examined. These findings do not support a role of these enzymes in intrace-
lfular turnover of TRH.



Introduccion

El mantenimiento de las funciones vitales de los organismos superiores depende de la comunicacion
rapida y eficiente entre las células que los constituyen. El Sistema Nervioso como centro regulador de
las funciones se encuentra en constante comunicacion con los otros sistemas del organismo, proceso
que se lleva a cabo mediante la produccion y liberacion por parie de las células nerviosas de
mensajeros quimicos, ya sea en zonas especializadas conocidas como Sinapsis (comunicacion
nerviosa), o bien a {ravés de la secrecion de los mismos al forrente circulatorio (comunicacion
neurohormonal). En cualquier caso, la interaccion de estos transmisores quimicos con receplores
especificos localizados en la membrana plasmatica de las células blanco generan en su interior una
serie de eventos moleculares (mediante la participacion de sistemas de transduccion de la senal
acoplados a esfa interaccion), que se traducen en una respuesta especifica por parte de las mismas.

Propiedades de los neuropéptidos

La naturaleza quimica de las moléculas que participan en los mecanismos de transferencia de
informacidn en el Sistema Nervioso es diversa. Dentro de todos eslos transmisores quimicos
destacan, por sus caracteristicas estructurales, la existencia de péptidos activos capaces de modificar
la actividad neuronal. La naturaleza oligomérica de los péptidos les proporciona un vasto contenido de
informacion intrinseca, la cual se ha explotado de maneras muy diversas por los diferentes sistemas
de los organismos, El Sistema Nervioso es quiza donde se aprecia con mayor claridad la complejidad
y sutileza del sefalamiento quimico mediado por los péptidos; por ejemplo, dentro de la secuencia de
una proteina precursora (propéptido) pueden estar contenidas una o varias copias de un mismo
mensaje como ocurre en el caso del proTRH en el hipotdlamo de los mamiferos, el cual posee 5
copias potenciales del tripéptido TRH (Lechan y cols., 1986a), o0 en la proencefalina en donde se
encuentran 5 copias de Met-enk y una de Leu-enk (Comb y cols., 1982). Alternativamente varios
mensajes distinios pueden estar presentes en el mismo precursor, como ocurre en el caso de 1a
proopiomelanocortina (POMC), la cual contiene las secuencias de la B endorfina, ACTH , 8 lipotropina
y oo MSH entre ofros. Los mecanismos moleculares de sintesis y procesamiento de los péptidos
activos participan también dentro de las estrategias celulares utilizadas para la obtencién de
informacion a partir de un mismo mensaje original. Asi, la expresion del gene para un péptido activo
(el gene de la calcitonina) en dos tejidos diferentes (el hipotalamo y la tiroides) da origen a dos
péptidos distintos (CGRP y calcitonina respectivamente}) como resultado del proceso de edicion
diferencial (splicing) del transcrito primario (Amara y cols., 1982); mientras que el procesamiento
tejido-especifico del POMC genera difetentes productos peptidicos: en el Idbulo anterior de la hipéfisis
a partir de POMC se producen ACTH, B LPH, un péptido de 16 K y pequefias cantidades de B
endorfina (Loh y cols, 1384); en tanto que en el hipotdlamo y el Idbulo intermedio hipofisiario la ACTH
y la B LPH son procesadas para dar origen al desacetil oo MSH y la B endorfina respectivamente
(Gramsch y cols., 1980; Smith y cols., 1982). Las modificaciones quimicas postraduccionales a la
estructura de los peptidos representan una estrategia adicional de aprovechamiento de su informacion:
polr ejemplc)>. la acetilacion de la o MSH provoca un aumento en su polencia biolégica (O'Donohue y
cols., 1981).
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El nimero de péptidos descritos en el Sistema Nervioso es considerable (casi un cen tenar) (Hokfelt y
cols., 1980a; Krieger, 1983); muchos de ellos constituyen también elementos de comunicacién del
sistema endocrino (Scharrer, 1987). Cada neuropéptido posee una distribucion particular en el
Sistema Nervioso (Palkovils, 1984), de manera que es posible establecer la localizacion de los
cuerpos celulares que contienen neuropéptidos especificos y de sus proyecciones. De manera similar,
los receptores a estos péplidos también muestran una localizacion anatdmica definida en el Sistema
Nervioso, asi como en los drganos periféricos (Lynch y Snyder, 1986; Scharrer, 1987).

Aspectos evolutivos de los péptidos en el Sisiema Nervioso

Las neuronas productoras y secretoras de péptidos (neuronas peplidérgicas) constituyen una clase de
células ampliamente distribuidas en los Sistemas Nervioso Central y Periférico, tanto en los
vertebrados como en los invertebrados (Krieger y cols., 1983; Lynch y Snyder, 1986; Scharrer, 1987).
Se ha descrito la existencia de neuropéptidos presentes en mamiferos en otros organismos
perienecientes a phyla muy diversos, incluyendo organismos unicelulares (Roth y Le Roth, 1984).
igual manera, péptidos inicialmente localizados en especies inferiores (invertebrados) se han
caracterizados posieriormente en diversas especies de vertebrados (Bodenmuller y Schaller, 1881).
Moléculas peptidicas idénticas o con secuencias muy similares a las localizadas en el Sistema
Nervioso son producidas por celulas no neuronales; un ejemplo de ello lo representa la somatostating,
inicialmente aislada del hipotalamo e identificada posteriormente en drganos como el pancreas o en
células del sistema enddcrino difuso del aparato digestivo (Patel y Reichlin, 1978; Pearse y Taylor,
1879). Por el contrario, péptidos como la substancia P, 1a gastrina y la colecistocinina descritos
inicialmente en el intestino y otros drganos del aparato digestivo (Von Euler y Gaddum, 1931), se
identificaron posteriormente en el Sistema Nervioso.

Se han podido establecer "familias" de péptidos con secuencias de aminodcidos idénticas o muy
similares en especies con historias evolutivas muy diferentes (como en el caso de las taquininas).
Esta similitud o quiza identidad en la configuracién de estas moléculas indica que los neuropéptidos
bioldgicamente activos son elementos estables con una larga historia evolutiva, cuyo origen se
remonta probablemente al desarrolio de los sistemas nerviosos primitivos. Se ha especulado que en
un principio el Sistema Nervioso tuvo a su cargo todas las funciones integrativas requeridas por el
organismo, para lo cual las células nerviosas primitivas expresaron inicialmente propiedades
secretoras. Posleriormente al desarrollarse en organismos mas avanzados un sistema endocrino
propiamente dicho, las células neurosecretoras pluripotenciales adquirieron un nuevo papel fisioldgico
sinaptico, aunque su capacidad de comunicacion directa con sus células efectoras terminales no se
perdio. Asi, a medida que las necesidades funcionales de los organismos se hicieron mas complejas,
fue necesario desarrollar nuevas estralegias de comunicacion, para lo cual se seleccionaron
secuencias especificas presentes en la estructura de las proteinas precursoras ancestrales (lo cual se
encuentra ejemplificado hoy dia por los mecanismos de biosintesis de péptidos a partir de
proproteinas), las cuales evolucionaron en concierto con sus moléculas receptoras correspondientes
(Scharrer, 1987).
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Funciones de los péptidos en el Sistema Nervioso

Los péptidos presentes en el Sistema Nervioso ejercen efectos diversos relacionados con la regulacion
de los principales sistemas homeostaticos del organismo, producen acciones locales sobre fa
circulacion cerebral y sobre la actividad neuronal, se encuentran involucrados en el desarrolio y
diferenciacion de las células nerviosas y en la adquisicion de la plasticidad neuronal y participan en la
expresién de la conducta de los organismos (Krieger y cols., 1983), Sin embargo, para muchos de
estos neuropéptidos se desconoce todavia el papel fisioldgico especifico que desempefian.
Originalmente a muchos de ellos se les adjudicd una "funcion especifica” definida con base en dos
criterios: el efecto descrito inicialmente en un sistema determinado y la via de accion mediante la cual
ejercian estos efectos. A los peptncos hipotalamicos por ejemplo les fue otorgado un nombre
caracteristico en base a sus acciones inhibidoras o estimuladoras de la secrecién de distintas
hormonas de la glandula pituitaria anterior; sin embargo con el paso del tiempo se hizo evidente que
estos factores peptidicos no se encontraban confinados al hipotalamo o aun al cerebro mismo y que
por consecuencia tienen en estos érganos y sistemas otra funcion: por ejemplo, la llamada hormona
liberadora de la hormona Luteinizante (LHRH), ademas de su conocido efecto hormonal sobre la
liberacion de LH de la pituilaria, es liberada de terminales nerviosas especificas sobre neuronas
ganglionares de la retina, o bien en ganglios periféricos de los invertebrados (Jan y cols., 1879; Jan y
Jan, 1981), actuando probablemente en estos casos como neuroltransmisor 0 neuromodulador de Ia
actividad nerviosa. La somatostatina, que participa como neurohormona al inhibir la liberacion de la
hormona del crecimiento (GH) de la hipéfisis actia también como mediador pardcrino cuando es
liberada de las células beta de los islotes pancredticos (Reichlin, 1983), inhibiendo la liberacién de
glucagon y/o insulina de las células vecinas. La identificacion de células nerviosas que sintetizan
ACTH, insulina o glucagon (o de secuencias derivadas o relacionadas a ellos), consideradas por
mucho tiempo como ejemplos clasicos de hormonas periféricas, sugiere su participacion en la funcion
nerviosa.

De esta manera los péptidos al igual que los demds mensajeros quimicos, no se encuentran
asociados a una funcién especifica 0 a un drgano en particular, ni son propiedad exclusiva de
cualquiera de las modalidades de comunicacion. El papel que desempefian depende principalmente
del sistema especifico en el que participan y en particular del arreglo anatdmico-funcional de los
elementos celulares que los componen,

La presencia de peptidos bioldgicamente activos en el Sistema Nervioso no se limila a las neuronas,
ya que se ha demostrado la sintesis y secrecion de varios neuropéptidos por parte de los astrocitos
(Vilin y cols., 1988; Shinoda y cols., 1989), asi como ~la existencia de receptores a los mismos
presentes en las células de origen ghal (Hansson, 1988). Estas observaciones sugieren nuevos
papeles funcionales ain no definidos de los péptidos en el Sistema Nervioso.

Por ultimo cabe sefialar la relacidn existente enire los sistemas neuronales peptidérgicos y dos
sistemas regulatorios del organismo. Uno de ellos se refiere a su asociacion con el sistema inmune
(Goetzl, 1985), el cual comparte con estructuras endécrinas una serie de substancias reguladoras
(ACTH, TRH y endorfinas entre otros, asi como a sus receptores correspondientes) (Blalock y cols.,
1985 ab). Esta comunicacion entre los sistemas inmune y nervioso ademas parece ser bidireccional.
Una segunda relacion funcional se refiere al papel de los neuropéptidos en el control homeostatico de
fluidos y el balance de electrolitos (por ejemplo la participacidn del VIP y del péptido atrial natriurético)
(De Bold, 1985).



En conclusién, la relevancia de los péptidos en un sistema en particular requiere del conocimiento
preciso sobre como funcionan las células que los producen. El advenimiento y desarrollo de las
técnicas modernas de bioldgia celular y molecular, ha permitido realizar avances importantes. Hoy en
dia muchas de las preguntas relevantes en el campo de los neuropéptidos son generales y extensivas
a toda la biologia celular. Estas incluyen eventos tales como la evolucidn y regulacion de fa expresion.
de los genes de los cuales se derivan, la biosintesis, modificacion y procesamiento de las proteinas
precursoras, el transporte, el almacenamiento, la liberacion e inactivacion de los péptidos, asi como Ia
informacion relacionada con sus receplores y con los mecanismos de trasduccion que regulan su
funcionamiento. Se han caracterizados para ciertos péptidos algunos de estos eventos, sin embargo,
queda por definir cuales son los mecanismos que regulan cada una de estas etapas, asi como la
importancia que estos procescs moleculares y celulares poseen en la funcion fisioldgica de los
neuropéptidos.



CAPITULO | HORIVONA LIBERADORA DE TIROTROPINA

TRH Hormona Liberadora de Tirolropina

El tripéptido TRH  (Hormona Liberadora de Tirotropina: piroglutamil-histidil-prolinamida, pGlu-
HisProNH,) es el modelo de estudio de esle trabajo. La elucidacidn del papel que el TRH desempeda
en la funcidn nerviosa, requiere el analisis de los mecanismos bioquimicos y moleculares de su
sintesis, transporte, amacenamiento, liberacién e inactivacion, eventos que se llevan a cabo por parte
de las neuronas que lo producen (neuronas TRHérgicas). El objetivo de este capitulo es el de referir
los aspectos esenciales relacionados con la bioquimica celular de las neuronas TRHérgicas.

Distribucion filogenética del TRH

‘Bl TRH se encuentra presente en el Sistema Nervioso de numerosas especies de veriebrados

(Jackson y Reichlin, 1974; Kubek y cols., 1977). En los mamiferos el TRH hipotalamico participa en
la regulacidn de algunas de fas funciones endocrinas de la hipéfisis anterior (Reichlin y cols., 1978;
Morley, 1981; Jackson y Lechan, 1983). Sin embargo, el papel que desempefa el péptido en la
funcion nerviosa en otros grupos animales no es del todo claro, a pesar de estar presente en
concentraciones aun mayores que las encontradas en los mamiferos. Por ejemplo, se ha detectado ia

- presencia de TRH-IR en el cerebro de la larva de la lamprea, en la regién cefélica del anfioxus y en

el ganglio circunmesofagico del caracol (Jackson y Reichlin, 1974; Jackson, 1983), especies en las
que no se ha demostrado la presencia de TSH o una gldndula hipdfisis. El TRH también se -
encuentra presente en otros drganos y tejidos, como la glandula pineal de los ovinos (White y cols.,
1974), la placenta humana o de la rata (Gibbons y cols., 1975, Shambaugh y cols., 1978), el sistema
reproductor de la rata macho (Pekary y cols., 1983), el tracto gastrointestinal de la rata,
particularmente en el pancreas neonatal (Morley y cols., 1977, Leppaluoto y cols., 1978, Martino y
cols., 1978; Kawano y cols., 1983), asi como en la piel de anfibios y reptiles (Jackson y Reichiin,
1977a).

La presencia de TRH en diferentes tejidos de especies evolutivamente distantes ha generado diversas
teorias acerca de su posible origen evolutivo y embrioldgico. Se ha propuesto que todos los igjidos
que comparten péptidos similares podrian ser originados a partir de la region de la cresta neural
(Pearse, 1969); sin embargo, se sabe que la gldndula pineal, la hipdfisis anterior y el hipotdlamo
surgen del neuroectodermo 0 de placodas ectodérmicas especificas. Otra propuesta sugiere que el
TRH del Sistema Nervioso se relaciona con el que se localiza en el tracto gastrointestinal y la piel de
los anfibios a través de un origen ectodérmico comun (Vizi, 1984).

La presencia de TRH en el Sistema Nervioso especies que no poseen hipofisis, asi como el hecho de
que tanto en la piel del sapo, como en el ganglio nervioso del caracol la funcién aparente del TRH es
la de mantener el equilibrio homeostatico del meiabolismo de la sal y el agua, son evidencias que
ejemplifican como los diferentes organismos han adaptado el uso de una misma molécula ya existente
para llevar a cabo funciones diversas y sugieren que la posible funcién primitiva del TRH se relaciona
principalmente con el papel que desempefia actualmente en la comunicacidn nerviosa en diversas
especies, en tanto que su funcién neurohormonal como regulador de la secrecion de TSH en los
mamiferos fue adquirida posteriormente durante la evolucién (Prasad, 1985).
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Distribucion de TRH en el Sistema Nervioso

El TRH se encuentra ampliamente distribuido en el cerebro de los mamiferos. Las concentraciones
mas elevadas del tripéptido se encueniran en el hipotalamo, pariicularmente en la zona de la
eminencia media (Jackson y Reichlin, 1974), la cual contiene abundantes terminales axonicas
provenientes de distintos nucleos hipotaldmicos, particularmente del nucleo paraventricular (PVN),
region que corresponde a la llamada " drea tirotropica " por su relacion con la funcion hipofisiotropica
del TRH (Aizawa y Greer, 1981; Ishikawa y cols., 1988).

En otra regiones extrahipotalémicas las concentraciones individuales existentes del TRH son menores,
sin embargo representan en conjunto alrededor del 70 % de los niveles totales presentes en el
cerebro (Jackson y Reichlin, 1977b). Las regiones del SNC de la rata que poseen los niveles mas
elevados del TRH son: el tdlamo, el tallo cerebral, el 16bulo olfatorio y la médula espinal (Winokur y
Utiger, 1874; Kizer y cols., 1976; Jeifcoate y cols., 1976; Kardon y cols., 1977a). Los niveles de TRH
en estas regiones no son afectadas por lesiones en el area firotropica, ni como resultado de la
deaferentacion hipotalamica {Jackson y Reichlin, 18770; Brownst ein y cols., 1974), lo cual demuestra
que en estas dreas se produce la sintesis in situ del tripéptido.

En la neurohipdfisis existen concentraciones nes elevadas de TRH, las cuales son depletadas como
resultado de lesiones a nivel hipotaldmico, por lo que se ha sugerido la existencia de un sistema
tuberoinfundibular separado del descrito para la zona anterior de la hipéfisis (Jackson y Lechan, 1983).

Estudios inmunocitoquimicos revelan la presencia de cuerpos celulares TRHérgicos en muy diversas
dreas del cerebro (Tabla 1). En el hipotadlamo las células inmunopositivas se localizan principalmente
en la division parvocelular del PVN (que incluye a las subdivisiones anterior, medial y periventricular),
distribuyendose en una configuracion triangular en los limites dorsales del tercer ventriculo (Lechan y

- Jackson, 1982; Jackson y Lechan, 1983; Jackson y cols., 1985), Otras regiones hipotalamicas que

también presentan somas celulares TRHerglcos son el nucleo predptico supraquiasmatico, las areas
preépticas medial y lateral, el nicleo dimdrfico sexual, el nucleo dorsomedial, el ndcleo arcuato, la
region perifornical y en el hipotdlamo basolateral (Lechan y Jackson, 1982; Merchenthaler y cols.,
1988). Estas regiones no proyectan hacia la eminencia media y por lo tanto no contribuyen a la
funcidn hipofisiotrépica del TRH.

A nivel telencefdlico existen somas celulares TRH-IR en las capas glomerular, plexiforme del bulbo
olfatorio y en el nlcleo olfatorio anterior (Tsuoro y cols., 1988; Hokfelt y cols., 1989; Merchenthaler y
cols., 1989). En dreas corticales se localizan células positivas en la corteza piriforme, en la corteza
entorrinal y alrededor del sulcus rinal. En el hipocampo las células TRH positivas se observan en las
capas piramidal y granular, asi como en el girus dentado. Los nucleos amigdalino, accumbens,
septohipotalamico, asf como los de la base de la estria terminal, la comisura anterior y la banda
diagonal de Broca son otras regiones en donde se localizan cuerpos celulares TRHérgicos (Lechan y
Jackson, 1982; Merchenthaler y cols., 1989). En el mesencefalo y el puente de la médula espinal se
encuentran nNUmMerosos cuerpos celulares distribuidos en la materia gris periacueductal, en el nicleo
pontino y en menor nuimero en la substancia nigra y en ef nicleo lemniscal ventrolateral (Lechan y
Jackson, 1986; Merchenthaler y cols., 1988). El bulbo raquideo posee células TRHérgicas a nivel de
los nicleos magnus, obscurus y pallidus del rafé (Tsuoro y cols., 1987; Merchenthaler y cols., 1988},
asi como también en el nucleo cuneado externo, en el complejo vagal dorsal y en el area postrema
(Lechan y Jackson, 1986). En la médula espinal las [aminas II-lll del asta dorsal contienen numerosos
cuerpos celulares TRH-IR (Harkness y Brownfield, 1985; Tsuoro y cols., 1987).




EERACE S

Sa ha reportado 1a existencia de fibras y terminaciones nerviosas conteniendo TRH en diversas areas
cerebrales como la eminencia media (en conde las fibras se distribuyen a través de toda la region
rostrocaudal y hacia la zona exierna), el drgano vasculoso de la lamina terminal del area predptica, la
amigdala, el septum lateral, el tallo cerebral inferior (Lechan y Jackson, 1882, Palkovitz, 1984,
Harkness y Brownfield, 1985) y la médula espinal, (particularmente a nivel del asta ventral, la
substancia gris central, la columna intermediolateral y en menor proporcion en el asta dorsal
(Palkovitz, 1984; Harkness y Brownfield, 1985).

Las vias TRHérgicas identificadas plenamente comprenden Unicamente la relacionada con la funcion
tirotropica del PVN a la eminencia media y la que proyecta de los nucleos de rafe del bulbo raquideo
al asta ventral de la médula espinal, la cual probablemente este relacionada con la inervacion de
motoneuronas o. (Johansson y cols., 1981; Bowker y cols., 1983). Existen evidencias que sugieren la
presencia dentro def asta dorsal de la médula espinal de un sistema neuronal local y cuyo papel
podria relacionarse con el procesamiento de la informacion sensorial (Ulfhake y cols., 1987). En la
médula espinal se ha observado la coexistencia en fibras y terminales que inervan nedronas
simpéticas preganglionares de TRH con 5-HT y SP (Johansson y cols.,, 1981, 1983; Harkness vy
Brownfield, 1985; Appel y cols., 1987; Staines y cols.,1988). Se ha identificado de igual manera la
presencia conjunta de TRH con ofros péptidos en ofras areas del cerebro; con hormona deél
crecimiento humana (hGH) en el hipotélamo y areas exirahipotalamicas (Lechan y cols., 1983), con
Leu- o Met- encefalina en el drea perifornical del hipotdlamo (Tsuoro y cols., 1988a) y con NPY en (a
materia gris periacuecductal (Tsuoro y cols., 1988b). En algunas neuronas de la capa glomerular del
hipotdlamo se detecta TRH-IR en asociacion con la enzima tirosina hidroxilasa, lo cual sugiere la
coexistencia del péptido con catecolaminas (Tsuoro y cols., 1988b). En érganos periféricos también se
localiza TRH-IR en asociacion con ofras hormonas peptidicas, como en el caso de insulina en las
células beta del pancreas fetal y neonatal en la rata y el cobayo (Hokfelt y cols., 1989) o en las
células neurosecretoras del tracto gastrointestinal y atrium del estomago del cobayo.

La presencia simultanea de péptidos con neurotransmisores clasicos o con otros productos peptidicos
es una caracteristica comun reportada para muchas neuronas y células endocrinas (Chan-Palay y
cols., 1978; Chan-Palay y Paiay, 1984; Hokfelt, 1978, 1980b, 1984). La razon especifica de esta
coexistencia es incierta, sin embargo se ha sugerido la posibilidad de que las distintas moléculas sean
coliberadas, estableciendose una modulacion reciproca entre ellos, acciones que podrian involucrar
tanto mecanismos pre como posisindpticos (Hokfelt y cols., 1989).

Papel hipofisiotropico del TRH.

El TRH hipotalamico es el factor responsable en los mamiferos de la liberacion de la tirotropina (TSH)
por parte de la hipéfisis anterior, regulando de esta manera fa funcidn del eje hipéfisis-tiroides (Reichlin
y cols., 1978; Morley, 1981; Jackson, 13982). |
El drea nerviosa relacionada con este efecto hipofisiotropico del TRH es el nucleo paraventricular del
hipotdlamo (PVN) (Aizawa y Greer, 1981; Jackson y Lechan, 1983; Ishikawa y cols., 1988), region
que contiene los cuerpos celulares de las neuronas TRHérgicas relacionadas con esta funcion (Lechan
y Jackson, 1882; Jackson y cols., 1985). Como se menciond anteriormente los axones de las
neuronas TRHérgicas en el PVN proyectan hacia la zona exierna de la eminencia media (Lechan y
Segerson, 1989). En esta zona las términales nerviosas se encuentran dispuestas en estrecha
asociacion con los capilares del sistema portal hipofisiario, disposicion anatémica que permite al
peptido secretado alcanzar la hipdfisis anterior (adenohipdfisis), e interactuar con los receptores
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especificos de alta afinidad situados sobre la membrana plasmética de los tirotropos (Labrie y cols.,
1972; Wilber y Seibel, 1973), provocando de esta manera la liberacion de TSH. Un efecto adicional
de esta interaccidn es la estimulacién de la sintesis de novo y el grado de glicosilacion de la TSH
(Fraser y McNeilly, 1982; Fink y cols., 1883). La secrecion de firoiropina al sistema circulatorio
general, permite a su vez que esta alcance la tiroides, en donde se estimula la secrecion de las
hormonas T, y T, (Dumont y Lamy, 1980).

El TRH actua ademds a nivel de la poblacion de las células productoras de prolactina (lactotropos),
como un agente estimulador potente de su secrecion (Tashjian y cols., 1871; Grosvenor y Mena,
1980). Estudios en la linea tumoral de célules hipofisiarias GH, (la cual secreta PRL y GH) muestran
que el TRH ejerce tanto cambios a coro plazo sobre la liberacion de estos péptidos, como
modificaciones adaptativas a largo plazo sobre la transcripcidon de los genes correspondientes
(Murdoch y cols., 1983; Laverriere y cols., 1983). La funcion del TRH en la fisiologia de estos
sistemas no es del todo clara, ya que el mecanismo primario de regulacion de la liberacién de PRL
parece ser el efecto inhibitorio que ejerce la dopamina sobre la adenohipéfisis, en tanto que no se ha
reportado efecto de TRH sobre la liberacidn in.vivo de GH (Udesmichi y cols., 1976).

La requlacion de la funcidn neurohormonal del TRH se encuentra sujeta a la accién de mecanismos
de retroalimentacion negativos por parte de las hormonas tiroideas. A nivel hipofisiario por ejemplo, se
ha observado la disminucién de la secrecion de PRL y TSH (Padmanabhan y cols., 1981), de la
sintesis de los RNAm especificos de las subunidades respectivas (Shupnik y cols., 1985) asi como
del nimero de receplores a TRH sobre fa membrana de los firotropos (Hinkle y Goh 1982) como
resultado del aumento en los niveles de las hormonas tiroideas

Ha sido dificil evaluar el efecto retroalimentador que ejercen las hormonas tiroideas sobre las
neuronasTRHérgicas en el hipotalamo completo. Se han reportado cambios en los niveles de TRH
hipotaldmicos de animales sometidos a distintos paradigmas experimentales que afectan su estado
tiroideo {(Childs y cols., 1981; Roti, 1978); sin embargo otros estudios han arrojado datos negativos
(Bassiri y Utiger, 1974 Kardon y cols, 1977b) o sujetos a controversia (Reichlin, 1986). Estos
resultados probablemente reflejan el hecho de que muchas de las neuronas TRHérgicas del
hipotdlamo no forman parte del sistema tuberoinfundibular y por lo tanto no participan en la regulacion
de la liberacion de TSH (Lechan y Jackson, 1982; Lechan y cols., 1986). Por lo tanto se ha tratado
de evaluar el efecto individual que ejercen la hormonas troideas sobre los distintos mecanismos
celulares involucrados en el mantenimiento de los niveles intracelulares de TRH (biosintesis,
procesamiento del precursor y liberacidn). De esta manera se ha determinado un efecto

~retroalimentador negativo de las hormonas tiroideas sobre la cantidad de TRH presente en el PVN

(Yamada y cols., 1989) y en la eminencia media (Mori y Yamada, 1987); asi como sobre la liberacion
del péptido tanto in vivo como in vitro (Jackson y Lechan, 1983; Iriuchijima y cols., 1986; Rondeel y
cols., 1988). | |

Se ha observado por hibridizacidn in_situ que en ratas hipotiroideas o tiroidectomizadas la
concentracion del RNAm proTRH en el PYN se eleva significativamente (Segerson y cols., 19870,
Koller y cols., 1987, Zoeller y cols., 1988), incremento que es observado también en ratas
hipofectomnzadas (Segerson y cols., 1987b Zoeller y cols., 1988), lo cual sugiere que la TSH no se
encuentra involucrada en esta respuesla Por el contrario, la administracion de levotiroxina (rT,) o L-
T, previene o aun disminuye los niveles del mensajero especifico a pro TRH, en animales eu- e
hipotiroideos (Segerson y cols., 1987b; Koller y cols., 1987), estableciendo asi una relacién inversa
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entre l0s niveles de hormonas tiroideas circulantes y los niveles de RNAm proTRH en el PVN. El
analisis semicuantifativo a nivel celular de eslos resultados muesira la existencia de diferencias
significativas en la densidad de marca radioactiva presente entre las distintas células, sugiriendo la
presencia de neuronas TRHérgicas mas responsivas a la deplecion de hormonas tiroideas que ofras y
que por lo tanto incremenian su contenidos varias veces (Segerson y cols, 1987b; Lechan y
Segerson, 1989).

El efecto relroalimentador negativo que ejercen las hormonas tiroideas sobre la proporcion de RNAm
especifico a TRH, se observa exclusivamente en la poblacion de neuronas TRHérgicas localizadas en
la subdivision parvocelular medial del PVN y coincide con la observacion de que en la rata la
condicion hipotiroidea provoca cambios morfoldgicos Unicamente en las neuronas TRHérgicas
hipotaldmicas de esta zona (Nishiyama y cols.,, 1985). De manera similar el estado hipotiroideo
provoca un incremento en la inlensidad de la tincion celular especifica de las neuronas
inmunoreactivas a pro-TRH presentes en esta subdivisién medial, sin afectar a las neuronas de la
zona anterior (Segerson y cols., 1987b; Lechan y Segerson, 1989). Estos resultados sugieren que en
esta region hipotalamica el hlpOllfOldlsmO induce tanto la transcripcidn como la traduccidn del precursor
a TRH .

La diferente sensibilidad mostrada a las hormonas tiroideas por parte de las neuronas de las
subdivisiones medial y divisidn anterior podrian estar determinadan por factores celulares especificos a
estas neuronas (como la conceniracion de receptores a las hormonas tiroideas o la actividad de la
5'deiodinasa que convierte T, a T,) o por la existencia de controles regulatorios aferentes distintos en

“estas dos zonas hlpotalamwas

La existencia de terminales axdnicas que poseen adrenalina haciendo sinapsis con cuerpos celulares
TRHérgicos en el PVN (Liposits y cols., 1990), llevd a sugerir que el efecto retroalimentador de las
hormonas tiroideas sobre la sintesis de TRH podria ocurrir indireciamente a través de vias centrales
catecolaminergicas (Lechan y Segerson, 1989). Sin embargo se ha demostrado que la implantacién
de cristales de T, en el PVN de ratas hipotiroideas provoca una abrupta caida en los niveles de
RNAm proTRH, 0 cual apoya un efecto directo de las hormonas tiroideas sobre la regulacion de la
expresion del gene a TRH (Dyess y cols., 1988).

En conclusidn, ya que la secrecion de TSH se encuenira determinada primariamente por el efecto
estimulador de TRH {Martin y cols., 1970; Kaplan y cols., 1986), se ha propuesto que el punto
"normal" de la secrecion de TSH se encuentra dindmicamente regulado por los efectos de las
hormonas tircideas sobre la transcripcion del RNAm proTRH en el nlcleo paraventricular (Lechan y
Segerson, 1989).

En ofros tejidos como la préstata también se ha observado la modulacidn de los niveles del proTRH
por efecto de las hormonas tiroideas (Pekary y cols., 1987, Simard y cols., 1989a,b).

- Se ha sugerido la posibilidad de que las hormonas de la adenohipdfisis pudieran alcanzar el

hipotalamo a través de un flujo retrogrado. Sin embargo, no existen evidencias experimentales que
apoyen la existencia in vivo de un efecto retroalimentador corto (short-loop) por parte de TSH y/o PRL
sobre la sintesis 6 Ilberacmn de TRH.



Efeclos del TRH

Esludios neurofarmacoldgicos muestran una gama amplia de acciones del TRH en el Sistema
Nervioso, distintos a los observados en el eje endécrino.  Por ejemplo, la aplicacidn microiontoforética
del tripéptido afecta la actividad neuronal en diferentes areas del cerebro, tanto de manera excitatoria
como inhibitoria, (Moss, 1983; Renaud y Martin, 1975; Winokur y Beckman,1978), causa un aumento
en el recambio de noradrenelina en el cerebro (Horst y Spirt, 1974; Constantinidis y cols., 1974; Marek
y Haubrich, 1977; Horst y cols., 1979) y potencia el efecto excitalorio de la acetilcolina sobre las
neuronas corticales (Yarbrough, 1976).

La administracion in_vivo de TRH en el fluido cerebroespinal o en nuicleos celulares especificos
modifica algunos patrones del comportamiento de los animales, por ejemplo: estimula la actividad
locomotora espontanea (Miyamoio y Nagawa, 1977, Sharp y cols., 1984a); afecta una gran variedad
de conductas estereotipadas como el ‘rearig® (Miyamoto y cols., 1984), el giro de la cabeza (head
turning) (Malouin y Bedard, 1982), o la generacion de sacudidas (shaking) (Wei y cols., 1975; Kalivas
y Horita, 1981; Yamada y cols., 1983; Drust y Connor, 1983). La infusion de TRH aumenta la
temperatura corporal (hipertermia) (Lin y cols., 1980; Chi y Lin, 1984), efecto en la que se encuentra
involucrada al area preoptica anterior del hipotdlamo (Kalivas y Horita, 1981; Salzman y Beckman,
1981). Asimismo suprime la ingesta de alimento y bebida (Collu y Taché, 1979; Susuki y cols., 1982),
ademas de antagonizar los efecios depresivos de drogas psicoactivas (analepsia) (Bissette y cols.,
1976). |

La mayoria de estas respuestas parecen involucrar mecanismos de control dopaminérgicos, aun
cuando otros neurofransmisores podrian desempefiar papeles secundarios relevantes (Horita y
cols.,1966). De todas ellas la que mads atencidon ha recibido es el cambio en la actividad locomotora;
participan en esta respuesta areas cerebrales como el nucleo accumbens y el hipotdlamo (Ushijima y
cols., 1984; Lin y cols., 1983; Andrews y Sahgal, 1983; Narumi y Nagawa, 1983; Sharp y cols., 1984a;
Masserano y King, 1981). El sitio celular exacto de la accién del TRH en el nicleo accumbens se
desconoce, pero las evidencias bioquimicas, electrofisioldgicas y farmacoldgicas sugieren que no actua
~directamente sobre las terminales dopaminérgicas o sobre los receptores posisinpticos a dopamina
(Pinnock y cols., 1983; Hashimoto y cols., 1983; Narumi y Nagawa, 1983).

Por otra parie las propiedades analépticas descritas para el TRH (Breese y cols., 1975; Horita y cols,,
1976a; Sharp y cols, 1984b), parecen estar mediadas por intermedio de vias colinérgicas (Horita y
cols, 1976b; Miyamoto y cols., 1982), localizadas en &reas tales como el septum medial y el nlcleo de
la banda diagonal de Broca (Kalivas y Horita, 1983; Brunello y Cheney, 1981), el hipocampo (Sharp y
cols., 1984b) y el hipotalamo {Miyamoto y cols., 1982).

Otros efectos del TRH incluyen sus acciones estimuladoras sobre la presion arterial y el ritmo cardiaco
(Diz y Jacobowitz, 1984), cambios en el flujo sanguineo (Koskinen y Bell, 1984), en la actividad
motora gastrointestinal (LaHann y Horita, 1982) y en la secrecién gastrica (Tonoue, 1982). El
tripéptido muestra un efecto protector en animales que presentan dafio espinal severo (Holaday, 1984;
Faden y cols., 1981,1983,1984 y 1989), asi como acciones favorables en la recuperacion neuroldgica
de pacientes con esclerosis lateral amiotropica (Engel y cols., 1983; Brooks, 1989) y en la ataxia que
se observa en la degeneracion espinocerebelar (SCD) (Sobue y cols., 1983). Estos efectos podrian
relacionarse con la estimulacién de la actividad excitatoria que el TRH y algunos analogos ejercen
sobre motoneuronas espinales de anfibios (Nicoll, 1977; Yarbrough y Singh, 1979), asi como también
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con las acciones troficas descritas para el TRH, tanto en neuronas motoras del asta ventral en cultivo
(estimulando en este caso la actividad de enzimas como la ChAT vy la creatina cinasa) (Schmidt-
Achert, 1984; Banda y cols., 1285), como en transplantes de médula espinal in oculo (Henschen vy
cols., 1988).

Receplor al TRH

El papel hormonal que desempefia el TRH en el control del eje tiroideo, &si como su participacién en
la comunicacion nerviosa esta asociado con la interaccion del tripéptido con proteinas recepioras
especificas presentes en las membranas de las células blanco. El disefio de moleculas andlogas al
TRH con afinidades aun mayores que el tripéptido en ensayos de union a ligandos y que son capaces
de ser marcadas radioactivamente con una actividad especifica elevada (e.g. 3 Me-His-TRH; DN-1417)
permitio establecer la existencia de sitios de union especificos de alta afinidad presentes tanto en la
membrana de las células adenohipofisiarias (Labrie y cols.,1972; Wilber y Siebel, 1973), como en
preparaciones membranales obtenidas de diferentes regiones del cerebro (Burt y Snyder, 1975, Taylor
y Burt, 1881, Ogawa y cols., 1982; Rostejne y cols., 1984). La constante de disociacion (Kd) para el
receptor hipofisiario es aproximadamente de 10 nM (Hinkle, 1989), en tanto que en el cerebro varia
dependiendo de la regién y de la especie estudiada (Kd 3-14 nM) (Johnson y cols., 1989; Sharif,
1989).  Algunas evidencias sugieren la posible existencia de ofras poblaciones de receptores de
menor afinidad en regiones cerebrales tales como la corieza y el cerebelo (Burt y Snyder, 1975,
Funatsu y cols., 1985), sin embargo estas observaciones no se han podido confirmar, quedando la
posibilidad de que estas diferencias se refieran a diferentes estados de afinidad del mismo receptor
(Sharif, 1989).

La distribucion de los receptores a TRH es muy heterogénea siendo la retina, la hipofisis y estructuras
limbicas como la amigdala, el hipocampo, la corieza peririnal, el bulbo oifatorio y el nicleo septal, las
regiones en donde se han localizado la mayor densidad de receptores (Taylor y Burt, 1982; Sharif,
1989). Recientemente se clond a la proteina receptora hipofisiaria para el TRH (Straub y cols., 1990).
Ya que este receptor posee propiedades fisicoquimicas, farmacolégicas y bioguimicas muy similares a
las descritas para el receptor del cerebro, se ha propuesto que ambos pudieran presentar similaridad
en estructura, funcion y mecanismo de accion (Sharif, 1988). La distribucidn del receptor de TRH en
la adenohipdfisis se encuentra restringida solamente a las poblaciones de células tirotropicas y
mamotrépicas (células productoras de TSH y PRL respectivamente) (Hinkle, 1989). La ocupacion del
receplor por la hormona provoca la regulacion negativa (down regulation) del nimero de sus
receptores (regulacién homodloga) (Hinkle y Tashian Jr., 1975; Gershengorn, 1978). El mecanismo
molecular que media este efecto de regulacion negativa se desconoce, pero parece involucrar la
internalizacion y degradacién intracelular rapida del receptor. El aumento en los niveles de las
hormonas tiroideas, la disminucion de los estrégenos, asi como diversos compuestos que aumentan
los niveles de AMPc (isobutitmetilxantina, 8 BrAMPc y toxina del cdlera) provocan también efectos
regulatorios negativos sobre el receptor a TRH (regulacion helerdloga) (Hinkle, 1989).

El mecanismo molecular por medio del cual el TRH provoca su respuesta en las células
adenohipofisiarias se divide en dos etapas: la primera asociada a la estimulacion de la liberacion de la
hormona almacenada y la sequnda a la estimulacién de la actividad génica. La etapa de estimulacién
de la secrecion es a su vez un proceso bifasico constituido por una fase de secrecion inmediala y
potente, sequida por una fase de secrecion continua pero de menor intensidad (Gershengorn, 1986).
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El TRH estimula el recambio de fosfoinositidos con la formacién de 1P, y diacilglicerol (DG), mediante

la activacion de una proteina G (G). El aumento en la produccion de IP, esta ligado a su vez con &l
aumento en los niveles intracelulares de calcio (Ca), el cual sirve como la sefal intracelular
reponsable de la fase aguda de la secrecion. Por otra parte la activacion de la protein cinasa C
(PKC) mediada por el aumento en los niveles de DG parece ser la responsable de la secrecion ténica
subsecuente (Gershengorn, 1986, Hinkle, 1989). El mecanismo de activacién de la transcripcion
mediada por TRH de los genes de PRL y TSH se desconoce, sin embargo los estudios reafizados en
las células de las lineas tumorales adenohipofisiarias GH (B, .C,) indican que estos efectos
dependen de la activacion de sistemas de segundos mensajeros asociados al rompimiento del
fosfatididil inositol y a la activacién de vias dependientes de Ca™ y/o PKC (Supowit y cols., 1984;
Enyeart y cols., 1987; Laverriere y cols., 1988, 1989). |

La proteina receptora a TRH exhibe una estricta especificidad estructural en las tres posiciones de los
p ep

residuos que constituyen la molécula del péptide. La substitucidn del grupo piroGlu por Gin causa una

reduccién de 200 veces en su afinidad por el receptor. Asimismo el receptor posee un requerimento
astringente en cuanto al residuo de His, ya que el derivado N, metil His es absolutamente inactivo, en
tanto que el N, metil His es de 3-10 veces mas afin. El receptor a TRH de la pituitaria reconoce
preferentemente a moléculas andlogas que posean un residuo ciclico en la tercera posicién, por lo que
la ruptura de la prolinamida y la generacidn del grupo carboxilo libre del TRH bloquea su capacidad de
union al receptor (Hinkle, 1989).
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Bioguimica celular de ias neuronas TRHérgicas
Biosinlesis de TRH

El TRH fue el primer factor hipotalamico caracterizado quimicamente (Schelly y cols., 1969; Burgus y
cols., 1968), evento que marcd un hilo en el desarrolio de la neuroendocrinologia, al demostrarse por
vez primera la naturaleza peptidica de una molécula sintetizada y secretada por neuronas del
hipotalamo, bajo la cual se regula una de las funciones enddcrinas de la hipdfisis anterior.  Sin
embargo el mecanismo celular por megio del cual se sinletiza la molécula fue durante muchos anos
un aspecio controversial y la secuencia de su precursor una de los mas recientes en ser
caracterizada. Inicialmente se sugirid que la formacion del tripéptido se llevaba a cabo mediante un
mecanismo de sintesis enzimatica no ribosomal, en base a experimenios de incorporacion de
aminodcidos precursores radioactivos a la molécula sintetizada de _novo por fragmentos de fejido
hipotaldmico (Mitnick y Reichlin 1971, 1972; Guillemin, 1971; Grimm-Jorgensen y McKelvy, 1974;
Kubek y cols., 1977), mecanismo por el cual se producen ofros péptidos pequefios como [a carnosina
(B Ala-His), el glutation (1 Glu-Cys-Gly) y el N-acetil-Asp-Glu (Mooz y Meister, 1967, Skaper y cols.,
1978). Estudios posteriores mostraron que la inhibicion de la sintesis de proteinas o la presencia de
ribonucleasa A prevenian la incorporacién de *H-Pro o *H-His a la molécula de TRH, (McKelvy, 1979),
lo cual se interpreld como representativo de la existencia de un mecanismo de sintesis ribosomal. El
aislamiento en exiractos de lejido hipotaldamico de la rana y del pancreas neonatal, de material
protéico de peso molecular elevado que al ser sometido a tratamientos enzimaticos y su posterior
derivatizacion quimica producian moléculas con las caracteristicas del TRH (Rupnow y cols., 1979a;
Quafik y cols., 1985), en asociacion con los resultados antes mencionados, lievaron a proponer la
existencia de una molécula precursora del TRH (McKelvy, 1979; Rupnow y cols,, 1979). Lla
estructura primaria de este posible precursor hipotalamico solo pudo ser caracterizada afios mas tarde,
al ser aislado a partir de un banco de expresion derivado del hipotalamo de la rata, un cDNA que
contiene la secuencia nucleotidica de una preproproteina precursora al TRH, (Lechan y cols., 1986).
La proteina de 255 aminodcidos codificada por este ¢DNA (peso molecular 29,247), posee ademas del
péptido sefal, 5 copias de la secuencia Lys-Arg-Gin-His-Pro-Gly-(Lys/Arg)-Arg (la cual representa la
secuencia progenitora a TRH, ver mas adelante), separadas entre si por péptidos conectores. Se ha
definido la secuencia de otra proteina precursora a TRH, contenida dentro de un banco de cDNA
producido a partir del RNAm aislado de la piel del sapo Xenopus laevis (Richter y cols., 1984). Este
precursor que contiene 7 copias de la secuencia progenitora antes descrita, posee una organizacion
estructural similar a la del precursor hipotalamico (Kuchler y cols., 1990), sin embargo la homologia
que presenta en relacion con su secuencia nucleotidica es baja.

Para otros neuropéptidos se ha reportado la existencia de precursores distintos para una misma
molécula como en el caso de la somatostatina en peces y mamiferos (Reichlin, 1976). La presencia
de copias repelidas de un mismo mensaje dentro de la estructura de una proproteina es una
caracteristica que se encuenira en precursores de muy distinlos péptidos: el factor alfa de .
acoplamiento en levadura (Kurjan y Herkowitz, 1982), la FMRFamida de Aplysia y Drosophila (Taussig
y Scheller, 1986; Schneider y Taghert, 1988) y la proencefalina (Comb y cols., 1982; Noda y c¢ols.,
1982). Se ha propuesto que las copias multiples de un mismo mensaje en esfas proproteinas se
originaron durante la evolucion a partir de eventos de duplicacién y recombinacion intragénicos (Sossin
y cols., 1983). Al igual que en el caso de estas poliproteinas, ambos precursores para TRH presentan
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una divergencia significativa en 1a estructura ce sus péptidos conectores, lo cual posiblementa haya
surgido de las distintas presiones de seleccion sufridas entre las regiones que contienen informacion
relevante y aquellas cuya funcion unica en el precursor es la de servir como secuencias de
empaquetamiento de dicha informacién (Sossin y cols., 1989).

Con base en los estudios de procesamiento y maduracion de proteinas precursoras para otros
neuropéptidos se ha propuesto que la generacion de TRH involucra:

a) El procesamiento de la secuencia Lys-Arg-GlIn-His-Pro-Gly-(Lys/Arg)-Arg a nivel ce los residuos de
aminoacidos bdsicos por parte de endopeptidasas (enzimas tipo-tripsina, -quimiotripsina, -fenina o
enzimas convertidoras) y carboxipeptidasa E, (Griffiths y cols., 1983; Gainer y cols., 1985; Fricker y
Snyder, 1983; Fricker, 1988) generando la secuencia Gin-His-Pro-Gly.

b) la ciclizacion del residuo de Gin para generar el anillo de pirrolidona (piroGlu).

c) La remocion del residuo de Gly concomitante con la amidacion del grupo carboxilo del residuo de
prolina (ProNH,) (Bradobury y cols., 1982).

La descripcion en el Sistema Nervieso y en otros tejidos de una piroglutamil ciclasa (Busby y cols.,
1987, Fischer y Spiess, 1987) y de una actividad alfa amidante (peptidil glicin monooxigenasa o.
amidante, PAM) dependiente de ascorbato y Cu®* (Eipper y cols., 1983,1985; Eipper y Mains, 1988)
dan apoyo a esta proposicion. |

Procesamiento del precursor para TRH

Se desconocen los efapas del procesamiento in vivo del precursor @ TRH en el cerebro de los
mamiferos. Mediante el desarrollo de antisueros generados en contra de las secuencias progenitoras
extendidas del TRH, de porciones cripticas o de péptidos conectores se han caracterizado en el
cerebro de la rata formas inmunoreactivas de muy distintos pesos moleculares :(52K-39K ;
Merchenthaler y cols., 1989), (35-25K, 6K-8K; Grouselle y cols., 1950), (15K, 7K, €K, 3K, 2.5K; Wu y
cols. 1987; Wu y Jackson, 1988), las cuales podrian representar diversas etapas del procesamiento
del precursor al TRH (proTRH); sin embargo se han identificado de manera inequivoca como
productos del procesamiento en el hipotdlamo de la rata Unicamente a dos péptidos conectores (Bulant
y cols., 1988) y al TRH-Gly (Glentbowski y cols., 1986).

Se ha mostrado que existen diferencias imporiantes en las concentraciones relativas presentes en el
hipotdlamo o en el bulbo olfatorio de la rata de distintos péptidos derivados de la secuencia del
precursor, lo cual sugiere la existencia de sitios distintos de almacenaje del precursor o bien que el
proTRH en estas dos areas cerebrales es procesado de manera diferente (Wu, 1989).

En el hipotaldmo del bovino y en la piel de la rana se han caracterizado péptidos. extendidos de la
secuencia progenitora tanto del lado amino como del lado carboxilo terminal (Cockle y Smyth, 1986).
Mientras que en el hipotalamo y médula espinal de la rata y en el hipotélamo del conejo solo se han
podido localizar extensiones hacia el lado carboxilo (Cockle y Smyth, 1987,1988), en otros drganos y
tejidos del conejo como la préstata y el semen las secuencias exiendidas descritas comprenden
unicamente el extremo amino terminal (Cockle y Smyth, 1988; Cockle y cols., 1989). Estos resultados
indican la existencia de mecanismos de procesamienio tejido especificos para el precursor en estas
especies (como ocurre en el caso de POMC ) o bien la posibilidad de que en la prostata y el semen
exista un precursor diferente al reportade para el hipotalamo. .
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Los estudios inmunocitoguimicos realizados en el cerebro de la rata adulla, medianie el uso de

anticuerpos dirigidos contra la secuencia del precursor o contra peptidos cripticos del proTRH

muestran que en el PVN del hipotdlamo la distribucion de la tincidn corresponde a la previamente
descrita para el TRH en el sistema tuberoinfundibular (Liao y cols., 1988; Lechan y cols., 1987,
Lechan y Segerson, 1889} (Tabla 1). A nivel intracelular la inmunotincion en contra del proTRH en
esta region se restringe al pericarion neuronal, €n una localizacion cercana al nicleo o asociada al
aparato de Golgi y vesiculas secretoras inmaduras (Jackson y cols., 1985; Lechan y cols., 1986;
Merchenthaler y cols., 1989). En contraste cuando se ulilizan anticuerpos dirigidos en contra de
péptidos cripticos 0 en contra de TRH la distribucion del material inmunoreactivo se observa tanto en
el soma, a lo largo de procesos axonicos y en las terminales nerviosas (Lechan y cols., 1987; Liao y
cols., 1988; Merchenthaler y cols., 1989; Lechan y Segerson, 1989). La localizacion exclusiva de
proTRH en los cuerpos celulares de las neuronas TRHérgicas se observa asimismo en cultivos
primarios hipotalamicos (Grouselle y cols., 1920).

Estas observaciones en conjunio sugieren que el procesamienio del proTRH en las neuronas del PVN
se lleva a cabo rdpidamente en el pericarion neuronal (de manera tal que existe un fransporte
preferencial del péplido ya procesado) y no durante el fransporte axonal como ocurre en el caso de
otros neuropéptidos como la preprosofisina (precursor de la vasopresina y su neurofisina asociada)
(Brownstein y cols., 1980). Es posible ademas que en el hipotalamo el precursor sea procesado a
formas exiendidas o porciones cripticas las cuales podrian migrar hasta la zona de la eminencia media
y aln ser cosecretadas junto con el péptido maduro (Lechan y Segerson, 1889), sugerencia que ha
sido confirmada in vitro por 1a reciente demostracidn de que las rebanadas de eminencia media liberan
por efecto de una concentracion depolarizante K' un péptido conector (preproTRH-.,,..) (Bulant y
cols., 1990), el cual regula la secrecion de tirotropina inducida por TRH.

Ademas del sistema tuberoinfundibular se ha detectado inmunoreactividad a los péptidos cripticos en
muchas ofras zonas del hipotalamo, asi como en areas extrahipotaldmicas, la mayoria de las cuales

- también contienen TRH inmunoreactivo (Lechan y cols., 1987; Wu y cols.,, 1987,1988; Lechan y

Segerson, 1989) (Tabla 1).

Mediante el andlisis por hibridizacidn histoquimica in_situ del RNAm al precursor de TRH (proTRH) se
han identificado los sitios anatémicos de la expresion del gene a TRH en el cerebro de la rata
(Segerson y cols.,, 1987a), Los resultados en esencia coinciden con lo reportado por
inmunocitoquimica (Tabla 1). Es importante destacar sin embargo que regiones como fos nucleos
central anterior y basolateral de la amigdala, el nucleo supradptico o el nucleo dorsal del vago, las
cuales no presentan células TRH-IR (Jackson y Lechan, 1983; Merchenthaler y cols., 1988), poseen
en contraste sefial positiva para el RNAm proTRH e inmunoreactividad a proTRH o en contra de
peplidos derivados del precursor (Van den Bergh y cols, 1988; Lechan y Segerson, 1989;
Merchenthaler y cols., 1989).

Se ha caraclerizado una linea celular tumoral derivada de tiroides (CA77), la cual sintetiza y secreta
TRH asi como diferentes péptidos derivados del precursor (Sevarino y cols., 1988). Recientemente se
demostré que las lineas celulares AtT20 y RIN 5F transfectadas con el cDNA para el proTRH
expresan el RNAm especifico (Sevarino y cols.,, 1889). En estas células trasfectadas el precursor a
TRH es cortado en los diferentes sitios dibasicos presentes, produciendo diversos péptidos cripticos
caracterizados anteriormente en el hipotalamo y bulbo offatorio (Wu y cols., 1988), los cuales son
liberados junto con el péptido maduro por medio de un mecanismo de secrecion regulada.



20

Tabla 1

Localizacion de RNAm proTRH, -proTRH y cuerpos celulares TRHérgicos _en el Sistema Nervioso
central de la rata.

Regiones RNAmM proTRH  TRH

Telencéfalo

Capas glomerular y plexiforme

bulbo olfatorio +
Nucleo olfatorio anterior -
Banda diagonal de Broca
Septum lateral y medio
N. base comisura anterior
N. base stria terminalis
Estriado

Amigdala

Hipocampo

Corteza

AR T s 2 s =
T T s s s s
R T T o
I e i o o S

s
]

ok Diencéfalo

i ~ Area predptica
Area dimérfica sexual

Hipotalamo basolateral

- Nucleo paraventricular

Nucleo dorsomedial

Nucleo arcuato

Nucleo supradptico

Nucleo supraquiasmatico

Nucleo ventromedial

Nucleo taldmico posterior

Nicleo reticular del talamo

Nucleo medial del talamo

R Sl I SRS S S
A I e i I
e e o o s =

R e o s s S S S

+
-+
+ 4+ -+
+ + +

B



21

Tabla 1 continuacion

Mesencéfalo

M. gris periacuecductal + + + +
Rafé magnus +
Substancia nigra - +

+
v +
+

Mielencéfalo

Nucleos de rafé: magnus

obscurus, pallidus. +
Nucleo coclear -
Nucleo reticular lateral

Ntcleo cuneado externo .
Nucleo dorsal del vago +

» » -» »

+ 4+ + + +
v+ 4+ F

'Modiﬁcado de Merchenthaler y cols., 1989, Datos basados en :

a: RNAm proTRH  (Segerson y cols., 1989).

b: proTRH-IR 29K  (Lechan y cols., 1986).
c: proTRH-IR 39-52K  (Merchenthaler y cols., 1989).

d: TRH-IR  (Merchenthaler, 1988).

* IR péptidos derivados de proTRH (Lechan y Segerson, 1988)
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En resumen, el conjunio de estos resultados sugiere fa existencia de diferentes patrones de
procesamiento del precursor @ TRH en les cistintas regiones del SNC de 1a rata, lo cual podria
depender del tipo de enzimas presentes dentro de las neuronas, o bien de sefales especificas
contenidas en la estructura del precursor, posiblemente glicosilaciones, ya que la secuencia del mismo
contiene varios sitios potenciales de adicion de azlcares complejos {Lechan y cols., 1986a). Asimismo
la presencia de RNAm proTRH en regiones en las que no se ha delerminado la presencia de TRH,
pero que contienen péptidos derivados de la secuencia del proTRH, apoya la posibilidad de que en
estas areas las neuronas procesen al precursor a peéptidos diferentes al TRH o bien a formas
extendidas de este (Segerson y cols., 1987a, Lechan y Segerson, 1889; Wu, 1989). De esta manera
el precursor para TRH podria dar origen a un gran numero de péplidos biologicamente activos, de
manera similar a lo que se ha descrito ocurre para la proopiomelanocortina (POMC), la proencefalina o
las protaquininas.

Caracleristicas del gene para TRH

El gene de TRH se ha aislado, a partir de 2 bancos gendmicos de la rata {Lee y cols., 1988). El
analisis de su estructura muestra varios aspectos importantes:

a) Existe solo una copia del gene en el genoma de la rata

b) En diversas regiones del cerebro como el hipotalamo, talamo basal, bulbo olfatorio y tallo cerebral,
el sitio de iniciacion de 1a transcripcion del RNAm es el mismo.

c) El gene tiene un tamano de 2.6 kilobases en donde se localizan 3 exones y 2 intrones intermedios,
siendo en el tercer exon en doride se encuentran las 5 copias potenciales del TRH. La organizacion
estructural del gene es similar a la que muestran los correspondientes a POMGC {(Cochet y cols., 1980),
proencefalina A {Noda y cols., 1982) y proencefalina B (Horikawa y cols, 1983) y diferente a Io
observado en muchos ofros genes a neuropéptidos (pre-pro -VIP, -glucagon, -taquinina, -
calcitonina/CGRP), en los cuales existen intrones entre las secuencias que codifican a los péptidos.

~d) La regién 5’ del gene de TRH presenta elementos reguiadores y promotores presentes en olros

genes eucariontes. Enire estos se encuentran la presencia de una secuencia TATA (28 bases previas
al sitio de iniciacion), la presencia de una secuencia idéntica a la secuencia consenso propuesta para
la union al receptor a glucocorticoides (-196bp -203), asi como un area rica en nucledtidos de guanina
y citosina (GC box) caractieristica de la regidn de union al factor de transcripcion Sp-1. Existe ademas
dentro de la secuencia del gene de TRH, una porcidon de 10 pares de bases muy similar a la
reportada para el gene que codifica a la subunidad B de TSH y dentro de la cual las primeras 5
bases son homélogas a la porcion del receptor a hormonas tiroideas (c- erbA placentario), la cual
podria ser responsiva 0 sujeta a regulacion por parte de las hormonas tiroideas. |

La expresion en la linea tumoral CA77 de genes quiméricos que consisten de la region &'
flanqueadora (promotora) del gene de TRH fusionada al gene bacteriano de cloranfenicol muestra que
las secuencias importantes para la expresion célula-especifica del gene se localizan en una zona
comprendida entre las bases -113 a -50 anteriores al sitio de iniciacion (Lee y cols., 1989).
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Liberacicn de TRH .

Debido al papel fisiolégico que el peptido posee en la secrecion de TSH y PRL en la la hipdfisis
anterior, se ha estudiado a la liberacion de TRH prefereniemente en el hipotédlamo, utilizando civersas
preparacicnes in_vitro como fragmentcs o rebanadas de fgjido (Charli y cels., 1978; Joseph-Bravo y
cols., 1879; Maeda y Frohman, 1S80; Warberg, 1982; Méndez y cols.,, 1887; lriuchijima y Wilber,
1987), terminales nerviosas aisladas (Wa rberg, 1977, Bennett y cols., 197’5; Joseph-Bravo y cols.,
1979) y celules en cultivo (Loudes y cols., 1983; Lewis y cols,, 198/b; Faivre-Bauman y cols,,
1986,1988). Mediante estos estudios se ha demostrado que la liberacién del péptido en el hipotalamo
ocurre tanto en respuesta a diversos estimulos depolarizantes como el alto potasio, la veratridina y la
ouabaina (Charli y cols., 1978; Joseph-Bravo y cols., 1979; Maeda y Frohman, 1980; Warberg, 1982;
Méndez y cols., 1987; Iriuchijima y Wilber, 1987), como a la accidn de ciertos neurotransmisores como
la histamina y la dopamina (Joseph-Bravo y cols., 1879; Chen y Ramirez, 1981, Biggins y cols., 1983;
Lewis y cols., 1987a), efecto que depende estrictamente de la presencia de caicio en el medio de
incubacion {(Joseph-Bravo y cols., 1979; Maeda y Frohman, 1980; Méndez y cols., 1987; Iriuchijma y
Wilber, 1987). En el laboratorio se ha analizado la liberacion de TRH in_vitro de diferentes areas del
cerebro de la rala (Méndez y cols. 1987). Los resultados muestran que existe una gran variabilidad
en la liberacion basal entre las diferentes regiones estudiadas (p.ej. del 1% en 10 minutos del
contenido presente en la eminencia media o en el drea predptica vs. 20% en el bulbo olfatorio).
Ademas, solo ciertas dreas responden al estimulo depolarizante y entre ellas la respuesta también es
muy variable (del 1 al 6% del contenido en 10 min). Estos resultados sugieren fa posible existencia
de diversas pozas de péptido liberable: una que corresponde a una liberacion inmediata y otra
posiblemente de reserva, las cuales podrian estar en diferente proporcion en las distintas regiones
estudiadas. Una segunda posibilidad podria ser que en algunas regiones la liberacién del péptido no
correspondiera a la zona de las terminales nerviosas sino a la de los cuerpos celulares, estando por lo
tanto sujetas a mecanismos de control de la secrecion diferentes (Mason y cols., 1986).

La secrecion de TRH de la eminencia media in_vivo es de tipo pulsatil y se ve aumentada en
respuesta a una exposicion del animal al frio (Arancibia y cols., 1983) y por efecto de la succion de
las glandulas mamarias en ratas lactanies (Fink y cols., 1883). La liberacion de TRH del hipotalamo
mediobasal es controlada por efecto de otras moléculas neurotransmisoras (Vogt y cols., 1987). Por
ejemplo la liberacion de TRH in_vitro es estimulada por accién de la histamina (Joseph-Bravo y cols.,

1979; Charli y cols., 1978; Bennett y y Keeling, 1981) a través de receptores H,, lo cual concuerda con
la existencia de terminales nerviosas histaminérgicas en la eminencia media (Browstein y cols. 1974).
Sin embargo no se han reportados efectos de la histamina in vivo (Tuomisto y Manisto, 1985). Por el
contrario la noradrenalina que en el hipotalamo medio basal no estimula la liberacion in vitro de TRH

(Joseph-Bravo y cols., 1979), ejerce in vivo un efecto estimulador caracteristico (Tuomisto y Manisto,

1985). Dado que existen terminales noradrenérgicas que se encuentran inervando cuerpos celulares
de neuronas TRHérgicas en el PVN, es posible que el efecto estimulador noradrenérgico in vivo sea
mediado a nivel del soma celular, lo cual podria relacionarse a su vez con la participacion de la
noradrenalina en el mantenimiento de la liberacion basat de TRH y de la liberacion estimulada por frio.
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El control inhibitorio de la secrecion de TRH hipotaldmico podria estar mediado por intermedio de la
dopamina, la cual inhibe la liberacién in vilro de TRH del hipotalamo mediobasal {Joseph-Bravo vy
cols., 1979), efecto que se relaciona probablemente con la disminucion de los niveles de TSH
circulanie observada in vivo. Otros grupos han observado por el contrario acciones estimulatorias de
este neurotransmisor (Benneit y cols., 1975; Schaeffer y cols., 1977, Maeda y Frohman, 1980),
mediante fa activacion de receptores tapo D, (Lewis y cols,, 1987a) Otros mediadores que podrian
participar en la regulacion de la liberacion de TRH mcluyen a la somatostatina (Arimura y Schally,
1976, Hirooka y cols., 1978) y a los péptidos opiaceos (Tapia-Arancibia y Astier, 1983; Jordan y cols,,
1986), los cuales parecen inhibir su secrecidn, tanto in_vivo, como in vitro.

La administracion intraventricular de T, suprime la secrecion de TSH, efecto que parece deberse a una
accion directa de la hormona con el hipotdlamo (lriuchijima y cols., 1986). La liberacién de TRH in
vitro del hipotalamo de ratas hipotiroideas se encuentra incrementada, en tanio que la del hipotalamo
de ratas hipertiroideas se encuentra disminvida (lruchijima y cols., 1986; Yamada y cols., 1989),
mientras que la liberacion de TRH estimulada por ouabaina es inhibida por efecto de la T, (Wilber y
cols., 1985). Asimismo se observa una disminucion en la concentracion de TRH de la sangre portal en
ratas tratadas con T, (Roondeel y cols., 1988). Estos resultados indican un efecto regulador importante
de las hormonas t|r01deas sobre la liberacion de TRH hipotalamico relacionado con su papel
hipofisiotropico.



25

Inaclivacion del TRH

Al igual que fodas las substancias neurcactivas, el papel que desempefia el TRH en la {ransferencia
de informacion en el Sistema Nervioso debe estar asociado a la existencia, en la zona de
comunicacion celular, de uno (o varios) mecanismo(s) de inactivacién de accién rapida y eficiente, que
permitan a las células blanco responder a nuevos estimulos. Se desconocen hasta la fecha cuales
son estos mecanismos, no solo para el TRH, sino para los neuropéptidos en general.

Mecanismos de inactivacion de los neuropéptidos.

El mecanismo de inactivacion de las moléculas neurotransmisoras se define como el proceso temporal
y espacial de eliminacion de la senal biologica del area en donde se localizan los receptores.
Tomando en cuenta esta definicion se han sugerido varias alternativas posibles para realizar fal tarea,
las cuales se discutiran a continuacion.

Difusion

Uno de los mecanismos postulados para la inactivacién de los péptidos es la difusion o arrasire por
solvente, el cual podria funcionar eficientemente en aquellas zonas ampliamente irrigadas por el flujo
sanguineo o bien en contacto con otros fluidos bioldgicos. Con base en las diferencias temporales
existentes entre la duracion del efecto electrofisioldgico y las caracteristicas cinéticas de unién a los
receptores especificos que presenta en el ganglio simpatico de la rana toro un péptido relacionado
inmunologicamente con el LHRH (Jan y Jan, 1983), (McKelvy y Blumberg, 1886), se ha propuesto a
la difusién como la posible alternativa funcional encargada de inactivar la sefial bioldgica del péptido
en esta preparacién Sin embargo no existen evidencias experimentales claras que sugieran que este
sea un mecanismo de inactivacion generalizado.

Internalizacion

Este mecanismo conocido también como endocitosis mediada por receptores, y que se refiere al paso
al interior celular del complejo péptido-receptor se ha estudiado muy poco en el SNC.  En el caso
especifico del TRH asociado al efecto hipofisiotrépico, existen evidencias inmunocitoquimicas que
sugieren la rapida internalizacién in vivo del TRH exdgeno, por parte de tirotropos y lactotropos (Morel
y cols., 1985 a). Experimentos in vitro llevados a cabo en la linea de celulas GH,, asi como en
cultivos primarios adenohipofisiarios indican la entrada al interior celular de [’HJTRH (Gourdji y cols.,
1973; Brunet y cols., 1974; Laverriere y cols., 1981; May y cols., 1987). En las células hipofisiarias la
marca se localiza en distintos compartimentos subcelulares como el nucleo, citoplasma, lisosomas y
vesiculas secretorias que contienen TSH. Resultados similares se observan en el caso del LHRH, el
cual parece ser internalizado por los gonadotropos (Morel y cols., 1982; May y cols., 1987). Estas
evidencias pudieran ser exclusivas de los péptidos relacionados con el eje hipotalamo-hipdfisis, bien
hacerse extensivas a otros neuropéptidos o quiza esten relacionadas con los fendmenos de
acumulacién que se han descrito en el cerebro (ver mas adelante). La existencia de poblaciones
adenohipofisiarias en las cuales se encuentran presentes de manera simultanea PRL y TRH, sugiere
que parte del TRH presente pudiera ser producto de sintesis de novo de las mismas.



26

Captura

El proceso de captura (transporie activo dependiente de energia y temperatura) es probablemente €l
principal mecanismo de inactivacion de los liamados neurotransmisores clasicos (NT). Existen muches
pruebas experimentales que indican que una vez que los NT se liberan al espacio sindptico, estos son
capturados por intermedio de proteinas acarreadoras presentes ya sea en la misma terminal que los
liberd, en la terminal postsingptica o bien en las células gliales vecinas.

En el caso de los neuropéptidos existen pocas evidencias experimentales que muestren la existencia
de mecanismos similares de captura, ejemplo de ello es la captura del dipéptido carnosina por parte
de rebanadas del cerebro de Ia rala, la cual es dependiente de la presencia de glucosa y oxigeno, y
presenta una relacion del péptido acumulado en el tejido con respecto al medio extracelular = 22
(Abraham y cols., 1964).

Para el TRH se ha demostrado que es acumulado por rebanadas de cerebelo (Pacheco y cols., 1981),
por medio de un proceso de transporte activo dependiente de Na' y energla (acumulacion de TRH
lejido/medio = 5.1), Charli y cols. (1984) mostraron la acumulacion de [-H]JTRH en rebanadas de
hipotalamo de la rata (acumulacion tejido/medio = 1.3), proceso que mostré ser saturable, dependiente
de temperatura, sensible a la ausencia de glucosa y a la presencia de inhibidores metabélicos como la
ouabaina o el dinitrofenol. Sin embargo, aun cuando fa Km reporfada (1 M) se encuentra en un
rango apropiado, fa Vmax es muy baja (0.35 pmolas/mg proteina /5 min), lo cual disminuye la
probabilidad de que este proceso represente el mecanismo fisiologico principal de inactivacion del TRH
(Charli y cols., 1984). No se tienen datos respecto al o los tipos celulares en los cuales se acumula
al tripéptido, pero ya que no se ha podido observar capiura de TRH-H por parte de sinaptosomas
obtenidos del cerebro (Parker, 1977; Torres y cols.,1986), es posible este proceso lo ileven a cabo
neuronas posisinapticas, células gliales u ofras células presentes. Se ha observado la acumulacion de
fragmentos de las moléculas de la substancia P (fragmento 1-5) (Nakata, 1981) y de las encefalinas
(George y van Loon, 1981; La Bella, 1986), lo cual posiblemente represente un mecanismo secundario
accesorio de remocion de los productos de degradacion (clearance).

En resumen, las evidencias en conjunto sugieren que de existir el mecanismo de captura de los
péptidos este no representa en la mayoria de los casos el mecanismo principal de inactivacion de fos
mismos.

Degradacion

El término degradacion se refiere a la ruptura del enlace péptidico catalizada por peptidasas o
proteasas, efecto que provoca la pérdida de la actividad biolégica de un péptido determinado.

La degradacion o hidrolisis enzimatica de los péptidos activos es el mecanismo de inactivacion mas
estudiado. Esto se debe probablemente a los siguientes argumentos:

i) la susceptibilidad de los neuropéptidos a ser hidrolizados por accion de diferentes enzimas.

ii} la descripcién en diferentes tepdos (incluyendo el tejido nervioso) y fluidos bioldgicos (sangre, CFS)
de actividades enzimaticas que in vilro son capaces de degradar répidamente a los péptidos activos o
substratos sintéticos,

iii} la caracterizacion bioquimica de estas actividades (pH dptimo, dependencia de iones, aminoacidos
presentes en el sitio activo, afinidad por ciertos substratos naturales y sinteticos, efecto de inhibidores,
elc.)
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iv) los estudios flevados a cabo sobre la distribucion, localizacion celular y subcelular de cistintas
peptidasas, asi como aquellos relacionacos con su posible papel fisiologico o con los mecanismos
hormonales de regulacion a los gue estan sujetas.

Ya que algunas de estas enzimas se localizan en el compartimento celular citoplasmatico se ha
sugerido un posible papel accesorio de la degradacion en el mantenimiento de las pozas intracelulares
de péptidos liberables mediado por estas peptidasas solubles (Criffiths y McDermott, 1983; Schwartz,
1983).

Degradacion enzimatica de TRH

Debido a las caracleristicas estructurales de la molécula de TRH (extremo amino ciclizado y extremo
carboxilo bloqueado por un grupo amida), ésta no se muestra suscepible a la accién de
exopeptidasas, en fanto que la presencia de un residuo de prolina interno le confiere resistencia
particular a la accion de enzimas hidroliticas generales. El TRH es resistente a la accion de enzimas
tales como la pepsina, la papaina o la termolisina (Biggins, 1979; Burgus y Guillemin, 1970} y solo es
hidrolizado inicialmente en dos de sus tres sitios potenciales de corle {Figura 1) por medio de
enzimas especificas presentes en el cerebro y ofros tejidos y cuyas caracteristicas se mencionan a
continuacion:

Degradacion de TRH por enzimas presentes en la fraccidon soluble del cerebro.

PGAI

La piroglutamato aminopeptidasa | (pirrolidonil peptidasa | ; PGAl; E.C. 3.4.19.3), es una peptidasa
soluble que provoca la ruptura del enlace pGlu-His de la estructura del TRH, generando el &cido
piroglutamico y el metabolito His-ProNH, (Figura 1). Descrita originalmente en el protozoario
Pseudomonas fluorences (Doolittle y Armentrout, 1968), se le encuentra presente en bacterias, plantas,
animales y tejidos humanos, A la PGAIl se le ha clasificado en la categoria de las cistein proteasas
(Browne y O'Cuinn, 1983a) o tiol proteasas (Bauer, 1983), ya que exhibe una fuerte dependencia de
un medio altamente reducido (requiere de grupos protectores -SH: mercaptoetanol, ditiotreitol y
EDTA), es allamente sensible a la inhibicion de reactivos que afectan los grupos SH (iodoacetamida,
N-etilmaleimida) y a la presencia de metales pesados como el Hg”). La PGAI rompe los enlaces de
una gran variedad de péptidos naturales o sintélicos que poseen un grupo piroglutamil-aminoécido
(p.ej. TRH, LHRH, neurotensina, bombensina y pGlu-BNA), a excepcion de aquelios que contienen la
secuencia pGlu-Pro como en el caso de la eledoisina {Browne y O'Cuinn, 1983a; Friedman y cols.,
1985). |
La PGAl se ha purificado de la adenohipdfisis de la rata (Bauer y Kleinkauf, 1980) y del cerebro de
cobayo (Browne y O'Cuinn, 1983a). La enzima purificada del cobayo, posee un peso molecular
aproximado entre 24 a 28 KDa y es activa a pH neutro (Prasad y Peterkofsky, 1876). La PGAl es
inhibida reversiblemente por el 5-oxo prolil-prolinal (Ki=26 nM) (Friedman y cols., 1985} y de manera
irreversible por el compuesto piroglutamii diazometil cetona (PDMK) (Wilk y cols., 1985) un compuesto
dirigido contra el sitio activo de la enzima.
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La PGAl se encuentra enriquecida en la fraccion soluble y se le considera eminentemente citosdlica
(Prasad y Peterkofsky, 1976; Bauer, 1983; Carat y cols., 1985; Torres y ccls., 1986), aunque tembién
se ha reportado su presericia en la fraccion particulada del mismo. En el cerebro de la rata posee
una distribucién uniforme (Wilk y cols., 1985, Vargas y cols., 1887).

Se ha demostrado que la PCAIl es regulada positivamente en las células GH, por el 5-oxoprolilprolinal
(Friedman y cols., 1986), el butirato de sodio (Suen y Wilk, 1989a) y por hormonas tiroideas (Suen y
Wilk, 1887). La actividad de la enzima en ¢! hipotalamo, bulbo olfatorio, hipocampo y talamo aumenta
in vivo en respuesta a la administracién cronica de T, (Suen y Wik, 1983b).

PE

La remocion del grupo amido carboxilo terminal del TRH se lleva a cabo por accidon de la prolil
endopeptidasa (PE), también conocida como PPCE (post-proline cleaving enzyme; E.C, 3.24.21.26).
(Figura 1). Originalmente se penso que la desamidacion del péptido se llevaba a cabo por efecto de
una enzima especifica (TRH deamidasa) (Prasad y Peterkofsky, 1976, Rupnow y cols., 1979b). Sin
embargo, al ser purificada del cerebro de bovino, se demosird que es una enzima no especifica
capaz de hidrolizar otros neuropéptidos en el enlace Pro-X dentro de la secuencia Y-Pro-X (donde Y =
péptido, X = péptido, aminoaciiamina o amida). La PE rompe no solo sobre el lado carboxilo del
residuo de prolina del LHRH, angiotensina o substancia P, sino también los extiremos carboxilo de los
2 residuos internos de prolina que se localizan en las secuencias de la neurotensina y bradiquinina
(Wilk y Orlowski, 1982). La enzima fue descrita originalmente en el Utero humano (Walter y cols.,
1971), como una enzima capaz de degradar oxitocina y vasopresma (Koida y Walter , 1975).
Posteriormente se ha reportado su presencia en el cerebro de la rata (Rupnow y cols., 1979b), del
conejo {Orlowski y cols, 1979) y del bovino (Hersh, 1981, Tate, 1981). La PE es una serina proteasa
(Yoshimoto y cols., 1977) ya que contiene un grupo sulfihidrilo cuya integridad se requiere para la
maxima expresion de la misma (Wilk, 1983), por lo que compuestos como el diisopropil fluorofosfato
(DFP) y la N-efil maleimida (NEM) son capaces de afectar su actividad. La actividad de la PE
drsmmuye por accién de la bacitracina (Brown y O'Cuinn, 1983a) y es inhibida de manera potente
tanto in_vivo como in vitro, por el aldehido peptidico N-benziloxicarbonil prolil prolinal (ZPP) (Wilk y
Orlowski 1983; Friedman y cols., 1984). El peso molecular estimado fluctua entre los 70-75 KDa (Wilk,
1983) y mantiene una actividad maxima a pH neutro o ligeramente alcalino. Estudios sobre su
distribucion subcelular en el cerebro de la rata y el cobayo indican que es una peptidasa
predominantemente citosdlica (Griffiths y cols., 1982; Brown y O'Cuinn, 1983a). En el cerebro de la
rata menos del 10% de la actividad detectada se encuentra presente en la fraccion soluble obtenida
en terminales nerviosas (Torres y cols., 1986), aunque en el cerebro del conejo existe una porcion
substancial de esta (= 35%) en la fraccion mitocondrial (Dresdner y cols., 1982), La PE se encuentra
presente en numerosos tejidos de mamiferos, ademas del cerebro, en donde su distribucion parece
ser homogénea (Wilk, 1983).

- Se ha purificado un inhibidor enddgenc de la PE presente en la fraccion soluble del cerebro de la rata

(Soeda y cols.,, 1985), cuya actividad inhibitoria es bloqueada por distinlas poliaminas como la
espermina y espermidina (Soeda y cols., 1986). Se desconoce cual es la relevancia de esta molécula
en la funcidn de la peptidasa. )
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FIG., 1
VIAS DE DEGRADACION ENZIMATICA DEL TRH
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Degradacidn de TRH por enzimas presentes en la fraccion particulada
PGAI|

Existe una piroglutamil peptidasa asociada a la fraccion membranal obtenida del cerebro de diversas
especies como el cobayo, la rata y el conejo (Browne y cols., 1881; O'Connor y O'Cuinn, 1984, Carat
y cols.,, 1985; Friedman y Wik, 1986; Wilk y Wilk, 1989a). La enzima particulada, a diferencia de la
actividad soluble PGA | antes descrita, no es afeclada por reactivos que alteran los grupos sulfihidrilos,
pero en cambio es fuertemente inhibida por agentes quelantes de cationes divalente como el EDTA, la
1-10 fenantrolina y fa 8 hidroxiguinolina (O'Connor y O'Cuinn 1984; Wilk y Wilk, 1989a), por lo que se
le clasifica como una metaloproteasa (McDonzld y Barrett, 1986). La piroglutamato aminopeptidasa |l
(E.C.3.4.19-) (para diferenciarla de la PGA | soluble) se encuenira enriquecida en la fraccion
membranal sinaptosomal del cerebro del cobayo y de la rata (O'Connor y O'Cuinn, 1984; Torres y
cols., 1986; Friedman y Wilk, 1986). La enzima se ha solubilizado de la fraccion sinaptosomal del
cerebro del cobayo por fratamiento con papaina (O'Connor y O'Cuinn, 1985) y de la fraccidn
particulada obtenida de un homogenado del cerebro de conejo por fratamiento con tripsina (Wilk y
Wilk, 1989b). En ambos casos el peso molecular determinado de la enzima purificada es de

230,000, La PGA [l muestra una actividad méxima a pH neutro (O'Connor y O'Cuinn, 1985) 0

ligeramente alcalino (Wilk y Wilk, 1989b).

Los estudios sobre su especificidad muestran que esla peptidasa remueve el residuo piroglutamil
Unicamente del TRH (pClu-His-Pro-NH.} o de péptidos con estructura muy similar : TRH-OR (pGlu-His-
Pro), TRH-Gly (pGlu-His-Pro-Cly), fragmento 1-3 de LHRH (pGlu-His-Trp); en tanto no hidroliza al
pGlu-His-Pro-GlyNH, o al pGlu-His-Pro-Gly {O'Connor y O'Cuinn, 1985; Elmore y cols., 1990).
Asimismo es capaz de hidrolizar naftilamidas de tripéptidos sintéticos que contienen la secuencia
pGlu-His (p.e. pGlu-His-Pro-B naftilamida) (Wikk y Wilk, 1989a). Se han sintetizado analogos del TRH
resistentes a la degradacion por PGA 1l que presentan residuos de pGlu o His modificados (Wilk,
1989). La substitucion del anillo pGlu por Clu o de la His por Phe o N-Val abolen la capacidad del
péplido para ser hidrolizado. Estas observaciones indican que existe un requerimento absoluto de la
secuencia pGlu-His para permitir que la PGAIl pueda hidrolizar a los péptidos. El decapéptido LHRH
el cual posee tambien la secuencia pGlu-His no es hidrolizado por la PGAIl, sin embargo se comporta
como un inhibidor competitivo potente de la hidrélisis del TRH (Ki LHRH = 20 uM vs, Ki TRH =42 pM)
{O'Connor y O'Cuinn, 1985). |

De esta manera la especificidad de la enzima se encuentra restringida a tripéptidos, tripéptidos
amidados y tetrapéptidos que contienen la secuencia pGlu-His. |

Los estudios sobre el sitio activo de la enzima indican que en el mismo se localizan residuos
esenciales de histidina, tirosina y triptofano (O'Connor y O'Cuinn, 1987).

El cerebro posee la actividad especifica més alta de la PGA I, seguida por la retina, el pulmon y el
suero (tiroliberinasa), mientras que o6rganos como el bazo, el corazon y el musculo esquelético no
presentan actividad (Friedman y Wilk, 1986). Estudios recientes han demostrado la existencia de PGA
Il en la linea tumoral de retinoblastoma humano Y-79 (Wilk y cols., 1988), asi como en membranas
obtenidas del higado de la rata (Scharfmann y cols,, 1983), un drgano que inicialmente se habia
descrito que carecia de esta actividad  La distribucion regional de la PGAIl en el cerebro es
heterogénea siendo el bulbo olfatorio y la corteza cerebral las areas en donde se detectan las
actividades mas altas {Friedman y Wilk, 1986; Vargas y cols., 1987) (Tabla 2).



TABLA 2

Activided de PGA Il en diferentes regiones del cerebro y la hipdfisis de la rata.

a b

Bulbo olfatorio 16.7 £ 3.3

Hipocampo 140427 6.5+ 1.3
Nucleo accumbens-septum 10.7 £ 1.7

Corteza cerebral | 8.5+ 07 '6.8 £ 09
Hipotalamo 81+13 28 £ 0.3
Télamo 2905
Corteza cerebelar | '29 %05
Neurohipdfisis 32+03

Estriado | 1.4 £ 0.1
Tallo cerebral | 0602
Médula oblongada 22+ 0.6

Adenohipofisis | 19+ 04 - 02%02
Puente | 1.7+ 02

Médula espinal o 1.5

* estructura co.mpleta

Actividad expresada en

a: pmolas His-Pro-NH, /h/ mg prot, modificado de Vargas y cols., 1987.
b: nmolas GNA /h/ mg prot, Wilk y éols., 1986. |
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del mismo, se ha ‘ratad studiar fa regulacion que eercen las normonas tiroideas sobre 1a
activicad de la PGAll y la tiroiiberinasa en [a adenohipbfisis y el hipotédlamo. Asi, se ha observado
, que la aclividad de la enzima sérica es influenciada por €l estado tiroideo de los animales:  disminuye
cuando i0s animales son tratados con el agente qoitrogénico PTU (propiltiouraci!) o se incrementa en
una forma dependienie de la dosis despues de la inyeccidn de hormonas tircideas (Bauer, 1586;
Emerson y Wu, 1987, Ponce y cols., 1988, Suen y Wik, 19890). La PCAIl presente en las
membranas de las células adenohipofisiarias es controlada de manera similar (Bauer, 1987b; Ponce y
cols., 1988; Suen y Wilk, 198Sb), sugiriendo que la enzima membranal podria funcionar como un
elemento de control regulatorio que influye sobre el grado de potencia y duracion de las actividades
enddcrinas dei TRH, mientras que la enzima sérica podria actuar sobre el TRH liberado a la sangre
portal y por consiguiente sobre la disminucion de la liberacidn de TSH que se ha observado en estes
condiciong
Ni en el CcfEbe completo (Emerson y Wu, 1987; Ponce y cols., 1988; Bauer, 1888), ni en células
nerviosas en cultivo (Bauer, 1988; Redondo y cols., resultados no publicados) se observan cambios
aparente en la actividad la PGAIl por efecto del estado tiroideo. En contraste en el animal intacto el
hipertiroidismo produce un incremento notable de la actividad de !a PGAIl en la corteza frontal, en
tanto que en el tallo cerebral disminuye de manera significativa (Suen y Wilk, 198Sb). Se desconoce
el posible significado fisioldgico de esta regulacién en estas areas cerebrales.
Cabe sefialar que existen diferencias importantes en la actividad de la PGAIl adenchipofisiaria
relacionadas con el sexo de los animales, las cuales estan probablemente asociadas a eventos
hormonales. La actividad presente en las ratas hembras (la cual es alrededor de un 75% menor que
la de los machos) aumenta enormemente (300%) como resultado de la ovarectomia de los animales,
efecto que es revertido al aplicarse estrogenos (Bauer, 1988). Estos efectos hormonales no se
observan sin embargo a nivel de la enzima cerebral,

~

La exposicicn de las células de retinoblastoma Y-79 con ésteres de forbol provoca la inactivacion de la
PGAIl (Suen y Wilk, 1990,1991), proceso que consta de dos fases: la primera que corresponde a una
disminucion répida y profunda de la actividad enzimdtica, la cual es revertida esponténeamente en el
lapso de una hora, mediada a través de la fosforilacién de la enzima como resultado de la activacion
de la PKC (Suen y Wilk, 1990) y una segunda etapa con un curso temporal de inactivacién-activacion
mucho mas lento, la cual esta relacionada ia inhibicion de la sintesis de_novo de la enzima (Suen y
Wilk, 1991).
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CAPITULO Il CULTIVO CELULAR

Antecedenies

El interés central del laboratorio de Neuroendocrinologia Molecular es ef estudio del funcionamiento de
las neuronas productoras de TRH (neuronas TRHérgicas), en particular de los eventos moleculares
relacionados con la biosintesis, liberacién e inactivacion del péptido, asi como de los mecanismos
involucrados en su regulacion,

Para poder llevar a cabo el analisis experimental de estos evenlos se considerd ventajoso utilizar
cultivos primarios de células disociadas derivados de tejido nervioso, ya que representan sistemas
relativamente simples de estudio de los procesos bioquimicos y moleculares que se llevan a cabo en
las células nerviosas. El desarrollo en nuestro laboratorio de este tipo de cultivos a partir de tejido
nervioso fetal del ratdn ha sido el resultado del esfuerzo continuo durante los ultimos afios de diversos
individuos. De particular importancia para nuestros objetivos fueron los trabajos realizados en este
sentido por J.L. Redondo y C. Guerra (tesis de Licenciatura), los cuales sirvieron como el marco de
referencia experimental a partir del cual se iniciaron nuestras investigaciones.

Los aspectos analizados en dichos frabajos fueron en esencia los siguientes:

a) La optimizacién de diversas condiciones experimentales necesarias para el mantenimienio de las
células en cultivo tales como la edad fetal escogida, el método de dispersion adecuado, la densidad
de siembra optima, la frecuencia del cambio del medio de cultivo, la proporcion de suero utilizada, el
efecto de fa inhibicion de la proliferacion glial, etc.

b) El efecto que estas condiciones experimentales ejercen sobre distintos parametros relacionados con
la funcionalidad de las células en cultivo en general (como la cantidad de proteina y DNA presentes 0
el desarrollo morfologico) o particulares de las neuronas peptidérgicas (presencia en los cultivos de

- distintos neuropéptidos como TRH, somatostatina y LHRH, detectada por radioinmunoensayos

especificos).

Ya que Ia base de nuestro trabajo experimental posterior dependia de la utilizacion de este sistema
celular in vitro, fue necesario como primera etapa optimizar ciertos parametros del protocolo de cultivo
previamente establecido, de manera tal que fuese posible obtener preparaciones mas estables y
reproducibles. ~

En esta seccion se muestran los métodos empleados y los resultados obienidos referentes a las
propiedades anatémicos - funcionales de los cultivos primarios de células nerviosas obtenidos del
hipotalamo y corteza cerebral del raton. Este tipo de cultivos nos permitieron analizar no solo diversos
aspectos relacionados tanto con la diferenciacion, desarrollo y metabolismo in vitro de Ias neuronas en
general, como de la regulacién de la expresién de las funciones desempefiadas por las neuronas
TRHérgicas, sino también sirvieron como modelos celulares del estudio del metabolismo degradativo
intra y extra celular del TRH.
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Importancia de los sistemas de cullivo en el estudio del metzbolismo de las neuronas
peptidérgicas

Un problema fundamental en la Neurobiologia es la elucidacion de los mecanismos celulares y
moleculares bajo los cuales se susientan el establecimiento, crecimiento, deszrollo, diferenciacion y
funcionamiento de las células nerviosas. La complejidad de la organizacidon anatdmica del Sistema
Nervioso, la helerogeneidad de los fenotipos celulares presentes y sus multiples interacciones hacen
de su estudio una tarea excesivamente compleja. La posibilidad de llevar a cabo investigaciones
sobre estos aspectos en el animal intacto, se ve obstaculizada por el hecho de que cada uno de esios
procesos requiere la participacién concertada en el tiempo y en el espacio de una gran diversidad de
faclores (la mayoria de ellos poca o nulamente definidos), lo cual dificulta tanto el desarrollo de un
disefio experimental adecuado, como Ia interprefacion de los resullados obtenidos de tales estudios in
vivo, Se ha hecho necesario asi, como una primera aproximacion, el tratar de disecar eén sus
detalles mas intimos los elementos que conforman los sistemas.

Una alternativa para tratar de abordar eslos problemas es el uso de mélodos in_vitro que permitan
analizar componentes discretos del Sistema Nervioso en condiciones eypenmen tales controladas.

Un ejemplo de esto lo representan las preparaciones obienidas de terminaciones nerviosas aisladas

(sinaptosomas) 0 de rebanadas de tejido nervioso las cuales se han utilizado por ejemplo en el
estudio de los mecanismos que controlan la liberacion de una amplia gama de neurotransmisores,

Sin embargo debido a la pérdida progresiva de la integridad celular a lo largo del tiempo, este fipo de
preparaciones presentan limitaciones importantes cuando se pretende estudiar a largo plazo este u
olros aspectos del metabolismo neuronal. En el Sistema Nervioso de algunos veriebrados se han
realizado avances importantes en la comprension de la funcion de los péptidos, debido a los estudios
realizados en preparaciones celulares que poseen una circuiteria sindptica relativamente sencilla,
como las obtenidas de los ganglios pre y para vertebral simpéticos del sapo {Jan y cols., 1970; Jan y
Jan, 1983) y del cobayo {(Konishi y cols., 1980; Dun y Minota, 1981), en los cuales se ha demostrado
que péptidos como el LHRH (o un pephdo relacionado a este) y la substancia P respectivamente,
parecen cumplir con los requisitos necesarios para ser considerados como los neurotransmisores
responsables de los potenciales postsindpticos excitatorios lenios que se registran en estos ganglios
periféricos. Sin embargo para la gran mayoria de los péptidos activos caracterizados en el Sistema
Nervioso de los vertebrados no es posible por el momento, definir de manera precisa el papel
fisioldgico que desempefian.

Desde esta perspectiva la utilizacion de los sistemas de cultivo celular ofrecen varias ventajas en el
estudio de la funcion de las células nerviosas y de las neuronas peptidérgicas en particular. La
posibilidad de acceder e identificar faciimente a las células de areas del cerebro, que por su
localizacion anatomica y por su complejidad estructural, se encuentran severamente restringidas al
analisis in_vivo, asi como la oportunidad de mantener bajo condiciones controladas y por periodos de
tiempo prolongados a las células infaclas hacen de esta técnica in vitro un excelente modelo de
estudio a nivel celular de una amplia gama de aspectos claves en la Neurobiologia tales como la
sobrevivencia, el crecimiento, la proliferacion y/o diferenciacion de las células nerviosas. Asimismo
permite examinar 1a regulacion de los distintos mecanismos bioquimicos y moleculares relacionados
con la produccién, almacenamiento, liberacién y mecanismos de inactivacién de las distintas moléculas
que intervienen en los mecanismos de comunicacion celular {e.g neurotransmisores, neuropéplidos,
hormonas).
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Expresion de funciones neuronales en cullivo

Se han desarrollado diferentes sistemas de cultivos a parir de la disociacidn celular de tejido nenvioso
oblenido tanio de regiones generales del Sistema Nervioso, como de zonas o éreas especificas, los
cuales se han caracterizado en sus propiedades anatomicas, bioquimicas y fisioldgicas: cerebro
completo: (Booher y Sensenbrenner, 1872, Sotelo y cols., 1880); médula espinal: ( Fishbach y Dichter,
1974; Ramson y cols. 1977); cerebelo: { Trenkner y Sidman, 1977; Messer, 1977); ganglios periféricos:
(Varon y Rainborn, 1972; Mains y Patterson, 1973); corteza cerebral: (Dichter, 1878; Robbins y ¢ols.,
1982); corteza visual: (Huettner y Baughman, 1986); bulbo olfatorio: (Currie y Dution, 1880);
hipotalamo : (Wilkinson y cols., 1974; Benda y cols., 1975); estriado: (Bockaent y cols., 1986; Vihjny
cols., 1988); hipocampo. (Furshpan y Potter, 1989; Khaspekov y cols., 1989).

En este tipo de cultivos se llevan a cabo diversos eventos del desarrollo, tales como 1a proliferacion y
diferenciacion celular (Hueftner y Vaughman, 1986), la sinaptogénesis (Benda y cols. 1975; Fukatsu y
cols., 1983; Legendre y cols., 1988) y la mielinizacion (Yavin y Yavin, 1977; Wood y Williams, 1984;
Walker y cols., 1985), los cuales en muchos casos siguen cursos temporales muy similares a los que
se dan in_vivo,

Las células en cultivo expresan muchas de las propiedades bioquimicas y moleculares del tejido
nervioso, ejemplos de esto son: la expresion de propiedades electrofisioldgicas caracteristicas
(potenciales de accién espontaneos y evocados, (Dichter, 1978; Masuko y cols., 1986; Legendre y
cols., 1988; Leng y cols., 1990); de canales idnicos (Wang y cols., 1989; Dichter y Zona, 1989;
Yarowski y Krueger, 1889); la presencia de receptores a diversos neurotransmisores (receptores a
GABA :Snodgrass y cols., 1980; receptores . y B adrenérgicos: Baker y cols., 1986; Feldstein y cols.,
1986; receptores a opiaceos: Jia y Nelson, 1987; receptores a glutamato: Huettner y Vaughman,
1886); la expresion de mecanismos de sintesis, capiura y liberacion de diversos neurotransmisores
(AchE y ChAT. Sensenbrenner, 1876; ChAT y TH: Puymirat y cols., 1982; GAD: Snodgrass y cols.,
1980; Neale y cols, 19883; Yu y cols., 1984; Alho y cols., 1988; Mangoura y Vernardakis, 1988);
transformacion de Tip a 5-HT: Sah y Matsumolo, 1987; Becquet y cols., 1990); la demostracion
inmunocitoquimica de celulas que contienen diversos neurotransmisores (GABA: Shalaby y cols., 1987,
Mangoura y Vernardakis, 1988; 5-HT. Sah y Matsumoto, 1987, NA: Masuko y cols., 1986); la
expresion de genes especificos (Vilijn y cols., 1988; Kumar y cols., 1988). -

En cultivos iniciados a partir de tejido nervioso fefal y perinatal de la rata y el ratdn se han detectado
mediante radioinmunoensayos especificos diversos péplidos descritos el Sistema Nervioso y en tejidos
enddcrinos: TRH, (Tixier-Vidal y cols., 1978; Glembotski y cols., 1986); somatostatina, (Delfs y cols.,
1980); LHRH, vasopresina, B endorfina y ACTH (Denizaeu y cols., 1981; Lolait y cols., 1983);
Substancia P y neurotensina, (Vaccaro y cols., 1980). Por métodos inmunocitoquimicos se ha
demostrado la existencia de neuronas peptidérgicas para el TRH, (Faivre-Bauman y cols., 1980);
somatostatina (Delfs y cols. 1980, 1984, Gamse y cols., 1980; Jordan y Thomas, 1987); LHRH,
(Knigge y cols., 1977; Jirikowski y cols., 1981); ACTH y B endorfina (Liotla y cols., 1980; Lolait y cols.,
1983); B Lipotropina (Kim, 1980); Substancia P y neurotensina (Vaccaro y cols., 1980); angiotensina |
y 1l (Weyhenmeyer y cols., 1980a; Hermann y cols,, 1988); leucin-encefalina, (Weyhenmeyer y cols.
1380b); vasopresina, (dJirikowski y cols, 1880; Theodosis y cols., 1983); neurofisina, (Jirikowski y cols.,
1980; Denizeau y cols,, 1981); CCK (Delfs y cols., 1984b); VIP, (Huettner y Baughman, 1986),
demostrandose en algunos casos la coexislencia en las mismas células de péptidos con otras
moléculas neurotransmisoras (AchE y somatostatina: Delfs y cols., 1984a; NPY, somatostatina 6 CCK
con GAD Ahlo y cols.,1988).
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Estudios sobre el metabolismo de las neuronas TRHérgices en cultivo.

Se han utilizado distintos sistemas de cultivo celular en el esiugio del metabolismo de las neuronas
TRHérgicas.  Las investigaciones iniciales en cultivo sobre la biosiniesis y liberacidn de TRH se
~realizaron utilizando explantes de hipotalamo (McKelvy, 1974; Yiroda y cols,, 1878). Sin embargo, la
gran mayoria de los trabajos posteriores se han llevado a cabo en cultivos primarios de células
disociadas obtenidos de tejico hipotalamico fetal de la rata y el raton, los cuales se han caracterizado
en sus propiedades anatdmico funcionales (Wilkinson y cols., 1974; Benda y cols., 1975 ; Canick y
cols., 1977; Tixier-Vidal y cols., 1978; Vaccaro y cols., 1980; Denizaeu y cols., 1981; Legendre y
cols., 1982).

Se ha descrito la presencia de TRH-IR en cultivos primarios hipotalamicos mantenidos en presencia o
ausencia de suero (Faivre-Bauman y cols,, 1980,1981; Clentbowski y cols., 1986; Lewis y cols.,
1987b), asi como la existencia de neuronas TRHérgicas en cultivos derivados de hipotalamo vy
hemisferios cerebrales felales del ratén (Faivre-Bauman y cols., 1980; Puymirat y cols., 1982), las
cuales en los cultivos hipotalamicos representan alrededor del 30% del total de la poblacién neuronal.
Este tipo de cultivos primarios liberan TRH-IR tanto de manera basal, como estimulada por agenies
depolarizantes como K', veratridina y ouabaina (Loudes y cols., 1983; Faivre-Bauman y cols., 1986;
Lewis y cols., 1987b). La liberacion de TRH en cultivo depende del influjo de calcio externo, ya que
no se observa cuando se omite el Ca™ en el medio de incubacién 0 en presencia de EGTA o Co®.
Sin embargo no es del todo claro el o los tipos de canales de calcio involucrados en esta secrecion:
por ejemplo, en cultivos crecidos en medio definido la liberacién de TRH-IR basal y estimulada por K'
se incrementa en presencia del compuesto BAY K 8644, un agonista de los canales de calcio
sensibles a dihidropiridinas (Loudes y cols., 1988), mientras que en cultivos suplementados con suero
la liberacion de TRH por efeclo del alto K’ que no se ve afectada por accion de la dihidropiridina -
nifedipina, es bloqueada por la presencia del verapamil (un antagonista de los canales de calcio
dependientes de voltaje sensibles a fenil alkilaminas) (Lewis y cols., 1987b). La liberacion del péptido
estimulada por veratridina se inhibe por efecto de la trifluoroperazina y la triffuoropromazina, inhibidores
de la calmodulina (Lewis y cols., 1987b); en tanio que los ésteres de forbol y en menor grado el
diacilglicerol (DG) estimulan la liberacion in_vitro del TRH (Loudes y cols., 1988). Estos resultados
sugieren la exisiencia de dos mecanismos  intracelulares diferentes que participan en la secrecion del
TRH en las células en cullivo: i) mediante la apertura de distintos tipos de canales de calcio sensibles
a voltaje y i) por medio de la activacion de la PKC.

De manera independiente se ha demostrado la liberacion de TRH-IR en neuronas hipotaldmicas
mantenidas en un sistema de perfusion de membrana capilar (Scalon y cols., 1883).

La suplementacion del medio de cultivo con ascorbato provoca un aumento significativo en el
contenido y liberacion del TRH-IR liberado (Glentbowski y cols., 1986; Faivre-Bauman y cols., 1968;
Loudes y cols., 1889), efecto que ocurre como resultado de la esnmulacnon en la actividad de Ia PAM,
permitiendo asi la transformacion directa del TRH-Gly a TRH (Glentbowski y cols., 1986). Mediante
experimentos de pulso y caza se ha demostrado la sintesis de novo de TRH en células hipotaldmicas
crecidas en medio definido (Loudes y cols., 1989), el cual a diferencia de la poza enddgena de TRH
ya presente, es exporiado al exterior por medio de un mecanismo de liberacion no regulado.
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Recientemente se han definido formas de allo peso molecular derivadas del proTRH que coexisten
con el péptido maduro en el interior de las neuronas TRHérgicas (Grouselle y cols., 1990). En estas
células se presenta un cambio paulatino en la distribucion subcelular de los distintos productos durante
el desarrollo in_vitro de los cultivos: mieniras que antes y durante la formacion de sinapsis al TRH-IR
se le encuentra presente en los cuerpos celulares, neuritas cortas y conos de crecimiento, al término
de la sinaplogénesis y en etapas posteriores a ella se le localiza Unicamente en las varicosidades y
bolones terminales (Grouselle y cols., 1990), en tanio que los péptidos derivados del proTRH se
detectan exclusivamente a nivel del soma neuronal. Estos resultados son similares a lo reportado en el
PVN hipotaiamico in situ {Lechan y cols., 1985) y confirman que el proTRH sufre un procesamiento
paulatino asociado a companimentos subcelulares especificos. |

Justificacion del uso de cultivos en el estudio de los mecanismos de degradacion de TRH

Diferentes sistemas de cultivo primario, asi como lineas celulares derivadas de tejidos nervioso, han
sido utilizados como modelos celulares de estudio del metabolismo degradativo intra y extra celular de
neuropéptidos tales como substancia P (Hormsthemske y cols., 1984), angiotensina |l {Allard y cols.,
1987) y LHRH (Yokosawa y cols., 1887); permitiendo oblener informacion relevante sobre la
localizacion celular y subcelular de diversas peptidasas involucradas (Hormstemske y cols., 1983;
Koshiya y cols., 1985; Stevens y cols., 1987; Mentlein y cols., 1990).

La ventaja de la utilizacion en particular de células intactas en cultivo sobre otras preparaciones como
los homogenados celulares o las fracciones membranales crudas, reside en la generacion de patrones
de fragmentacion menos complejos de los péptidos, lo cual esta relacionado con la participacion
exclusiva de las enzimas localizadas sobre la cara extracelular de las membranas. Asimismo la
posibilidad de mantener a las células en cultivo en presencia de inhibidores especificos de las
diferentes enzimas proporciona una herramienta experimental Otil que permite diferenciar la
participacion de las distintas actividades enzimaticas presentes. |
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METODOS
Prolocolo del cultivo

El protocclo basico de obtencion de los cultivos de hipotélamo se basd en los irabajos del grupo de
Tixier-Vidal (Benda y cols,, 1975; Tixier-Vical y cols., 1978; Tixier-Vical y de Vnry, 1979; Faivre-
Bauman, y cols., 1981) y los de corieza cerebral en el {rabajo de Dichter y cols. (Dichter 1978;
Snodgrasss y cols., 1980).

Cruzas

Se utilizaron ratones adultos de la cepa CD-1 (criados en el bioterio del CHGB) para la realizacidn de
las cruzas. A los animales desde su nacimiento se les mantuvo bajo un ciclo de luz-obscuridad de 12
horas, con acceso libre a agua y alimento (Purina Chow).

Para el apareamiento se colocaron en una misma jaula grupos de 2-3 ratones hembras en presenma
de un macho, durante toda una noche. La manana siguiente, considerada como el dia cero de
gestacion, el macho se aislé de las hembras, manteniendo a estas bajo observacion durante dos
semanas. Se utilizaron en la preparacion de los cultivos a las hembras prefiadas en el 140. dia de
gestacion.

Obtencion de tejido

A las hembras escogidas se les sacrificd por dislocacion cervical, sumergiéndolas inmediatamente en
una solucidn de benzal al 100%. El cuerpo se colocd sobre toallas absorbentes en posicion supina y
la piel a nivel del abdomen se separd del musculo subyacente, para posteriormente realizar una
incision longitudinal, dejando de esta manera al descublerio la cavidad peritoneal. Se disecd
cuidadosamente al utero, el cual fue colocado inmediatamente en una caja de Petri conteniendo PBS
estéril pH 7.4, suplementado con glucosa al 0.25% (PBS-glucosa), la cual se le transladd a una

- campana de flujo laminar en donde se llevaron a cabo todos los pasos subsecuentes.

Se cortd y separd al musculo uterino, permitiendo de esta manera extraer a los embriones (10-14
fetos por Utero) - protegidos aun en su bolsa amnidtica y unidos a su placenta a través del cordon
umbilical-, estructuras que en lo posible se traté de mantener intactas hasta el momento de llevar a
cabo la diseccion del cerebro fetal. Los fetos se mantuvieron durante este periodo sumergidos en
PBS-glucosa a 4°C. |
Cada embrién individual se extrajo de su saco amnidtico y se coloco sobre su costado izquierdo sobre
una tarjeta de papel estéril. La diseccion de las estructuras cerebrales se llevd a cabo bajo el
microscopio estereoscopico de la siguiente manera: Utilizando una hoja pequefa de bisturi y mediante
un corte sagital, se separd la tapa craneana del resto del cuerpo. Se disecd cuidadadosamente af
cerebro completo (librandolo de las meninges y vasos capilares), separando al cerebelo y al tallo
cerebral (puente y bulbo). El resto del cerebro se colocd en posicion ventral para permitir la diseccion
del hipotdlamo, para lo cual se tomaron como marco los siguientes parametros anatémicos: desde el
margen anterior del quiasma Optico hasta la region de los cuerpos mamilares, lateralmente siguiendo
los limites del surco lateral y en profundidad 2-3 mm hasta alcanzar el talamo (Wilkinson y cols., 1974,
Tixier-Vidal y cols., 1978). El tejido cortical se obtuvo generaimente de los mismos cerebros, para lo
cual se fomd un fragmento de tejido de la region anterior frontal de un tamaro similar al del blogue
hipotaldmico (aprox. 1 mm”. El tiempo aproximado de la diseccion de una camada fue de 35- 45
minutos.

Todas las estructuras correspondientes a un mismo iejido se reunieron en un fubo Eppendort estéri
que contenia medio DMEM completo (0.1 ml medio/estructura), manteniéndolas a 4°C.
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Disociacidn celular

Una vez reunidos todos los fraglnenloa se substituyd el medio DMEM por un volumen similar de
medio fresco, procediendo entonces a cortar fas distintas estructuras en ragmentos mas pequenos,
utilizando para ello tijeras de punta fina. A los fragmentos oblenidos se les permitié sedimentar en el
fondo del tubo, substituyendo nuevamente el medio por un volumen similar de medio DMEM completo
(dispersion mecénica) o bien por solucién salina de Hank's (en el caso de la dispersion enzimatica).

i) Disociacion mecanica

Inicialmente la disociacion celular se llevé a cabo mediante un procedimiento mecanico, forzando el
tejido suavemente a través de 2 agujas hipodérmicas de diametro decreciente (1.5 y 1.25 mm de
diametro respectivamente; 10-12 pases por aguja). Concluida esta operacion, se permitio sedimentar
completamente el tejido no disperso, recogiendose el sobrenadante celular correspondiente. Una vez
que se agregd a los tubos un nuevo volumen de medio fresco, se repitié la operacidn de dispersion
con la siguiente aguja.

Los cultivos utilizados en las pubhcacuones 1y 2 y algunos mencionados en esta seccion, se
obtuvieron mediante este procedimiento de disociacion.

Bajo estas condiciones se obtuvo para el caso del tejido hipotalamico un rendimiento aproximado de 1
X 10° células viables /estructura, en tanto que la viabilidad celular mostrd ser en el mejor de los casos
“del 65%. Para el caso del tejido cortical cerebral el rendimiento obtenido fue de 1.5 x 10° células
viables/estructura con una viabilidad del 67% (Tabla 3).

i} Disociacion mecano-enzimatica

Como una alternativa para mejorar el rendimiento celular y/o la viabilidad de la preparacién, recurrimos
posteriormente al uso de tripsina. En este caso los fragmentos de tejido se incubaron durante 15 min
a 37°C, en 1 mi de solucion de Hank's que contenia tripsina de pancreas bovino (conc. final 0.0625%
) y DNAsa tipo | (conc. final 0.125%), agitando la suspension frecuentemente. Al término de la
incubacidn, la preparacién se colocod sobre hielo, agregando suero fetal bovino (FBS, 100 pli), con el
objeto de inhibir la actividad proteolitica de Ia tripsina. El sobrenadante se aspiré y desechd, lavando
entonces el tejido mediante la substitucién repetida de medio Hank's (3 X 1 ml). Las células fueron
dispersadas bajo las condiciones descritas anteriormente, utilizando secuencialmente en este caso 2
pipetas Pasteur de diametro decreciente (cuya punia previamente se habia redondeado al fuego; 20
pases/pipeta). .

Este método mecano-enzimatico de dispersion no afectd substancialmente el rendimiento del tejido
hipotalamico con respecto al procedimiento mecanico, pero si en cambio la viabilidad de la
preparacion, la cual se incrementd hasta un 80% (Tabla 3). Como se describira mas adelante estos
cultivos hipotalamicos no se diferencian de los obtenidos por el método mecanico en relacién a ciertos
parametros bioquimicos (TRH-IR, PGA Il,cantidad de proteina membranal detectada elc.), sin embargo
la observacion al microscopio mostrd que el curso temporal de los eventos iniciaies de la

1 En raras ocasiones, los fragmentos se aglutinaron, en cuyo caso se hizo necesario realizar una
incubacion breve con DNAsa | (2 min, sobre hielo), seguida de un lavado con 1 ml de medio Hank's,
antes de llevar a cabo la dispersicn mecanica.
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diferenciacion celular in vitro (como €l desarrollo de neuritas y la formacion de la capa confluente de
células basales), se llevo a cabo en un periodo de tiempo comparativamente menor (1-2 dias) con
respecto de los cultivos obtenidos por el método mecénico.

Del mismo modo a lo observado en el ¢caso del tejido hipotalamico, el rendimiento obtenido en el tejido
cortical fue muy parecido cualesquiera que haya sido el método de dispersion empleado, en tanto que
la viabilidad celular se incremento substancialmente por efecto de la dispersion enzimética {Tabla 3).

Siembra

Las suspensiones celulares obtenidas se centrifugaron durante 3 minutos a 450 g, descartandose el
sobrenadante. El sedimento celular se resuspendié suavemenie en 4 ml de medio completo utilizando
una pipeta Pasteur. Despues de calcular la viabilidad y el rendimiento celular (medida por el método
de exclusion del azul Tripano) se ajustd la suspension con medio completo hasta cbtener una relacion
de 1 X 10° células viables/ml, sembrandose en cajas de Petri de 35 mm de didmetro (8.6 cm)
previamente tratadas con Polilisina y FBS (ver preparacidn de platos). El medio de cultivo se ajusté al
volumen deseado (2ml cajas y pozos de 35mm, 4 ml cajas de 60 mm y 1.0 ml pozos de 16 mm),
renovandose cada 3 dias, substituyendo la mitad de volumen por medio completo recién preparado
(ver efecto de medio condicionade homodlogo).

A la mayoria de los cultivos se les afadid el antimitético citosin arabindsido (cultivos Ara C+; 10 uM)
al 5 DIV durante 24 horas, con el objeto de inhibir la proliferacion glial y estimular la sobrevivencia de
las células neuronales (ver efecto de citosin arabindsido)

Preparacion de los platos de cultivo - .
Se utilizaron preferentemente cajas de Petri individuales de 35 mm de didmetro, y en algunos casos

cajas individuales de 60 mm o charolas con 6 0 24 pozos (Costar). En cualquier caso, el plastico de
su superficie se tratd por una noche con una solucion estéril de poli D-lisina (30 pg/ml, grado de
polimerizacion 50,000, Sigma). Las cajas o pozos de cultivo se lavaron a término de la incubacion

con agua fridestilada estéril ( 2 x 1.5 ml).

Este procedimiento facilita la adhesion inicial de las células nerviosas en cultivo (Yavin y Yavin, 1974).

- En nuestras manos el uso exclusivo de este polication promovié el desarrollo y crecimiento de células

hipotaldmicas y de corteza cerebral hasta por 2 semanas in vitro, sin embargo se ha reportado su
incapacidad para soportar el desarrollo celular en cultivos hipotalamlcos crecidos en medio sin suero
(Faivre-Bauman y cols, 1984). Es importante sefialar que la preincubacion con FBS al 10% en DMEM
de estas cajas ya tratadas antes de ser utilizadas para la siembra estimuld la adherencia raptda de las
células, acelerando con ello la colonizacién de la superficie y permitiendo de esta manera mejorar la
"calidad” de los cultivos determinada por la observacion morfologica de los mismos. Un efecto similar
se reportd en el caso de cultivos hipotaldmicos crecidos en medio sin suero sembrados en cajas
tratadas con gelatina (Puymirat y cols., 1982).
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Tabla 3

Rendimiento y viabilidad de células nerviosas en cultivo.
Método de dispersion mecanica vs. mecanico-enzimatica.

Tejido Hipotalamo Corteza frontal

a b a b
Mecanico 65.3 (37) 100 £ 12 66.7 (21) 150 £ 19
Mecanico 79.8 (37) 108 + 16 76.2 (14) 155 £ 21
enzimatico

Se disecaron 10-14 hipotalamos o fragmentos de corteza frontal antenor obtemdos de
ratones CD-1 en el 140. dia de desarrollo fetal, La dispersion mecdnica o mecdnico
enzimatica del tejido se llevé a cabo en Medio DMEM-suplementado con 10% de FBS

como se detalla en Métodos.
La viabilidad celular se determing por método de exclusion celular de azul tripano.

Los datos representan el promedio % la desviacion media estandard del nimero de
- cultives individuales indicados entre paréntesis de:

a: % de viabiidad (células vivasttotal de células x 100).

b: Total de células viables por estructura (X 10°).



ENSAYOS EIOQUINICOS

Captura de GABA-'H

Se utitizaron cultivos de corteza en el 12 DIV, El dia sefalado el medio de cumvo se aspird, lavando
las cajas con Ringer-Krebs TRIS (RKT), pH 7.4 (2 x 2 ml),

Las células se incubaron por tiempos definidos con una solucion de GABA (0.1 uGi GABA *H, act.
esp. 38 Ci/mmola; conc. final GABA: 5x 10”M; en 2 ml de RKT) a 37° C.

Al término de la incubacion se aspiré el medio de las cajas, lavandose exhaustivamente con RKT (3 X
2 ml). Las células fueron recuperadas raspando los platos con un gendarme de goma en 1 ml de
NaOH 1 M. El extraclo se sonico, separandose una alicuota de 100 pl para la determinacion de
proteina por el método de Lowry y cols. {1951). Al volumen restante transferido a un vial se le agrego
10 ml de Tritosol, determinando la marca incorporada a las células por espectrofotometria de centelleo
liquido (LSC). En algunos experimentos las celulas fueron preincubadas durante 5 min en presencia
del acido aminooxiaceético (inhibidor irreversible del fosfato de piridoxal, el cofactor de la GAD; AOAA
10° M), no observandose diferencias notables en los resultados. Las cuentas tolales se obtuvieron
restando a los puntos experimentales los valores de cpms oblenidos de blancos sin tejido tratados
idénticamente,

La dependencia de sodio de la captura de GABA se ensayo en las mismas condiciones antes
descritas a excepcion de la substitucién del NaCl por cloruro de colina isomolar del medio de
incubacion.

Determinacion de la descarboxilasa del dcido glutdmico (GAD)

La actividad de GAD se determind por el método radioquimico descrito por Albers y Brady (1959) y
modificado por Tapia y Meza-Ruiz (1976). Las células recuperadas de los platos de cultivo, fueron
homogeneizadas en 150 pl de PBS 50 mM, DTT 1.13 mM, pH 7.0 utilizando un piston de teflén, El
homogenado se centrifugd a 12,000 g durante 15 min, separando el sobrenadante celular. Una
alicuota de esta fraccién se incubd a 37° C, bajo agitacién constante, en una solucién conteniendo
10.05 uCi de L-glutamato | C] (act. esp. 49.6 mCi/mmola), 10 mM de glutamato fosfato de potasio 50
mM, DTT 1.13 mM, 0.05% Triton X-100 y fosfato de piridoxal (PLP) 0.1 mM, pH 7.0 en un volumen
final de 71 ul, El "CO desprendido de la reaccion se recuperd en ofro tubo conteniendo 250 pl de
hidroxido de hiamina, acoplado al sistema de reaccién por medio de una manguera flexible de hule.
La reaccion se detuvo inyeclando a la mezcla de reaccion 25 pl de H,S0,. Los tubos fueron
incubados 80 min adicionales para permitir la completa absorcidn del CO, liberado. Los contenidos de
ambos tubos se colocaron en viales por separado, los cuales contenian 10 ml de Tritosol,
determinandose la radioactividad presente por LSC.

Determinacion de la conversion de glutdmico a GABA

Se homogeneizaron a las células de corteza cerebral en cultivo en PBS 0.2 M, que contenia 10 mM
mercaptoetanol y PLP 5 mM. Se incubaron alicuotas de estos homogenados en presencia de 5 pCi
de DL [U-"C] Glutédmico (act. esp. 250 mCi/mmola, conc. final 10 mM) disuelto en buffer PBS 0.05 pH
7.0, durante tiempos variables a 37° C, bajo agitacién continua.

Al término de la incubacién se agregaron 150 pl de etanol absoluto, centrifugando la suspensién 5
min. @ 10,000 g a 4° C. El sobrenadante y el sedimento celular fueron separados. El sedimento fue
resuspendido nuevamente en un volumen similar de etanol absoluto y mantenido 1 hr a -20° C, para
posteriormente ser homogenizado utilizando un piston de vidrio. EI homogenado se centrifugd y los
sobrenadantes obtenidos fueron mezclados y evaporados a sequedad.



El producto obtenido se resuspendio en 25 pl de agua bidestilada, aplicandose sobre carriles ce papel
Whatman 1. Una vez seco el papel se corrieron cromatografias descendentes utilizando fenol recién
destilado al 80%, como solvente. Este proceso se repitio nuevamente bajo las mismas condiciones.
El papel del cromatograma se cortd a lo largo de la direccion de corrida en segmenios de 1 ¢m, los
cuales fueron colocados en viales con Trifosol, contando la radioactividad presente por LSC. La
posicién de los distintos aminoacidos se determind utilizando estandares de Glu, Gin y GABA, tratados
en las mismas condiciones experimentales y revelados con ninhidrina.

Inmunocitoquimica

Se utilizd fa técnica indirecta de la Avidina Biotina con segundos anticuerpos acoplados a la
peroxidasa de rabano (PAP) »

(Métodos publicacion 2)

Andlisis de aminodcidos libres
El conlenido de aminodcidos de los cultivos se realizd conforme a la modificacién descrita en Geddes
y Wood (1984), al método de Lenda y Svenneby (1980).

a) Preparacion de las muestras.

Se analizaron cultivos de corteza 12 DIV o de glia >20 DIV, de los cuales se extrajeron a las células
en 100 pl de H,O tridestilada. La suspensién celular se homogenizé en un volumen final de 200 pif de
'H,0, utilizando un homogenizador tipo Potter-Elvenhem con piston de teflon. Una alicuota de 50 pl
del homogenado se separ6 para medir proteina (Lowry y cols., 1951) y al resto se le agregd acido
perclérico HCIO, (conc. final 0.4 N.). La suspension se centnfugo 5 min a 12,000 rpm, neutralizando el
sobrenadante con KOH 10 N. Las muestras se mantuvieron -70 °C hasta el momento de ser
analizadas, lo cual ocurrié en el término de las 48 horas siguientes.

b) AnaI151s de las muestras por HPLC |
Las muestras descongeladas se centrifugaron (5 min, 12000 rpm), mezclando 50 pl del sobrenadante
(0 de estdndares apropiados) con un volumen similar de una solucién fresca de o-oftalaldehido (1
mg/ml, disuelto en buffer boratos 0.4 M, pH 10.4). La mezcla de reaccion se dejo reaccionar durante

3 min a temperaiura ambiente, para posteriormente inyectar 50 pl de esta mezcla a un sistema de
HPLC (Beckman), compuesto de una columna microsphere de silica fase reversa C-18 (150 x 46
mm). La mezcla de aminodcidos se separé ufilizando un gradiente continuo de metanol/acetato de
potasio (pH 5.5, 0.1 M) (velocidad de flujo 1.5 mi/min) durante 14 minutos hasta alcanzar el 75% de
metanol, manteniendo estas condiciones durante los 5 minutos posteriores y analizando
fluorométricamente el eluido de la columna mediante un detector de fluorescencia acoplado (Gilson),
equipado con una celda de flujo continuo (longitudes de onda: excitacion 340 nm; emision 418 nm).
La integracion de los picos resuelios por este sistema se llevd cabo automaticamente.
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Extraccion de TRH y radicinmunoensayo
La extraccion de TRH de las células se llevd a cabo de la siguiente manera; A las células
previamente lavadas (PBS 2x 1.5 ml) se les agregd un volumen adecuado de &acido acético 1 N frio,

~ manteniendolas a -20° C hasta el momento de ser procesadas. El dia sefialado se afadid metanol

frio y se separd a las células utilizando un pistén de goma.

El extracto acético/metanol se sonicd hasta obtener una solucion homogenea. E! homogenado se
mantuvo por lo menos 12 hr - 20° C, para resuspenderlo posteriormente mediante agitacién vigorosa.
La solucidn se centrifugd durante 5 min a 12,000 g, separandose la fraccion soluble del sedimento
celular, los cuales fueron recuperados, evaporados a sequedad y mantenidos a -20 ° C hasta su
posterior procesamiento.

Se resuspendio el sobrenadante desecado en PBS para RIA (fosfatos 0.05 M, NaCl 0.15 M, albumina
de suero bovino, grado RIA 0.25%, pH 7.5) para ser sometido a un radicinmunoensayo espeacifico
para TRH como se describe en Méndez y cols. {1987), utilizando el anticuerpo anti-TRH especifico R,
caracterizado por Joseph-Bravo y cols., (1979).

Determinacion de DNA

La determinacion de DNA se llevd a cabo en los sedimentos  acético/metanol desecados (Enwin y

cols., 1981), los cuales se resuspendieron en 500 pl de acido tricloroacético al 5%, hidrolizando la
solucién por 45 min a 80-85° C. Los hidrolizados se centrifugaron durante 5 min a 12,000 g,
separando el precipitado proteinico de los sobrenadantes. Los sobrenadantes se mezclaron con 100 pl
de una solucion fresca del dcido 3',5'diaminobenzoico (200mg/ml), incubandose por 1 hr a 60° C. La
reaccion se detuvo afiadiendo 1 ml de HCl 1 M. Los niveles de fluorescencia relativa emitida por los
aldehidos generados del DNA celular (400 nm excitacién, 520 nm emision) fueron comparados con Ios
valores obtenidos de una curva estandard de DNA de timo de ternera.
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RESULTADOS DEL CULTIVO
Caracterizacion morfoldgica de los cuitivos primarios

Cultivos hipotalamicos

La observacion bajo el microscopio de los cullivos de céluias hipotalémicas crecidas en medio
suplementado con suero, muestra que estos exhiben caracteristicas morfoldgicas similares a las
reportacas por otros sistemas de cultivos (Benda y cols., 1875; Tixier-Vidal y cols., 1978; Legendre y
cols., 1688): Se observa que pocas horas despues de la siembra inicial las células se achieren
directamente a la superiicie de los platos, produciendo a las 24 horas cultivos que consisten de
numerosos grupos de entre 10-30 células de tamafio pequeno (5 pm). Alrededor de las 48 horas se
pueden distinguir dos poblaciones celulares caracteristicas: por un lado células no neuronales que
presentan una apariencia epiteloide (con un citoplasma transparente no refringente, algunas de las
cuales semejan a fibroblastos) y que después de uno o dos dias de periodo adaptativo comienzan a
proliferar; y por ofro lado, células pequefias con un pericarion ovoide de apariencia neuronal, de las
cuales surgen procesos delgados los cuales a medida que iranscurren los dias van creciendo en
tamafo y grosor. Con el paso del tiempo se nota una migracion progresiva de las células tipo
neuronal desde los grupos, de manera tal que alrededor del 50. dia in vitro (5 DIV) se puede observar
claramente a las mismas (en su gran mayoria de morfologia bipolar o muitipolar) colonizando gran
parte de la superficie de los platos de cultivo. A esla etapa las neuritas son cada vez mas visibles y
forman un sistema reticular discreto que crece exclusivamente sobre la capa subyacente de células no
neuronales (Publicacion 2, fig. 1a), Alrededor del fin de la primera semana la capa basal se ha
desarrolido por completo, formando una alfombra continua de células de morfologia poligonal, con un
citoplasma transparente y nucleo conspicuo. Esta capa basal confluente se encuentra organizada en
realidad por varias capas celulares (principalmente de astrocitos indiferenciados) formando un patrén
estratificado (Benda y cols., 1975; Tixier-Vidal y de Vitry, 1879). Las neuronas a esta etapa poseen
un cuerpo gris conspicuo de morfologia variada con extensiones de longitud y grosor variable. A partir
de este momento el numero de fibras y extensiones es cada vez mas visible pudiendose observar
claramente como algunas de ellas siguen un camino comun formando fibras o cables que comunican
grupos celulares discretos o células individuales. Asimismo la red de conexiones se hace méas
intrincada, formando complejas interacciones. El cuerpo celular de las células neuronales incrementa
de tamafio y se hace visiblemente refringente hasta llegar a un maximo alrededor de la sequnda
semana. En este estadio las neuronas son principalmente de morfologia bipolar pequefio (5-10 um) o
algunas son multipolares y con cuerpo celular mayor (15-25 pm) (L&mina 1, Fotos ¢,d).

A partir del 14-15 DIV, se empiezan a observar signos de degeneracién neuronal, que se manifiestan

por la falla de adhesién de las neuritas {principalmenie aguellas que conectan grupos celulares), por la
acumulacion de restos o debris celulares alrededor de los cuerpos neuronales y neuritas (las cuales
aumentan de refringencia), asi como a la aparicién de racimos de cuerpos celulares carentes de
neuritas. Las neuronas sobrevivientes, sufren un aumento en el grosor de sus neuritas y en el
diametro de su cuerpo celular en el cual se distingue perfectamente el nicleo y su nucléolo. Esta

decadencia en la poblacion neuronal se ve acompafada por la aparicion de células de cuerpo

pequefio, redondo y opaco con numerosas extensiones cortas y finas las cuales han sido identificadas
por ofros como asirocitos maduros. Esta poblacion de astrocitos, también desaparece
progresivamente de los cullivos, quedando unicamente alrededor de la tercera semana la capa basal
de cel;ﬂas poligonales aplanadas las cuales pueden sobrevivir por periodos muy largos (al menos 2
meses
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(fultivos de corteza frontal

Los eventos celulares del desarrolio in_vitro de las células derivadas de la corteza frontal siguen en
principio el mismo patrén descrito anteriormente y coinciden en los aspectos basicos con lo descrito en
la literatura (Yavin y Yavin, 1977; Dichter, 1978; Choi y cols., 1987a). Las particularidades mas
importantes de estos cultivos comparados con los derivados del hipotalamo se refieren a: la existencia
de un mayor nimero de células presentes en los agregados celulares (los cuales persisten por mayor
tiempo) una mayor proporcion de células neuronales presentes al término de los mismos (cuya
cercania provoca un desarrollo mas restringido de la red neuritica local, lo que dificulta la visualizacion
en algunos campos de la capa basal subyacente) (Lamina |, Fotos e y f) y a la presencia de
astrocitos diferenciados, no formando “colonias" como en el caso de las células hipotalamicas, sino
distribuidos de manera homogénea.

Identificacién celular

La identificacién de las poblaciones neuronal y glial se llevé a cabo mediante la visualizacion
inmunocitoquimica de los cultivos fijados in situ, utilizando anticuerpos especificos contra la proteina
acida fibrilar-glial (GFAP) como marcador de la idéntificacion de los astrocitos (Raff y cols., 1979) y
contra la enolasa especifica neuronal (NSE) como marcador neuronal.

La inmunoreactividad contra la GFAP se observé exclusivamente en las células que forman la capa
basal (aun:cuando una proporcion minoritaria de las mismas no fue tefida con el anticuerpo). Dentro
de las células GFAP+ se distinguieron 2 subtipos: uno constituido por células alargadas, aplanadas y
tefidas ligeramente y otro formado por células fuertemente tefidas que poseian extensiones
cntopiasmaucas irregulares delgadas (Lamina |, Fotos a y b; Publicacion 2, fig.1 b, e-f).

Las celulas posntwas a la NSE mostraron las caracteristicas antes mencionadas que distinguen a las -
neuronas en cultivo (Ldmina |, c-f), tinéndose preferentemente los cuerpos celulares y en menor
grado las neuritas o extensiones citoplasmicas, permitiendo distinguir con mayor claridad la circuiteria
establecida entre las células neuronales. Este procedimiento nos permitié realizar un conteo de estas
en dreas seleccionadas al azar, teniendo asi un esnmado grueso de la relacion de neuronas y células
| ghales presentes

Es importante sefalar que ademas de estas poblaciones celulares se observaron otros tipos de células
en proporcion minoritaria que Se expresaron en algunos cultivos o bajo ciertas condiciones. Entre
estas se encuentran: células ependimales, caracterizadas por los movimientos de los cilios, agrupadas
en colonias o asociaciones alrededor de una cavidad esférica y que se manifestaron al final de la
segunda semana; células de cuerpo muy pequefio, agrupadas en racimos muy compactos; asi como
la presencia de células de apariencia neuronal, con un cuerpo celular muy grande triangular en donde
se distingue el nucleo claro y un nucléolo prominente, con multiples ramificaciones, y que se se han
definido como neuronas neurosecretoras (Benda y cols, 1975; Tixier-Vidal y cols., 1978).
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Lamina |

Cultivos primarios de células dispersas oblenidos de tejido

hipotaldmico y corteza cerebral del raton,

Detalle de cultivos gliales puros (a) y corticales de 21 DIV (b), tedidos
contra la proteina &cida fibrilar glial.

Detalle de cultivos hipotaldmicos (c y d) y de corteza frontal (e y f) de
12 DIV Ara C+, tefiidos contra la enolasa especifica neuronal.

Amplificacion 400X
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Caracterizacion funcional del sistema de cultivo de células nerviosas,

Andlisis bioquimico de los cultives
Determinamos diversos parametros bioguimicos que nos permitieran estimar la relacion existente de

células neuronales vs. no neuronales presentes en nuestos sistemas de cultivo, asl como validar las
capacidades funcionales de los mismos.

Conlenido de aminodcidos libres en cultivo.

Diversos estudios in vivo e in_vitro muestran que el metabolismo del glutdmico en el Sistema Nervioso
se encuenira compartamentalizado entre las neuronas y las células gliales, lo cual resulta por una
parte de la interaccion dindmica existente de las diversas moléculas asociadas a este proceso,
particularmente aquellas relacionadas con la sintesis de aminodcidos neurotransmisores (e.g.
glutamato, glutamina y GABA) (Balazs y cols., 1973; Patel, 1981) y por otra de la localizacién celular
especifica de las distintas enzimas involucradas: glutamino sintetasa (GS) en glia y descarboxilasa del
acido glutdmico (GAD) en neuronas GABAérgicas (Patel y cols,, 1982; Schoubuse y Hertz., 1983). En
apoyo a este concepto se ha demostrado que los cultivos primarios de astrocitos o las lineas celulares
de origen glial poseen niveles muy distintos de Gin y GABA, comparados con sus contraparies
neuronales (Drummmond y Phillips, 1977; Patel y Hunt, 1985; Lehman y Hansson, 1987).

Se analizé por lo tanto las concentracidnes de Glu, Gin y GABA, asi como las actividades de GAD y
GS en los cultivos mixtos de corteza de 12 DIV y en cultivos gllales puros, como un parametro de la
funcionalidad y composicién celular de nuestros cultivos.

El andlisis de los datos obtenidos por HPLC muestra a la glutamina, la glicina y 'a taurina como los
aminodcidos presentes en mayor proporcion en los cultivos corticales (Figura 2), en fanto que se
detectan concentraciones menores del acido glutdmico y el GABA. Se observan diferencias
importantes en los niveles de cierlos aminodcidos en los cultivos crecidos en presencia o ausencia del
citosin arabindsido (Ara C), particularmente una mayor cantidad de glutamina, glicina y taurina en
cultivos no tratados con el antimitdtico (AraC-).

En los cultivos gliales se detectan concentraciones muy elevadas de Gin y Tau (similares a las

- presentes en cultivos corticales Ara C-, mientras que la cantidad de GABA presente es promedio 10-

15 veces menor que en los cultivos de corteza.

A excepcion de un mayor contenido de Gin y una baja cantidad de Glu, las concentraciones de los
distintos aminodcidos libres detectadas en nuestros cultivos se encuentran dentro de los rangos
reportados in vivo para el cerebro de la rata (Patel y Balasz, 1978; Banay-Schwartz y cols., 1979;
Perry y cols.,, 1981) y en otros sistemas de cultivo (Drummond y Phillips, 1977; Patel y Hunt, 1985,
Lehman y Hansson 1987). Se ha sugerido que el glutamalo en cultivo se dtstnbuye de manera
equivalente en neuronas y células gliales (Hertz, 1978), lo cual esta de acuerdo con la similitud de los
altos niveles de Glu existentes tanto en los cultivos mixtos corticales como en los gliales puros. Es
posible que esta sea una caracteristica de los cullivos, ya que in_vivo existen concentraciones mucho
menores del mismo (Storm-Mathisen y Ottersen, 1986).
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Figura 2

Concentracion de glicina (Gly), taurina (Tau), glutamico (Glu), glutamma (GIn) y GABA
en cultivos primarios de células nerviosas.

Se determinaron los niveles de aminodcidos libres existentes en cultivos prlmanos de corteza
cerebral de 12 DIV (Ara C+) o (Ara C-) y gliales de 20 DIV (glia).

Cada barra representa Ios valores promedio * el error estandard de 4 cajas individuales de
cada condlcaon correspondientes a 2 cultivos distintos.
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La alta concentracién de glutamina presente en las células neuronales y gliales pudiera deberse en
parte a fa acumulacion del mismo al interior de las células como resultado de la suplementacién
continua de este aminoacido en el medio de cultivo, Sin embargo, la concentracion de Gln presente en
cultivos Ara C+ mostré ser Unicamente 27% de la existente en las células gliales, 1o cual indica que

en las células gliales participan otros mecanismos ademas de la captura para la formacion de esta

poza; una posibilidad es la biosintesis enddgena glial de Gin, lo cual es consistente con la alta
actividad especifica de glutamino sintetasa (GS) reportada en astrocitos en cultivo (Patel y cols., 1982;
Schousboe y Hertz.,1983).

La presencia de GABA en los cultivos corticales, se encuentra asociada a la localizacién neuronal de
la GAD (Hansson y cols., 1985; Patel y Hunt, 1985; Holopainen y cols., 1986) como lo demuestra la
conversion del glutdmico uniformemente marcado a GABA radioactivo (Figura 3) y la descarboxilacion
de especifica del glutdmico marcado con C* en el carbono o. (Figura 6), por parte de fracciones
solubles obtenidas de las células de corteza en cultivo. Por el contrario no se detectd actividad de
GAD en los cultivos de astroglia, lo cual coincide con lo reportado por otros autores (Schousboe y
Hertz, 1983) y es consistente con los bajos niveles de GABA existentes en estas células (Figura 2).
Estos resultados indican claramente las diferencias existentes en la composicidn celular de estos dos
sistemas de cultivo y muestran la existencia de neuronas GABAérgicas en nuestros cultivos.

Los altos niveles de taurina presentes en nuestros cultivos gliales, concuerda con lo reporiado en fa
literatura (Lehman y Hansson, 1987) y podrian ser el resultado de la actividad conjunta de los
mecanismos de captura y biosintesis descritos en astrocitos para este aminoacido.

ot . e e e e,
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'FIGURA 3
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Figura 3
Conversién de Glu a GABA por células de corteza cerebral en cultivo. |

Concentraciones diferentes de homogenados obtenidos de células de corteza cerebral en
cultivo se incubaron en presencia de [U-'C] glutdmico, por tiempos variables. El GABA
radioactivo formado se detecté mediante una cromatografia descendente en papel como se
describe en la seccion de Métodos.

Cada una de las barras representa el promedio de las nmolas de GABA /hr £ el error
estandard obtenidas de 3 determinaciones por duplicado.
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Captura del acido gama amino butirico (GABA-"H) en cultivos de corteza cerebral.

Se han caraclerizado sistemas de caplura de alla afinidad para el GABA presentes {anto en neuronas
(Larsson y cols,, 1983), como en células gliales en cultivo (Hertz y cols., 1978), los cuales se
distinguen entre si por la sensibilidad farmacolégica que muestran a la accion de diversos compuestos
(Krogsgaard-Larsen, 1985).

En cultivos mixios (que pcseen tanto células neuronales como gliales) la captura del acido 1
aminobutirico resulta de la participacion de ambos sistemas de transporte, por lo que la inhibicion
especifica de uno u olfro, permile valorar la contribucion de cada uno de las poblaciones celulares
participantes. Esta estrategia experimental se ha utilizado como un indice indirecto de la proporcion de
neuronas y células gliales existentes en cultivos primarios de cerebelo y bulbo olfatorio {Currie y
Dutton, 1980) y de corleza cerebral (Snodgrass y cols., 1980).

Determinamos por lo tanto la captura de GABA-H en los cultivos de corteza, asi como el efecto de
los analogos estructurales &cido 2,4 diamincbutirico (DABA) y B-alanina (B-Ala), los cuales inhiben

‘de manera especifica la captura de GABA por neuronas y células gliales respectivamente (lversen y

Kelly, 1975; Kelly y Fabienne, 1976) y al acido nipecotico un inhibidor competitivo de la captura de
GABA tanto en las células gliales, como en las neuronales (Larsson y cols., 1980; Larsson y
Schousboe, 1981).

Las cultivos de 10 DIV acumulan GABA-H (Figura 4a), acumulacién que es dependiente de la
presencia de sodio en el medio de incubacion (Figura 4b), caracteristica mostrada por los sistemas de
captura descritos para este neurotransmisor en ofros tipos de cultivo (Snodgrass y cols., 1980, Currie
y Dutton, 1980; Yu y Hertz, 1882) y otras preparaciones in_vitro (Wood y Sidhu, 1987). La captura del
GABA marcado no se afecta por la presencia de DABA (1mM), resuitado que difiere del claro efecto
inhibitorio que este compuesio ejerce tanto en cultivos primarios de corieza cerebral (Snodgrass y
cols.,, 1980), como en cullivoes de células reagregadas derivadas del tectum, cuerpo estriado y
tegmentum rostral mesencefélico (Shalaby y cols., 1987). La incubacién de los cultivos con una
concentracién similar de B-alanina produce un inesperado aumento en la captura del aminoacido, en
fanto que [a adicion del &cido nipecotico, provoca por el contrario, una fuerte disminucion en la
acumulacién del GABA por parte de fas células, efecto que se observa también cuando se le incluye
conjuntamente con el DABA (Figura 4b).

La interpretacion de esios resultados es ciertamente dificil; sin embargo existen reportes que indican

- que los sistemas de transporte de GABA presentes en las células en cultivo no se comportan con las

caracteristicas generaimente atribuidas a tales sistemas (Lasher, 1974; Cummins y cols., 1982). Por
ejemplo en cultivos de interneuronas cerebelares enriquecidos en astrocitos diferenciados con
morfologla estelar (Levi y cols., 1983), la B-alanina se comporta como un inhibidor debil de la captura
de GABA-H, en tanto que el acido ciclohexano carboxilico (ACHC, otro inhibidor potente de la captura
neuronal de GABA) y el acido nipecdtico inhiben fuertemente la entrada del aminoécido en las células
gliales.
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Figura 4

Caplura de GABA [-H] por cultivos primarios de corteza cerebral de ratén.

Se mcubaron células de corteza cerebral de raton (Ara C+ 10 DIV} en presencia de
GABA[’-H] en RKB (10°M conc. final) por distintos tiempos (a), o por 10 minutos en cultivos
preincubados durante 5 minutos en presencia de diferentes inhibidores de la captura neurcnal

y/o glial del aminodcido (b).
La marca presente en las células se determing por LSC.

Las barras representan el promedio de las cpm/mg proteina + el error estandard del numero
de cajas individuales indicadas, correspondientes a 4 diferentes cultivos.

- Na = NaCl substituido por cloruro de colina
DABA = &cido diamino butirico

B Ala =B alanina

Nip = acido nipecotico

N+ A = DABA + f} alanina

D + N = DABA + nipecético
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Efecto de citosin arabindsido (Ara C)

Una de las caracteristicas mostradas por los cultivos primarios derivados de tejido nervioso fetal es la
presencia de distintas estirpes celulares, con diferentes capacidades adaptativas, las cuales compiten
en los platos de cultivo por los nutrientes y espacios disponibles. Las neuronas postmitéticas ya
diferenciadas no son capaces de dividirse in_vitro, por lo cual su adaptacion y mantenimienio en
cultivo se ve limitada con respecto a las otras poblaciones celulares que poseen una alta capacidad
proliferativa (e.g. las células gliales). E! sobrecrecimiento glial que se obtiene bajo ciertas condiciones
del cultivo puede por lo tanto influir en el desarrolio y funcionalidad de las células neuronales. Se hizo
necesario utilizar un inhibidor de la divisién celular, como una estrategia experimental tendiente a
modificar la relacion neuronas/células no neuronales presentes y por lo tanto “enriquecer" a la
poblacion neuronal de los cultivos tratados.

Nosotros utilizamos al antimifotico citosin arabindsido (Ara C) en nuestros cultivos con este proposito.
El protocolo que escog:mos se basé en la inclusion de Ara C en el medio de cultivo por una sola
ocasion (conc. final 1 X10° M), un dia antes de llevar a cabo el segundo cambio de medio (5 DIV},
de manera fal que las células estuvieran en contacto con la droga por un periodo aproximado de 24
hr. Esta etapa se escogid en base a observaciones morfolégicas previas (C.Guerra, Tesis de
Licenciatura), que mostraban que el antimittico no tenia efecto alguno sobre cultivos que ya habian
llegado a confluencia (< 5 DIV), en tanto que si era administrado antes de este periodo se provocaba
un fuerte efeclo toxico generalizado, disminuyendo considerablemente la vida media de los cultivos,

Examinamos nuevamente esta variable, extendiendo las observaciones antes mencionadas. El efecio
de la droga se probo inicialmentie sobre cultivos de corteza frontal. Los parametros experimentales
que se analizaron fueron las cantidades de DNA (un indice del nimero de células presentes) y
proteina fotal. Los resultados reportados en la Figura 5 muestran un claro efecto inhibidor del
antimitético en la cantidad de DNA presente, a todas las densidades de siembra probadas, el cual se
hace mas evidente a densidades de siembra altas. En coniraste, Unicamente se observan diferencias
significativas en la cantsdad de protema a densidades de siembra bajas e intermedias, en tanto que a
densidades altas (<1 x 10° célulasicm®) los valores son muy similares.

El efeclo del antimitdtico en los cultivos hipotaldmicos (Ara C+) se caracterizd por una migracién
rapida de las células neuronales a partir de los grupos celulares, distribuyendose de manera
homogénea sobre la capa basal subyacente, permitiendo con ello el desarrollo de una red mas
compleja y profusa de extensiones nerviosas, que en el caso de los cultivos no tratados (Ara C-)
(Lamina I, Foto k y I, Publicacion 2, fig.1 ¢ y d). Por el contrario la capa de células basales
manifestd un desarrolio mas discreto en presencia del antimitético. Los niveles de DNA en los cultivos
Ara C+ de 10 DIV representaron el 43% de los valores obtenidos en los cullivos Ara C- (Publicacion
2, fabla 2). Sin embargo, y al igual que en el caso de los cultivos corticales, no se modificd
significativamente la cantidad de proteina {anto soluble como membranal presente en los mismos
(Publicacion 2, tabla 2), lo cual podria reflejar que no obstante la menor proporcion de células
presentes en los cultivos Ara C+, ocutre un aumento concomitante en la sintesis de proteina necesaria
para la formacion de los componentes de membrana, particularmente de los asociados a los axones y
dendritas. El nimero de neuronas presentes en cultivos hipotaldmicos Ara C+ de 12 DIV
(determinado por fa tincién especifica celular al anticuerpo especifico neuronal anti-NSE), mostré ser
significativamente mayor que en los cultives no tratades (Tabla 5).
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Fig &

Efecto del citosin arabindsido sobre los niveles de DNA y proteina en cullivos de
corteza cerebral de ratdn.

Células de corteza frontal de raton de 14 dias de desarrollo fetal, sembradas a distintas
densidades (0.25, 0.5, 1, y 2.0 x 10° células/cm?), se cultivaron en charolas multipozos (16
mm 0) durante 12 DIV, en presencia o ausencia del antimitético citosin arabindsido (Ara C), el
cual fue anadido al § DIV. El medio de cultivo se renovo cada 3 dias, substituyendolo en
cada ocasion por una mezcla 1:1 de medio fresco y medio condicionado.

Los niveles de DNA se determinaron mediante la técnica espectrofluorométrica de Erwin y
cols.(1981) y la proteina total por el método de Lowry y cols., {1951).

Las barras representan el promedio * el error estandard del nimero de pozos indicados.
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Aunados a los efecto morfoldgicos antes descritos varios parametros funcionales también se muestran
afeclados por la inhibicién de la proliferacién glial. Entre ellos figuran diferencias en fa composicién de
diferentes amino&cidos libres presentes (Figura 2, ver seccion correspondiente) y en la actividad
especifica de PGAIl y PGAI en cultivos hipotalamicos (Publicacion 2, fig.2). A diferencia de estos
resultados la presencia del antimitotico no modificd la actividad especifica de la descarboxilasa del
acido glutdmico (GAD) en los cultivos de corteza (Figura 6). Por el contrario la actividad total de GAD
mostro ser significativamente mayor en cultivos notratados con Ara G, que en su presencia (GAD Ara
C- = 9.1 + 0.7 nmolas CO® /hr / pozo vs. GAD Ara C+ = 6.1 + 0.5 nmolas, n= 8), resultado que
concuerda con los niveles mas altos de GABA enddgeno presentes en estos cultivos (GABA Ara C - =
4.1 £ 1.1 nmolas GABA / pozo vs. GABA Ara C+ = 25 % 0.9, n=4). Estas diferencias indican
probablemente que en los cultivos Ara C- existe una mayor proporcion de neuronas GABAérgicas. Se
ha descrito que a diferencia del hipotdlamo, la corteza cerebral del ratén se desarrolla mas
tardiamente, por lo que las neuronas maduran alrededor de los dias 16 a 20 de edad fetal (Shimada y
Nakamura, 1973). Dada la edad felal a la cual se obtuvo el tejido {dia 14) es probable que se la
omision del citosin arabindsido permitié no solo la proliferacion de las células no neuronales (gliales,
ependimales etc.), sino quizd también la division de los neuroblastos presentes en esta etapa del
desarrollo fetal de la cual se obtiene la corteza cerebral, | |
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Figura 6

Efecto del citosin arabindsido sobre la actividad de GAD en cullivos primarios de
corteza cerebral fetal,

Se ulilizaron cultivos de corteza cerebral de 12 DIV crecidos en presencia (Ara C+) o ausencia
(Ara C-) del antimitético citosin arabinésido. |

La actividad de GAD se determind en la fraccién soluble celular, midiendo la descarboxilacion
del glutamico [*C). . -

Las barras representan el promedio * el error estandar del nimero de pozos individuales
indicados, correspondientes a 4 diferentes cultivos.
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Efecto del medio condicionado homologo

Se ha demostrado gue los extractos de tejido nervioso y el medio condicicnado de cultives primarios o
lineas de células nefvsows contienen multiples faclores difusibies que regulan la sobrevivencia y
diferenciacion de las neuronas y célules gliales (Sensenbrenner y cols., 1980; Banker, 1980), asi como
la expresion fenotipica y produccion de diversos neurolransmisores y péptidos (Spiegel y cols., 1930).
Decidimos por lo tanto analizar el efecto que tendria el medio condicionado homologo, sobre el
desarrollo celular y expresion de ciertos paramelros bzoquzrmcos relacionados con el metabolismo del
TRH en cultivos hipotaldmicos (densidad de siembra = 1 X 10° células/em’).

El paradigma experimental escogido para detectar un efecto tréfico del medio condicionado fue el
siquiente; Las células recién sembradas se mantuvieron durante 3 dias en medio de cultivo (medio
DMEM suplementado con aditivos y 10 % de FBS), como periodo previo de adaptacion a las
condiciones in vitro. A partir de este momento se renovo el medio cada 72 hr por un volumen simitar
de medio fresco (cambio completo, 1/1) o bien por una mezcla 1:1 preparada con medio fresco y
medio condicionado homadlogo de cultivos crecidos en paralelo (cambio de [a mitad del volumen, 1/2).

Los cultivos mostraron un desarrollo morfoldgico similar durante la primera semana. Fue a parir del
segundo cambio de medio (<6 DIV) cuando se comenzaron a notar cambios importantes: la primera
de las observaciones se refiere a la extensién y densidad de la capa basal de las células gliales, la
cual una vez alcanzada la confluencia, muestra ser mas delgada en cultivos crecidos en presencia del
medio condicionado, que en aquellos en los que se renovd el medio por completo (Lamina Il, Fotos ¢
y h). A diferencia de la cantidad de proteina membranal, la cual disminuye como resultado de la
adicion del medio condicionado (Tabla 4), el nimero total de células presentes en cultivos de 12 DIV
(Ara C+) {determinado por el contenido de DNA), no varia significativamente en ambas condiciones
(cambio mitad volumen = 22.8 + 2.3 ug DNA/plato vs. cambio volumen completo 30.4 + 4.2, n=8). En
contraste, tanto la proporcion de células con apariencia neuronal (determinada de manera cualitativa
por las caracteristicas morfoldgicas especificas mostradas por fas mismas bajo la observacion directa
de los cultivos) (Lamina Il, Fotos iy j), como el nimero de células inmunopositivas a la enolasa
especifica neuronal son mayores en los cultivos mantenidos en presencia del medio condicionado, que

~ en cultivos hermanos no tratados (Tabla 5) (cambio mitad volumen = 76.4 =+ 5.9 células NSE+/campo

vs. cambio volumen completo = 50.4 £ 3.4 , n=10; p < 0.01). La presencia de factores presentes en
el medio condicionado estimulé ademas no solo la distribucion homogenéa de las neuronas sobre los
platos de cultivo, sino también el grado de desarrollo de sus neuritas (extensiones mas largas y de
mayor contraste), formando circuitos neuronales mas complejos (Lamina Il, Fotos g y h).

A diferencia de la capa basal confluente presente en los cultivos control, se desarrollan en ciertas
zonas de los cultivos tratados con medio condicionado colonias de células cuyo aspecto parece
corresponder al de astrocitos diferenciados, particularidad que se hace mas aparente en cultivos de
mas de 14 DIV, en donde ademas se observa paralelamente una degeneracion progresiva de la
poblacién neuronal?

? C. Guerra ensayo el efeclo del medio condicionado homélogo a densidades bajas de siembra (5
x 10%élulas / cm ?), en donde es mas evidente la pérdida neuronal y la sobrepoblacién de células no
neronales. Para ello cultivé durante 3 dias a las células en medio DMEM suplementado con 10% de
FBS, renovando el medio posteriormente con un volumen similar de medio fresco o bien por una
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Lémina Il Cultivos hipotalamicos 12 DIV, crecidos en diferentes condiciones
| experimentales. | ;

g e i = - medio condicionado homdlogo
hy J =+ medio condicionado homdlogo
kK = - citosin arabindsido
| =+ citosin arabindsido

Amplificacion g, h, Iy m 180X
| 0y 400X
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Proteina membranal presente en los cultivos hipotalamicos

DIV Ara C+ Ara C-
112 11 1/2 11
10 84886 110382 1030+ 05 1256+714°
12 1151 £ 10 165.0 £ 5.1™* ND
14 756.3+79 686%65 546 £8.0 604+92

Los datos (mg de proteina membranal) representan el promedio + el error estandard
de 12 determinaciones correspondientes a 4 cullivos diferentes. |
ND = no determinado.

Ara C = citosin arabindsido

1/2 = cultivos crecidos con medio condicionado

111 = cultivos mantenidos con medio fresco

*= p<0.05 **=p<,005

Células positivas a la enolasa especifica neuronal (NSE+) presentes en cultwos
hipotalamicos de 12 DIV,

764 £5.9
Ara C +, 112

56.3 £ 39 504 % 3.4
Ara C -, 1/2 Ara C +, i1

Se utilizaron 4 cajas de cada condicién, corespondientes a dos cultivos diferentes
previamente {ratados para inmunocitoquimica a la enolasa especifica neuronal. Los
platos tefiidos se colocaron sobre la platina de un microscopio invertido. Se escogieron
10 campos al azar para cada plato, contandose todas las células tefidas (células
NSE+) dentro del campo. Este conteo se repitio al menos una vez.

Los datos indican el promedio % el error estandard del nimero de células NSE+
presentes en un campo,
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Una propiedad probablemente asociada al efecto estimulanie del medio condicionado sobre el
desarrollo morfoldgico de las células neuronales, es el mayor contenido de TRH-IR presente en los
cultivos tratados (Figura 7). Este efecto del medio condicionado se observa a {odas las edades de
cultivo analizadas (10,12 y 14 DIV), tanto en cultivos tratados con Ara C (Figura 7a), como en cultivos
mantenidos en su ausencia (Figura 7b), aunque las diferencias mas acusadas se observaron en
cultivos de 10 y 12 DIV en condiciones Ara C+ comparados con cultivos Ara C-. Es importante
resaltar que estos resultados muestran el promedio de los valores obtenidos de pozos individuales de
diferentes cultivos. El analisis por separado de los niveles de TRH detectados dentro de un mismo
cultivo para cada una de las distintas condiciones experimentales, muestra una mayor tendencia a
obtener valores de pmolas de TRH cercanos o en el limite de resolucién del RIA en aquellos cultivos
en los cuales se realizd el cambio {otal del medio,

Se analizd ofro pardmetro bioquimico relacionado con el catabolismo del TRH, la actividad de la
piroglutamato aminopeptidasa Il (PGA Hl). La actividad total por pozo de la enzima detectada en en
cultivos de hipotalamo Ara C+ de 12 DIV en condiciones en donde se lievé a cabo el reemplazamiento
de medio por medio condicionado homologo no muestra ser diferente de la

condicion control (Figura 8a). Sin embargo, ya que la cantidad de proteina membranal detectada en
esta etapa in vilro es menor en esta condicién (Tabla 4), la aclividad especifica de la PGA Il se eleva
significativamente (Figura 8) PGAll Cultivos + medio condicionado = 071 X 0.08 pmolas
HisProNH,/min/ mg prot. membranal vs. PGAll cultivos - medio condicionado= 0.46 + 0.5, n= 12; p
<0.005).

Las acciones del medio condicionado homélogo antes descritas podrian ser el resultado de un efecto
mitogénico sobre la poblacion neuronal y/o glial, o bien podrian deberse al efecto tréfico de
mantenimiento y prevencién de la muerte neuronal, reflejado en cualquier caso como un aumento en
el nimero de neuronas y en la promocién del crecimiento de sus neuritas. Aunque es dificil descartar
cualquiera de estas posibilidades es poco probable que el fenémeno se deba a la estimulacién de la
division celular ya que no se observan diferencias significativas en los niveles de DNA por efecto del
medio condicionado. Ademds se ha mostrado que en el hipotdlamo de los roedores las (ltimas
divisiones celulares se llevan a cabo entre los dias 11 a 14 de gestacion (Shimada y Nakamura,
1973), por lo que los cultivos murinos iniciados con tejido fetal de 14 dias poseen una poblacion
compuesta esencialmente de neuronas diferenciadas (Faivre-Bauman y cols,, 1984a), eliminando la
posibilidad de la existencia de neuroblastos responsivos a factores mitogenicos.  Por otra parte se ha
descrito que la presencia de medio condicionado homdlogo de células ganglionares de la retina del
pollo permite a estas sobrevivir al reto de la exposicion a la tetradotoxina, la cual provoca una muerte -
neuronal extensiva (Lipton, 1986), por lo tanto es plausible la alternativa de un efecto tréfico del medio
condicionado sobre el mantenimiento de la poblacidn neuronal. El aumento en el contenido de TRH-
IR observado en los cultivos crecidos en medio condicionado homélogo en los diferentes estadios in
vitro analizados, podria ser el reflejo directo del estado general de "salud" o "calidad" de los mismos, 0

mezcla 1:1 de medio condicionado de cultivos crecidos en paralelo y medio fresco sin suero. De
esta manera la combinacion resultante contenia a lo sumo 5 % de FBS. En estas condiciones los
niveles de DNA, proteina y el desarrollo de las células neuronales y gliales mostrd ser afectado de
manera similar a nuestras observaciones

( C. Guerra tesis de Licenciatura).
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Figura 7

Efecto del medio condicionado homdlogo sobre los niveles de TRH-IR en células
hipotalamicas en cultivo.

Se emplearon cultivos hipotalamicos crecidos durante diferentes periodos in_vitro (10, 12, 14
DIV) en presencia (Ara C+) 0 ausencia (Ara C-) del antimitético citosin arabindsido.

El efecto del medio condicionado se determind substituyendo cada 3 dias el volumen total
medio del cullivo, por un volumen similar de medio fresco (1/1) o por una mezcla 1:1 de
medio fresco y medio condicionado homéiogo (1/2).

El TRH presente en las células se determind mediante un RIA especifico (Joseph-Bravo y
cols., 1981) ~

Las barras representan los pg de TRH / plato de 35 mm promedio =X el error estandard del
numero de pozos individuales indicados, correspondientes a 4 cultivos distintos.

" nd.=no det__erminado
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Figura 8

Efecto del medio condicionado sobre la actividad de PGAIl en cullivos primarios de
hipotdlamo fetal.

Se emplearon cultivos hipotalamicos (Ara C+) en el 12 DIV,

Se determind el efecto de medio condicionado substituyendo cada 3 dias el volumen total del
medio de cultivo, por un volumen similar de medio fresco

(- medio condicionado) o por una mezcla 1:1 de medio fresco y medio condicionado homologo
(+ medio condicionado).

La actividad de la PGAll se ensayd en lafraccion membranal, utiizando TRH “H como
substrato. |

Las barras representan el promedlo el error estandard del nimero de platos individuales
indicados correspondientes a 4 diferentes cultlvos
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bien deberse a un efeclo especifico por parte de factores presentes en el medio sobre la preservacion
y desarrollo de la poblacién neurcnal, en paricufar sobre las neuronas TRHérgicas,

Como se menciond en la seccion anterior fa inclusion del citosin arabindsido al medio de culiivo,
provoca en relacion con cultivos no tratados una disminucion en el nimero total de células presentes
(determinado por el contenido de DNA), efecio asociado con la inhibicion de la proliferacion vy
desarrollo de la capa basal de células gliales. Este efecio del Ara C sobre la relacion neurona/glia en
los cultives provoca, probablemente de manera indirecta, un efecto estimulatorio en el desarrolio de
red neuritica. No obslante estas diferencias los niveles de TRH son similares en cuitivos tratados o
no con el antimitotico, Ara C+ vs. Ara C- en las distintas elapas analizadas (Figura 7}, lo cual parece
ser indicativo que otros eventos ademas del manienimiento de la poblacion neuronal estan
relacionados con el efecto del medio condicionado sobre el contenido intracelular del péptido. Se ha
mosirado que en esle tipo de cultivos hipotalamicos los distintos mecanismos relacionados con el
metabolismo de TRH, como fa sintesis, procesamiento y mecanismos de liberacion se desarrolian
progresivamente in_vifro (Faivre-Bauman y cols., 1988; Loudes y cols., 1989) y muestran paralelismo
con el grado de desarrollo neuronal, de manera tal que a los 12 DIV las células ya han desarrollado
sinapsis funcionales por criterios anatdmicos y electrofisiologicos (Legendre y cols., 1988) y son
capaces de sintetizar y liberar cantidades importantes de TRH (Faivre-Bauman y cols., 1986,
Publicacion 3, tabla 1). Por lo tanto la estimulacion en el procesamiento del proTRH, una
disminucion en la liberacion del péptido o una baja actividad de los mecanismos de degradacion
intracelulares, no pueden ser descartadas como alternativas para explicar este aumento en el
contenido intracelular de TRH.

Existe la posibilidad de que los efectos promotores del desarrollo neuronal antes descritos en los
cultivos tratados con el medio condicionado, se deban al uso de una concentracion menor de suero (0
de cualquiera de los otros componentes presentes), como resultado de la dilucién del medio cada vez
que se realiza el cambio °.  Sin embargo experimentos previos en el laboratorio (C. Guerra, tesis de
Licenciatura) mostraron que los cultivos hipotaldmicos a los cuales se cambid periddicamente el
volumen total de medio, son muy similares tanto el patron de desarrollo neuronal a lo largo de los
mismos, ¢como en las cantidades de DNA y proteina presentes, independientemente del porcentaje de
suero presente en el medio de cultivo (5% o 10% de FBS); y Unicamente se distinguen en el menor
grado de desarrollo y diferenciacion mostrado por la capa basal de células gliales de cultivos
mantenidos en presencia de 10% de FBS.

La capacidad del medio condicionado homdlogo de promover el desarrollo neuronal sugiere la
mediacion de factores difusibles celulares liberados al medio de cultivo. Se han descrito diversas
actividades troficas relevantes para el desarrolio del tejido nervioso tanto central como periférico
presentes en medios condicionados de diferentes tejidos y sistemas (Nawa y Patterson, 1990; Naway
Sah, 1990). Destacan en particular las que promueven la sobrevivencia neuronal (Banker, 1980, Varon
y cols., 1984; Muller y cols,, 1984, Grau-Wagemans y cols., 1984), las que estimulan la elongacion

* Es légico suponer que en nuestras condiciones cada vez que se realiza un cambio de medio

debe existir 10% de suero en el medio de los cultivos en los cuales se substituye el volumen total (al
menos durante el periodo inicial del cambio), a diferencia de la condicién del cambio de la mitad del
volumen, en donde la proporcion del suero en el medio debe ser 5% cuando menos.
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neuritica (Collins, 1978; Dribin y Barret, 1982; Henderson y cols., 1981; Banker, 1980; Muller y cols.,
1984) y aquellas que ejercen un efecto sobre la expresion fenotipica de alguna caracteristica
especifica como el tipo de neurotransmisor sintetizado {Paiterson y Chun, 1977). Se han aislado y
caracterizado a lo largo de estos ultimos afios varios de estos factores neurotréficos permisivos; enire
ellos se encuentran: el factor de crecimiento nervioso (NCF), el factor neurotréfico citiar (CNF), el
factor neurotrofico derivado del cerebro (BDNF) y el factor basico de crecimiento de fibroblastos
(bFGF) (Levi-Montalcini y Angeletti, 1968; Barden y cols., 1982, Barbin y cols., 1984; Walicke y cols,,
1886, 1988; Unsicker y cols., 1987). En el caso particular de las células hipofalamicas se ha
observado recientemente que faclores como el IGF-1 y el bFGF poseen efectos troficos potentes tanio
sobre la sobrevivencia y desarrollo de las células neuronales, como sobre la proliferacion de las
células gliales (Torres-Aleman y cols., 1890a,b).

Basados en el caracler eminentemente glial de la poblacion no neuronal en cultivos hipofaldmicos
murinos (Benda y cols., 1975; Puymirat y cols., 1982), es posible especular sobre la participacion de
las células astrogliales en los efectos antes descritos. Se ha caracterizado a la astroglia como una
fuenie importante de factores tréficos solubles necesarios en el mantenimiento de neuronas centrales
(Banker, 1980; Varon y cols., 1984; Muller y cols., 1984; Grau-Wagemans y cols., 1984). Se ha
observado por ejemplo que el medio condicionado glial estimula la maduracion morfolog;ca
crecimiento y sobrevivencia de cultivos neuronales (Sensenbrenner y cols., 1980; Banker, 1980).

el caso de las neuronas peptidérgicas se ha sugerido que los astrocitos partmtpan en los mecanusmos
de control de la liberacion de oxitocina y vasopresina por parte de neuronas hipotaldmicas (Hatten y
cols., 1984). La descripcion de que en cultivos corticales, la presencia de células gliales o el medio
conducmnado glial modifican la liberacién basal y estimulada por forskolina de la somatostatina (Pares-
Herbute y cols., 1988), mientras que el tratamiento de cultivos de neuronas simpaticas con medio
condicionado de células no neuronales derivadas del ganglio cervical superior (formadas principalmente
por células gliales de Schwann) estimula la expresion del RNAm a somatostalina, (Spiegel y cols.,
1990), son resultados que ejemplifican la importancia que tiene la produccién de factores solubles por
parte de las células gliales en el control de la expresién y liberacién de un mismo péptido en dos
sistemas distintos.

No es posible descartar sin embargo otros efectos accesorios mediados por las células gliales. Por
ejemplo se ha mostrado que las células astrogliales producen laminina la cual promueve la adhesion
neuronal asi como la elongacion de neuritas en cultivos de células hipotaldmicas (Faivre-Bauman vy
cols., 1984b), lo cual podria estar relacionado con el efecto tréfico mostrado por los astrocitos sobre la
regulacion de la densidad sindptica en cultivos cerebelares (Meshel y cols.,1987), afectando de manera
indirecta el contenido de los productos presentes en las terminales nerviosas.
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Conclusion

Actualmente se reconoce que la funcionalidad del Sistema Nervioso Central depende en gran medida
de las complejas interacciones que existen en el tiempo y en el espacio, entre los diversos tipos
celulares que lo constituyen. Evidencias experimentales obtenidas in vitro muestran que la expresion
de diversas actividades neuronales se ve influenciada por la presencia de células no neuronales,
particularmente por celulas gliales (Pares-Herbute y cols., 1988; Spiegel y cols., 1290), efectos que
parecen ser mediados tanto por conlactos celulares d:rectos como por la produccnon y liberacion al
medio de factores solubles. Probablemente como consecuencia de lo anterior se ha mostrado en
algunos casos que el desarrollo y expresion de actividades metabdlicas en cultivos puros es diferente
de los cultivos celulares mixtos formados por poblaciones celulares de ambos tipos. De esta manera
uno de los objetivos planteados al inicio de este trabajo fue el compromiso de desarrollar cultivos

“mixtos que en lo posible reflejaran las interacciones neurona-glia existentes in_vivo. Los cultivos

primarios derivados de tejido nervioso fetal de ratdn que hemos desarrollado se encueniran
compuestos por una mezcla de diferentes estirpes celulares. El analisis de los mismos muestra la
existencia de una poblacion importante de células neuronales, (identificadas tanto por sus
caracteristicas morfologicas, como por su inmunoreactividad a la enolasa especifica neuronal) y cuya
presencia se relaciona con el desarrollo de actividades asociadas a diversas subpoblaciones
neuronales: neuronas CABAérgicas (actividad de GAD y sintesis de_novo de GABA; neuronas
TRHérgicas (sintesis y liberacion de TRH).

Uno de los objetivos especificos de estos estudios fue el establecimiento de condiciones
metodologicas que permitieran mejorar la "calidad" de los cultivos, reflejada particularmente en la
produccion de TRH. Estudios en otros sistemas de cultivo de células hipotaldamicas muestran que
factores como el substrato empleado o el método de dispersion influyen en el establecimiento de la
poblacidn neuronal TRHérgica. (Faivre-Bauman y cols., 1986; Glentbowski y cols., 1986). En nuestras
manos, las modificaciones en el protocolo original relacionados con el método de dispersion, la
preparacion de los platos, el uso de antimitéticos o de medio condicionado homdlogo, han permitido
obtener preparaciones que expresan y liberan niveles significativos de TRH, y que comparados con los
cultivos desarroliados al inicio de estos trabajos muestran un mayor grado de reproducibilidad. Otras
estrategias como la utilizacion de ascorbato en el medio (Glentbowski y cols,, 1986) podrian ser
empleadas para la oblencidn niveles superiores del péptido. Las propiedades electrofisiologicas y

~ anatdmicas a nivel de microscopia electrénica mostradas por las neuronas en cultivos murinos muy

similares a los nuestros (Legendre y cols., 1988), en conjunto con las caracteristicas anatémico-
funcionales antes descritas, permiten validar la utilizacion de los mismos como modelos experimentales

in_vitro del estudio de la bioquimica celular de las neuronas en general, en especial de aquellas que

sintetizan TRH y otros neuropéptidos.
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OBJETIVOS y METAS

Como se menciond anieriormente, existe en el cerebro de los mamiferos una piroglutamalo
aminopeptidasa membranal (PCAll) que degrada in vitro al TRH. La alla especificidad mostrada por la
enzima con respecto al TRH, su localizacion hetercgénea en el cerebro y su abundancia en la fraccion
enriquecida en terminales nerviosas, son caracleristicas que sugieren un posible papel de la enzima
en el metabolismo exiracelular del neuropéptido. Consideramos sin embargo que la definicion de
caracteristicas tales como la localizacion celular especifica de la PGAll y la fopologia que presenta en
la membrana plasmatica eran evenios celulares de gran importancia para establecer el papel
especifico y la relevancia fisioldgica que esta peptidasa posee en la inactivacion de la sefial bioldgica
del TRH.

El trabajo experimental realizado tuvo asi como proposito fundamental el tratar de resolver las
siguientes preguntas:

a) ¢, Como se encuentra orientada la PGAIl en la membrana
plasmatica de las células nerviosas ?

b) ;, Cudl o cudles son los tipos celulares en donde se localiza a la PGAIl ?,

Los resultados obtenidos se describen en el siguiente capitulo y en las siguientes publicaciones:

1.- J-L Charli, C. Cruz, M.A. Vargas and P.Joseph-Bravo (1988).

The narrow specificity Pyroglutamate Amino Peptidase degrading TRH in rat Braln is an ectoenzyme.
Neurochem. Int. 13(2): 236-242.

2- C. Cruz, JL. Chail, MA. Vargas and P. Joseph-Bravo (1991). Neuronal localization of
Pyroglutamyl Peptidase Il in primary cultures of fetal mouse brain. J. Neurochem., 56: 1594-1601.

De manera paralela a estos trabajos, se llevaron a cabo experimenios tendientes a resolver la
participacion de las enzimas solubles PGAl y PE en ¢l control de los niveles intracelulares del TRH en
el hipotalamo de los roedores, trabajo que se llevd a cabo en colaboracién con M. Méndez y cuyos

- resultados relevantes a cultivo se encuentran descritos en la publicacion 3 y en el apéndice anexo a

esta tesis.

3. M Mehdez C. Cruz, P. Joseph-Bravo, S. Wilk and J-L Charli (1990) Evaluation of the role of |

prolyl endopeptldase and pyroglutamyl peptidase | in the metabolism of LHRH and TRH in brain,
Neuropeptides 17:55-62,




CAPITULO Il ESTUDIOS SOBRE LA ORIENTACION MEMBRANAL
Y LOCALIZACION CELULAR DE LA PGAII

Estrategias experimentales

Qrientacion sobre la membrana plasmatica ge las células nerviosas de la PGAI

La determinacion de la orientacién de la PGAIl sobre la membrana plasmatica de las células nerviosas
se llevd a cabo en dos modelos experimentales in_vifro: la preparacion de terminales nerviosas
aisladas (sinaptosomas) obtenidas del cerebro completo de la rata y los cultivos primarios de células
de corteza fetal del raton; las cuales poseen actividades significativas de la enzima presentes en fas
fracciones de membrana plasmatica correspondientes (O'Connor y Q'Cuinn, 1984, Torres y cols., 1986
y resultados publicacion 2).

Las estrategias experimentales utilizadas consistieron en:

a) Determinar si en las preparacion sinaptosomal y en células en cultivo lntactas incubadas en
presencia de TRH [-H Pro] se detectaba la aparicion del metabolito His-Pro[’HJNH, en el medio de
incubacidn, un indice de la actividad de PGAII.

b) Mostrar si la lisis de los sinaptosomas por medio de un shock osmotico o la permeabilizacion de la
membrana plasmética de las terminales nerviosas por efecto de diversos detergentes como el Triton
X-100 y la saponina eran capaces de exponer sitios intermos y por lo tanto incrementar la actividad de
PGAIl. El efecto permeabilizante de la saponina se ensayd también en la preparamon de células
infactas.

¢) Determinar si la dlgestion suave de las proteinas presentes en la membrana plasmatica de los
sinaptosomas ¢ de las células intactas en cultivo, mediante el tratamiento previo de la mismas con
ripsina, estaba asociada a la disminucion de la actividad de la enzima membranal, La especificidad
de la accion de la tripsina sobre la actividad de las proteinas membranales y no sobre todas las
proteinas en general por ruptura membranal, se verifico midiendo la actividad presente de las enzimas
solubles LDH y PGAIl; ademds en el caso de la preparacion de células intactas se determind la
viabilidad de la preparacién mediante la tincién de las células con el colorante vital azul tripano.
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Localizacion celular de la PCAIl

- Se utilizaron cultivos primarios de corteza e hipotdlamo fetal del ratén, sometidos a diferentes

condiciones experimentales que estimularon el enriquecimiento o la desaparicion de un tipo celular
especifico, de manera tal que los resultados obtenidos fueran indicativos de la presencia de la PGAIl
en una poblacion celular determinada (neuronas y/o células gliales). Con tal objeto se decidio:

a) Comparar la actividad de PGA I presente en cultivos hipotalamicos mantenidos en presencia del
antimitético citosin arabindsido (por efecto del cual se modifica la relacion neuronal/glial), con respecto
a la existente en cultivos no tratados.

b) Establecer si la desaparicion especifica de la poblacion neuronal en los cultivos de corteza por
efecto del agente neurotdxico glutamato, se veia acompafiada de la disminucion paralela en la
actividad de PGAIL

c) Determinar la actividad presente en cultivos puros de astroglia,
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RESULTADOS PUBLICADOS (Trabajos)

Publicacion 1 Qrientacion membranal de la PGA |l

Los sinaptosomas intactos obtenidos del cerebro de la rata incubados en presencia de °‘H-TRH
mostraron una actividad degradativa de PCAIl similar a la observada en la preparacion de membranas
sinaptosomales oblenidas por schock osmodtico {labla 1). La permeabilizacion de la membrana
sinaptosomal por efecto de la saponina produjo un aumento significativo en la actividad de la enzima
(42% sobre el control), en tanto que el tralamiento de los sinaptosomas intactos con el detergente
Triton X-100 solo causé un pequefio, pero no significativo aumento en su actividad (tabla 1). El
pretratamiento de las terminales nerviosas con tripsina redujo fueriemente la actividad de la PGAI,
efecto que se mostrd dependiente del tiempo de incubacién con fa tripsina y que alcanzo un grado de
inhibicion del 75% a los 20 minutos. Bajo las mismas condiciones la actividad de la enzima soluble

LDH no se modificd, lo cual indica que la accion de la tripsina ocurrid Unicamente sobre las
ectoproteinas de la membrana y no fue un efecto generalizado sobre todas las proteinas celulares

(fabla 2). Estos datos en conjunto sugieren que un alto porcentaje de la actividad detectada en fos

sinaptosomas se encuentra sobre la cara exierna de la membrana plasmatica.

Las celulas intactas de corteza cerebral en cultivo fueron capaces de transformar {’H} TRH exdgeno a
His-"H}ProNH, , proceso degradativo que mostré ser proporcional al tiempo de incubacion hasta por 30
minutos. La actividad tofal delectada en las células intactas fue similar a la observada en la
preparacién membranal equivalente, La actividad de PGAIl detectada en las membranas de las
células no se modificd preincubar con yodoacetamida, la cual inhibe por completo a la PGAI (5 min,
37° C, 0.25 mM), ni con un lavado previo de las membranas con 1 M de NaCl, lo cual apoya a
especificidad del ensayo utilizado en la determinacion de la PGAIl y descarta la posibilidad de que la
actividad detectada sea el resultado de la accién de la PGAI soluble, cuya actividad especifica en
cultivo es muy elevada (fabla 4). Estas evidencias son indicativas de la presencia de la PCAIl en el
lado externo de la membrana de las células nerviosas.

La permeabilizacion de las células infactas con saponina (efecto determinado por la tincién celular
con azul tripano) produjo un hinchamiento generalizado de las celulas, principalmente en las que
poseen apariencia neuronal, lo que ocasiond la alteracién de la red de neuritas. Estos eventos
morfoldgicos estuvieron acompafiados por una disminucion significativa de la actividad total de PGA Il
y proteina membranal, pero no de la actividad especifica (tabla 3, exp. 1), lo cual sugiere que el
decremento en la actividad se debe a la pérdida de material celular durante el proceso de lavado de
la preparacion subsecuente a la incubacion con la saponina. A concentraciones mucho menores de
saponina las células permeablhzadas mantuvieron su organizacion y apariencia caracteristicas, sin
pérdida aparente de la proteina membranal. Bajo estas condiciones solo se observd una ligera
disminucion de la actividad de PGAII tanto total, como especifica (tabla 3, exp. 2 y 3).

La preincubacion de las células corticales con tripsina produjo una dssmmucuon considerable de la
actividad de PGAll (70% del controf), sin afectar la actividad de la LDH y PCGAl o alterar la
organizacion histotipica de los cultivos (tabla 4).
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Publicacidn 2 Loczlizacion celular de la PGAI

La caraclerizacién del tipo o tipos celulares en donde se localiza la PGAIll se lievd a cabo en células
intactas y en preparaciones membranales obienidas de cultivos mixios de corieza e hipotdlamo fetal
de raton, asi como en cultivos puros gliales.

Se detectd actividad de la PGAll en cultivos de corteza e hipotdlamo fetal a lo largo del desarrolio in
vitro de los mismos (iebla 1). Dado que la actividad total y la proteina membranal siguieron un curso
paralelo durante los distintos dias no hubo diferencia en la actividad especifica al inicio o al final de
los mismos (4 DIV - 14 DIV), sin embargo la actividad detectada en las células corticales mostré ser
ligeramenie mayor que la determinada en las células del hipotdlamo (tabla 1). En estas etapas se
localizaron neuronas en diferentes efapas de desarrollo (identificadas por su tincion positiva contra el
anticuerpo anti NSE) (fig. 1 a,c).

La adicién del antimitdtico cilosin arabinésido (Ara C+) al 5 DIV a los cultives primarios hipotalamicos
detuvo la proliferacion exiensiva de las células no neuronales: los niveles de DNA en cultivos fratados
(Ara C+) de 10 DIV fueron 67% mayores a los observados en los cultivos no tratados (Ara C-) (tabla
2). El efecto del antimitdtico se vio reflejado en diferencias morfoldgicas relacionadas con el grado de
desarrollo de las células neuronales (fig. 1¢, 1d).  Los cultivos hipotalamicos Ara C+ mostraron
mayor nimero de células NSE positivas (Resultados seccion cultivo, Tabla 5), asi como un
desarrollo mas extenso de la red neuritica. La actividad especifica de PGAll en los cultivos Ara C+
fue 1.6 mayor que en los cultivos Ara C- (fig. 2); por ofra parte la relacion entre 1a actividad de PGAll
y el nimero de células (PGAIl/ug DNA) aumenté 3 veces comparado con los cultivos no fratados
(Tabla 2). En contraste, la actividad especifica de la PGAl aumentd de manera significativa en los
cultivos no tratados con el antimitético (fig. 2).

La adicién del glutamato a los cultivos de corteza de 12 DIV (0.5 mM, 5 min) provocé un hinchamiento
inmediato del cuerpo celular de las neuronas (fig. 3b vs.3a), las cuales regresaron a su morfologia
original minutos después de la eliminacion del aminoacido del medio de cultivo.  Sin embargo con el
paso de las horas, se observd una progresiva y extensa degeneracion neuronal (fig. 3c), la cual se
hizo mas evidente en las células neuronales organizadas en pequefios grupos. Este proceso
degenerativo mostré ser especifico de la poblacion neuronal, ya que no se observaron cambios
aparentes en la moriologia de las células que conforman la capa basal glial subyacente. La
destruccion de las células neuronales por efecto del glutamato mostré ser un proceso dependiente del
tiempo (observaciones cualitativas) que correlaciona con una disminucion concomitante en la actividad
de PGAIl lanto en la fraccion membranal (fig. 4), como en las células intactas (fig. 5). Como un
control del efecto neurotdxico especifico del glutamato, se midid la actividad de la descarboxilasa del
acido glutamico (GAD), enzima presente exclusivamente en la poblacién de neuronas GABAérgicas.
La determinacion de la enzima se llevé a cabo en cultivos derivados de corteza debido a la mayor
proporcion de células GABAergicas existenies en esta area cerebral comparada con el hipotalamo. La
actividad especifica de la GAD en los cultivos tratados con el glutamato disminuyé alrededor de un
35% cuando se le compara con la presente en cultivos no tratados (fig. 4). |
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Cuando los cultivos corficales se mantuvieron por espacio de mas de 3 semanas in vitro se produjo
una degeneracion neuronal espontanea y progresiva, al término de la cual solo sobrevivieron células
poligonales aplanadas identificadas como células gliales mediante la tincion con el anticuerpo
especifico contra la proteina acidica fibrilar glial (GFAP). En estos cultivos al igual que en cultivos
gliales puros obtenidos a partir de tejido cortical de ratones recién nacidos (McCarthy y de Vellis,1980)
(fig. 11) no se pudo detectar PGAIl. En coniraste los cultivos gliales mostraron una actividad muy alta
~de la PGA | soluble (fig. 2), comparable a la presente en los cultivos Ara C- del hipotalamo y superior
a la existente en cultivos de hipotalamo o corteza Ara C+ (fig. 2 y Apéndice Fig.10).

DISCUSION GENERAL
Topologia fransmembranal de fa PGA Il

Se han esiablecido diversos requisitos que deben ser cumplidos para que una enzima pueda ser
considerada dentro de la categoria de las ectoenzimas (es decir proteinas intrinsecas de la membrana
plasmatica que poseen su sitio activo localizado sobre la cara exiracelular (Tabla 6).

Los datos obtenidos en dos sistemas experimentales in vitro (sinaptosomas y células en cultivo
primario) muestran que la PGAIl presente en las células en cultivo es una auténtica ectoenzima. Esta
conclusion se deriva de las siguientes observaciones:

1) Se detectd a la actividad degradativa de la enzima {anio en la preparacion sinaptosomal, como en
la de células intactas mediante la utilizacion de un substrato no permeable.

La posibilidad de que el HisProNH, detectado en el medio de incubacién haya sido el producto de la
accion de la PGAI soluble (o0 de una poza intracelular de PGAIl) en el interior celular como resultado
de la captura del TRH y su posterior expulsion, no es consistente con las caracteristicas del curso
temporal de la degradacion, la cual mostré un comporiamiento lineal antes de alcanzar una meseta.
Se ha mostrado que las terminales nerviosas son incapaces de internalizar al TRH-"H (Parker y cols.,
1977; H.Torres, J.L. Charli y P, Joseph-Bravo, resultados no publicados) y aunque se ha descrito fa
acumulacion de TRH marcado por parie de rebanadas hipotalamicas (Charli y cols., 1984}, la Vmax
del fenémeno es muy baja, por lo que no se considera que juegue un papel significativo en los
mecanismos de inactivacion del TRH. Ademas en el caso de los cultivos primarios los ensayos se
llevaron a cabo en condiciones en donde la actividad de la enzima soluble PGAI se encuentraba
inhibida casi al 100% {Apéndice, Fig. 9 y Publicacién 3), por lo que se descaria la participacion de
esta enzima. -

2) La actividad de PGAIl se redujo drasticamente como resultado de la digestion mediada por tripsina
de las proteinas membranales.

Es posible descartar la posible participacion de PGAI (o PGAIl) liberadas al medio exiracelular como
“resultado de la muerte de Ias células o de la ruptura de las terminales nerviosas por efecto del
tratamiento con tripsina ya que tanto la actividad de la PGAI, como la de LDH otra enzima soluble, se
mantuvieron intactas (Publicacion 1, tablas 2 y 4).
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Cuando los cultivos corticales se manfuvieron por espacio de mas de 3 semanas in vitro se produjo
una degeneracion neuronal espontanea y progresiva, al término de la cual solo sobrevivieron células
poligonales aplanadas identificadas como celuias gliales mediante fa tincion con el anticuerpo
especifico contra la proteina acidica fibrilar glial (GFAP), En estos cultivos al igual que en cultivos
gliales puros obtenidos a partir de tejido cortical de ratones recién nacidos (McCarthy y de Vellis, 1980)
(fig. 1) no se pudo detectar PGAIl. En contraste los cultivos gliales mostraron una actividad muy alla
de la PGA | soluble (fig. 2), comparable a la presente en los cultivos Ara C- del hipotalamo y superior
a la existente en cultivos de hipotalamo o corteza Ara C+ (fig. 2 y Apéndice Fig.10).

DISCUSION GENERAL
Topologia transmembranal de la PGA Il

Se han establecido diversos requisitos que deben ser cumplidos para que una enzima pueda ser
considerada dentro de la categoria de las ectoenzimas (es decir proteinas intrinsecas de la membrana
plasmatica que poseen su sitio activo localizado sobre la cara extracelular (Tabla 6).

Los datos obtenidos en dos sistemas experimentales in_vitro (sinaptosomas y células en cultivo
primario) muestran que la PGAIl presente en las células en cultivo es una auténtica ectoenzima. Esta
conclusién se deriva ge las siguientes observaciones:

1) Se detectd a la actividad degradativa de la enzima tanto en la preparacion sinaptosomal, como en
la de células intactas mediante la utilizacion de un substrato no permeable.

La posibilidad de que el HisProNH, detectado en el medio de incubacién haya sido el producto de la
accion de la PGAI soluble (0 de una poza intracelular ge PCAIl) en el interior celular como resultado
de la captura del TRH y su posterior expulsidn, no es consistente con las caracteristicas del curso
temporal de la degradacion, la cual mostrd un comportamiento lineal antes de alcanzar una meseta.
Se ha mostrado que las terminales nerviosas son incapaces de internalizar al TRH-"H (Parker y cols.,
1977; H.Torres, J.L. Charli y P. Joseph-Bravo, resultados no publicados) y aunque se ha descrito la
acumulacion de TRH marcado por parte de rebanadas hipotalamicas (Charli y cols., 1984), la Vmax
del fenomeno es muy baja, por lo que no se considera que juegue un papel significativo en los
mecanismos de inactivacidon del TRH. Ademds en el caso de los cultivos primarios los ensayos se
llevaron a cabo en condiciones en donde la actividad de la enzima soluble PGAI se encuentraba
inhibida casi al 100% (Apéndice, Fig. 9 y Publicacién 3), por lo que se descaria la participacion de
esta enzima. |

2) La actividad de PGAIl se redujo drasticamente como resultado de la digestion mediada por tripsina
de las proteinas membranales. .
Es posible descartar la posible participacién de PGAI (o PGAIl) liberadas al medio extracelular como
resultado de la muerte de las células o de la ruptura de las terminales nerviosas por efecto del
tratamiento con tripsina ya que tanto la actividad de la PGAI, como la de LDH ofra enzima soluble, se
mantuvieron intactas (Publicacion 1, tablas 2 y 4).
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Criterios para definir a una ecloenzima

La actividad de la enzima debe ser detectaca utilizando células intactas.

La enzima no debe ser liberada al medio externo

El substrato utilizado para detectar a la enzima, debe ser alguno que en lo posible no
penelre a las células.

La ruptura de la células no debe estar acompafada por un aumento en la actividad de
la misma.

Los productos de la reaccion enzimatica se deben localizar en el exterior de la célula.
Se debe inhibir a la enzima selectivamente, mediante la utilizacién de reactivos que se

unan a la misma de manera covalente y que ademas no penetren a la célula.

(Tomado de Karnovski M.L., 1986; Cellular Biology of Ectoenzymes.)
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La actividad de tiroliberinasa presenie en el medio recien suplementado con suero fetal bovino al 10%
fue muy baja (2.0 + 0.5 fmolas His-ProNH,/min/ml medio) y representd unicamente el 0.5% de la
actividad total deteclada en el caso de las células intactas no lavadas previamente antes del ensayo,
eliminando la posibilicad de un efecto inespecifico debido a la adsorcion de la enzima sobre la
membrana de las células. Tampoco se detectd actividad degradativa significativa de PGAIl en el medio
de cultivo mantenido en presencia de las células por espacio de 3 dias, lo cual descarta una posible
liberacion constitutiva de 1a enzima por parte de las células.

3) La actividad de la PGA Il no se incrementd por efecto de la homogenizacidn, permeabilizacion o
solubilizacién de la membrana tanto en las células, como en las terminales nerviosas, a excepcion de
un incremento en los sinaptosomas tratados con saponina. La posibilidad de que exista una poza
intracelular de la enzima no se descarta, sin embargo es probable que este detergente pueda haber
desenmascarado sitios de la enzima presentes en la membrana, como se ha descrito para otras
actoenzimas como la 5'nucleotidasa de los granulocitos del cobayo (De Pierre y Karnovsky, 1974).
Este efecto no se observd en las células en cultivo debido posiblemente a las menores
concentraciones de saponina utilizadas en los experimentos 2 y 3 y a que en el caso del experimento
1 la saponina produjo una pérdida de material membranal (Publicacion 1, tabla 3).

Localizacion celular de 1a PGAII

Como se menciond anteriormente nuestros cultivos primarios de corteza fetal crecidos en medio
suplementado con suero fetal bovino, poseen una actividad considerable de la PGAIl. En contraste a
estos datos se ha descrito que cultivos hipotaldmicos murinos mantenidos en medio definido no son
capaces de degradar TRH exdégeno afadido al medio de incubacion (Faivre-Bauman y cols., 1986,

1988). Esta discrepancia de resultados no se debe a diferencias regionales ya que una actividad muy
similar a la de corteza se encuentra también presente en los cultivos hipotaldmicos, ni tampoco a la
contaminacién de tiroliberinasa presente en el suero fetal afiadido al medio de cultivo (ver inciso
anterior). Es probable que factores presentes en el suero sean necesarios para inducir la actividad de
la enzima en las células en cultivo,

La actividad de PGAIl se detecto tanto en cultivos htpotalamlcos como de corteza cerebral en etapas
tan tempranas como 4DIV ‘. En cultivos hipotaldmicos murinos esta etapa representa una fase
primitiva del desarrolio neuronal. en donde se observa tanto excitabilidad como actividad eléctrica
espontanea, pero en donde aun no se desarrollan contactos sindpticos maduros (Legendre y cols.,
1988). Estos datos sugieren que la expresidn de la enzima in vitro es parcialmente independiente de
la formacion de sinapsis funcionales. Estudios ontogenéticos llevados a cabo en nuestro laboratorio
sobre el patron de desarrollo de la PGAIl in vivo, muestran que la actividad mas alta de la enzima en
el cerebro se observa en etapas tempranas postnatales, mientras la sinaptogénesis se lleva a cabo
(M.A. Vargas, J. Herrera, J.L. Charli y P.Joseph-Bravo, sometido).

*  Experimentos recientes en nuestro laboratorio muestran al igual que nuestros resultados

que la actividad especifica de la PGAIl es muy similar a lo largo del desarrolio de cultivos de corteza
cerebral derivados de tejido fetal de la rata. (J.L.Redondo no publicado)
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Una evidencia importante de la presencia de PGAll en las células neuronales es el incremento
significativo de su actividad especifica observado en los cultivos hipotalamicos en donde se estimuld
un aumento en la relacién neurona/glia, como resultado de la inclusion del antimitotico Ara C. No se
puede sin embargo excluir la posibilidad de otros efectos indirectos mediados por la Ara C, como ha
sido reportado en otros sistemas de cultivo (Sisken y cols.,1985; Patel y cols., 1988).

Una de las estrategias experimentales utilizadas in vivo e in vitro para tratar de definir fa localizacién
celular de algunas peptidasas, ha sido el empleo de moléculas que afectan la sobrevivencia de las
células neuronales (neurotoxinas) (Koshiya y cols., 1984, Waskman y cols., 1986b). Dentro de estas
neurotoxinas es de especial interés el glutamato, el cual se encuentra presente en alta concentracion
en el Sistema Nervioso Central de los mamiferos (rango milimolar), en donde participa normalmente

en el proceso de la transmision sinaptica excitatoria (Curtis y Johnston, 1974). Sin embargo se sabe
también que la exposicidn sostenida de este aminodcido provoca la degeneracién selectiva neuronal
en todas las areas del cerebro en donde se ha probado {Olney y cols., 1969, 1971; Coyle y cols.,
1981). Se ha propuesto que este efecto neurotdxico del glutamato podria participar especificamente
en la pérdida neuronal asociada a diversas enfermedades neuroldgicas, como la atrofia
olivopontocerebelar, la enfermedad de Huntington, la epilepsia y las embolias entre otras {Choi, 1988).
Se ha mostrado que el glutamato tiene un efecto mas potente que el kainico en la destruccion
neuronal in vitro (Choi y cols., 1987a), de manera tal que su exposicidn por un tiempo breve provoca
la destruccion extensa de neuronas de corteza cerebral del ratdon mantenidas en cultivo, sin afectar a
la capa basal de células gliales (Choi y cols., 1987a), efecto que se muestra altamente dependiente de
factores como iones, temperatura, pH, tiempo de exposicion y edad del cultivo {Choi y cols., 19870;
Favaron y cols., 1988). Este antecedente sirvid como base experimental para definir la localizacion
~celular de la PGA II.

La reduccion significativa en la actividad de la enzima, asociada a la degeneracion neuronal selectiva
in_vitro que observamos como resultado de la exposicion de los cultivos corticales al glutamato, es un
argumento que apoya la localizacidn neuronal de la PGAll. La actividad de la GAD, ofra enzima
neuronal, disminuyé también de manera significativa pero en menor grado por efecto de la neurotoxina
que la PGAIl (34 + 4 % vs 56 £ 6 % de los valores controles respectivos). Esto podria ser atribuible
a la resistencia selectiva que muestran ciertas poblaciones celulares al efecto de las neurotoxinas
(Monaghan y cols,, 1982; Greenamyre y cols., 1985). En particular, las neuronas inmunoreactivas a
GABA en cultivos corticales parecen tener una resistencia moderada despues de la exposicion de
ciertas concentraciones del analogo del glutamato, el N-metil D-aspartato (Tecoma y Choi, 1989).
Otras subpoblaciones de neuronas del cerebro anterior que contienen somatostatina y la enzima
NADPH-diaforasa, muestran resistencia al quinolinato (un andlogo del NMDA), en tanto son muy
vuinerables al efecto del glutamato (Koh y cols., 19868). Es posible que las actividades residuales de
la PGAIl y GAD pudieran ser el refiejo de una distribucion celutar especifica de los receptores al
glutamato o bien deberse a la eliminacidn incompleta de las diferentes poblacuones neuronales, Como
resultado de las condiciones del ensayo utilizadas.

No se ha observado degradacion de TRH en cultivos primarios de astroblastos, ni en astroblastos
diferenciados a astrocitos por efecto de AMPc¢ (Bauer, 1987b), y solamente una actividad muy
pequena de PGAIl se encuentra presente en la linea celular glial C6 (Wilk y cols., 1988), la cual por el
contrario posee una actividad muy alta de PGAl  Estos reportes coinciden con la ausencia de
actividad degradativa de PGAIll observada en los cultivos gliales puros y en la poblacion de células
poligonales de naturaleza glial que permanecen fuego des la degeneracién neuronal espontanea.
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Un reporte preliminar en la fiteratura mostré la degradacion de TRH asociada a la actividad de PGAIl
por parte de cullivos puros neuronales (Bauer, 1987), dalo que ha sido confirmado recieniemente
(Bauer y cols., 1990). Ademas se ha descrito la presencia de la enzima en células de la linea
tumoral neuronal neuro-2A (Wilk y cols., 1988). Estos dalos aunados a los resultados agui reportados
proporcionan evidencias que sugieren fueriemente la presencia de la actividad degradativa de TRH
mediada por la PGAll asoclada a la membrana plasmética de las neuronas en cultivo.

Es importante sefialar sin embargo que en el caso de la endopeptidasa 24.11 (encefalinasa) descrita
inicialmente como una enzima glial a partir de su presencia en cultivos de astroblastos puros
(Horthemske y cols., 1983), se mostrd posteriormente su localizacién neuronal especifica mediante
diversos estudios in vilro o in vivo (Waskman y cols., 1986; Barnes y cols., 1988; Back y Gorenstein,
1989), por lo que la presencia neuronal de PGAIl deberd ser confirmada mediante el uso de tecnicas
complementarias (histoquimica, hibridizacion in_situ del RNAm especifico, inmunohistoquimica acoplada
a substratos fluorogénicos).
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CONCLUSION

Papel de la degradacion extracelular en el metabolismo de los neuropéptidos.

Uno de los requisitos bdasicos que deben ser cumplidos para que un péptido funcione en la
comunicacion nerviosa, es la existencia de mecanismos de inactivacion rapidos y eficientes que
terminen la accidn bioldgica del mismo, En analogia con lo que ocurre en la unién neuromuscular en
el proceso de hidrdlisis de la acetilcolina por parte de la enzima acetilcolinesterasa, se ha sugerido la
posibilidad de que existan peptidasas en la vecindad de los receptores a estos péptidos, de manera fal
que la accidn concertada de los mismos permita la transmision continua de las sefiales bioldgicas de
estas moléculas neurotransmisoras. De esta manera las enzimas podrian influir de manera directa en
la concentracion de las substancias en sus sitios "blanco”, asi como también en la duracion de su
accion y por lo tanio en la respuesta bioldgica.

Esta opcion resulta atractiva dado que los péptidos activos son susceptibles de ser hidrolizados por
peptidasas presentes en el tejido nervioso (Schwartz y cols., 1983). Sin embargo, el papel que estas
enzimas poseen depende ademds de su identificacion en el cerebro, de otros factores tales como sus
caracleristicas cinéticas y de especificidad a los substratos endégenos, asf como de su localizacion
celular y subcelular especifica.

El estudio de la degradacion enzimatica de los neuropéptidos resulta dificil debido a varias razones: -

) generalmente un mismo neuropéptido puede ser hidrolizado por una multiplicidad de enzimas
distintas, de manera tal que en muchos casos se producen patrones de fragmentacion complejos. No
obstante las restricciones conformacionales impuestas por la estructuras secundarias y terciarias de los
péptidos para que se lleve a efecto el corte inicial y los cories subsecuentes por parte de enzimas
particulares, es claro que a medida que aumenta el tamafio de los péptidos se incrementa también el
nimero de metabolitos producides, dificultando de esta manera el analisis de los productos;

ii) la dificultad existente en aislar y purificar a las enzimas involucradas; |

iii) las bajas concentraciones de péptidos presentes o sus metabolitos en ciertas regiones;

iv) la ausencia en muchos casos de substratos sintéticos y de inhibidores especificos de las enzimas
que dificultan el establecimiento de ensayos in vitro apropiados.

Por otra parle se ha mostrado que el metabolismo de péptidos exdgenos por enzimas cerebrales
purificadas o fracciones de tejido no refleja necesariamente la ruta metabdlica exacta de degradacion.
El uso de preparaciones celulares intactas como los sinaptosomas y los cultivos primarios, ha
simplificado los estudios, permitiendo por ejemplo descartar la participacion de numerosas enzimas

inicialmente propuestas en los mecanismos de inactivacion de las encefalinas (Rose y cols., 1989).

De esta manera se ha podido establecer que de todas las enzimas descritas hasta la fecha capaces
de degradar in vitro a los neuropéptidos, quiza solo unas cuantas posean las propiedades adecuadas
para desempefiar un papel funcional en el meiabolismo degradativo de los mismos. Dentro de estas
se encuentran varias enzimas presentes sobre la membrana de terminales sinapticas como la llamada
enzima convertidora de angiotensina (ACE, EC 3.4.15.1) (Skidgel y Erdos, 1985), la endopeptidasa
24.15 (EC 3.4.24.15) (Acker y cols., 1987, Molineaux y cols., 1988) y la endopeptidasa neutral 24.11
(NEP, EC 3.4.24.11), tambien conocida como "encefalinasa” (Hersh, 1982; McKelvy, 1986, Turner,
1988), las cuales poseen la capacidad de degradar una gran variedad de péptidos activos (Tabla 7).



Tabla 7

Péptidos hidrolizados por la endopeptidasa 24.11 in vitro

Substrato Km{ph) k..{min") k..Km

Neurokinina A 113 21560 181
Substancia P 32 5062 158
Bradiquinina g2 6364 69
Leu-enk 86 3781 44
CCK, 67 1924 29
Dinorfina | 219 5340 24
Neurotensina 78 | 1280 16

LHRH 755 840 1.1

Péptidos hidrolizados por la enzima convertidora de angiotensina (ACE) in vitro,

Substrato Km(pM) K. (min’") k.. ,Km
Bradiquin'ina 0.4 500 | 1250
Angiotensina | 4 500 125
Substancia P 25 225 | . | 8
Neurotensina 14 34 | 2.4
LHRH 167 210 13
Leu-enk 1000 700 07

Datos tomados de Littlewood y cols., 1988, a su vez de Matsas y cols., 1984 y Hooper y cols., |

1985 (endopeptidasa 24.11) y de Erdos y Skidgel, 1985 y Skidgel y Erdos, 1985 (ACE).
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La NEP es quiza la peptidasa mas estudiada: la enzima cataliza !a hidrolisis del enlace Gly-Phe de la
secuencias de Met y Leu encefalinas (Tyr-Gly-Gly-Phe-Met y Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu respectivamente)
(Malfroy y cols., 1978; Corenstein y Snyder, 1979, 1980), asi como de ofros péptidos activos como
substancia P (Matsas y cols.,, 1983, 1985), neurokinina A o subsiancia K (Hooper y cols., 1985),
CCK,, (Zuzel y cols., 1985), e interleukina -1b (Pierart y cols.,1988). La peptidasa se encuentra
presente en el cerebro, y en otros tejidos como el rifion (Kerr y Kenny, 1874; Malfroy y Schwartz
1982; Matsas y cols., 1983) y la hipéfisis (Orlowski y Wilk, 1981). La enzima muestra una localizacion
celular asociada a la membrana de las neuronas (Waskman y cols., 1986b; Bames y cols., 1988),
ademas de poseer las caracteristicas estructurales y funcionales de una verdadera ectoenzima
(Malfroy y cols., 1987; Devault y cols., 1987). Una gran proporcion de la NEP se localiza en la
fraccion membranal sinaptosomal (Almenoff y cols., 1981; Fulcher y cols., 1982; Almenof y Orlowski,
1984). Su distribucion heterogénea en el cerebro (Matsas y cols., 1986; Barnes y cols., 1988),
correlaciona en ciertos casos con la de receptores a opioides (Waskman y cols., 1986a) y ofros
neuropeptidos de la familia de las takininas (substancia P y K) (Matsas y cols., 1986a; Lee y cols,,
1986). La inhibicion de la actividad de la NEP, asi como de la aminopeptidasa M (EC 3.4.11.2) (otra
peptidasa asociada al proceso de degracacion de las encefalinas) produce un aumenio en la
recuperacion de Met-enk liberada de rebanadas estriatales (Patey y cols,, 1981, Fournie-Zaluski y
cols., 1985), un efecto similar se observa en la recuperacion de la SP liberada en respuesta al alto K
en rebanadas de la substancia nigra (Littlewood y cols.,, 1988). Se ha mostrado que la administracion
in_vivo de distintos inhibidores generales o especificos de la NEP producen analgesia (Lecomte y
cols., 1886), aumento en la frecuencia de disparo espontanea de neuronas en la substancia nigra (Bier
y cols., 1987), asi como cambios conductuales (Giros y cols., 1987), efectos que se han asociado a la
inhibicién de la degradacion de encefalinas y substancia P y/o substancia K. Estas evidencias
experimentales cumplen de manera general los criterios necesarios propuestos por Schwartz y cols.
(1981) y Loh y cols. (1984) (Tabla 8) para establecer de manera concluyente que la endopeptidasa
24.11 posee un papel funcional relevante en la degradacion de encefalinas y probablemente de otros
neuropéptidos de la familia de las takininas en el Sistema Nervioso. Sin embargo muestra también
que en general el concepto de peptidasas especificas para un neuropéptido no parece cumplirse.

Una funcién accesoria de las enzimas que degradan a los neuropéptidos pudiera ser la de producir
metabolitos que posean propiedades bioldgicas propias, cuyos efectos podrian estar relacionados a los
del péptido parental o bien ser completamente independientes, proceso que se ha denominado como
biotransformacion (Griffiths y McDermott 1884; McKelvy y Blumberg, 1986). Un ejemplo de esto lo
representan los fragmentos amino terminal de la substancia P, (SP,, y SP ,, ), los cuales poseen
propiedades nociceptivas similares a del undecapéptido, pero no tienen efecio sobre la presion
sanguinea o la contraccion del musculo esquelético (Stewart y cols., 1982). En el caso de la B
endorfina se ha observado que la remocién del residuo amino terminal de tirosina abole su actividad
opiacea, pero en cambio se produce un nuevo péptido (des-Tyr B endorfina), el cual posee actividad
en varios procesos adaptativos (de Wied y Jolles, 1982).
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Criterios establecidos para [a identificacion de peptidasas

relevantes en la inactivacion extracelular de neuropéptidos.

La enzima debe ser activa a pH fisioldgico.

L.os productos de hidrélisis deben ser inactivos o al menos no deben exhibir la
misma actividad bioldgica que la molécula de la cual se originaron en el
contexto de la neurotransmision.

la enzima inactivante debe esiar localizada de manera estratégica para permitir
la hidrdlisis de los péptidos liberados al espacio sinaptico. |

La inhibicion de Ia en»zima deberia pr'oteger a los péptidos liberados
sindpticamente | |

La inhibicién de la enzima deberia reproducir los acciones bioldgicas de los
neuropéptidos. |

La actividad de la enzima podria exhibir cambios adaptativos como respuesta
a una transmision nerviosa modificada. |

La especificidad del substrato deberia ser la base de la actividad biolégica

aumentada de analogos sintéticos.

(Tomado de Elmore y cols., 1990; a partir de Schwariz y cols., 1981 y Loh y cols., 1984)
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En €l caso especifico del TRH 1a ruptura del enface pGlu-His en la estructura del TRH genera el
metabolito His-ProNH,, el cual podria sequir dos rutas diferentes (Figura 1):

) ser degradado por dos enzimas distintas: o bien por una iminopepticasa (que daria origen &l
ProNH,) (Matsui y cols., 1979); o por la dipeptidil aminopeptidasa tipo IV (DAP V) (Browne y O'Cuinn,
1983b), en cuyo caso se generaria al dipéptido His-Pro (Tabla 8)

La DAP [V es una enzima que se localiza en membranas sinaptosomales (Garat y cols. 1985; Torres
y cols, 1986; O'Connor y O'Cuinn, 1984), en fracciones membranales del cerebro (Tadashi y cols,,
1978, Carat y cols., 1985) y en rebanadas de hipotdlamo lavadas exhaustivamente (A. Baez, no
publicado). Se ha demostrado la formacion in vitro de His-Pro por parte de membranas sindpticas del
cerebro de la rata {Coggins y cols. (1987a), dipéptido que posee actividades bioldgicas propias
distintas al TRH (Coggins y cols., 1986) y para el cual existen sitios de union de alta afinidad
presentes en el Sistema Nervioso (Coggins y cols., 1987b); resullados que sugieren la posible
participacion de la DAP IV (en concierto con la PGAIl) en la formacion de His-Pro en el medio
extracelular.

Se ha descrito la formacidn de ProNH, a partir de TRH por parte de fraccion mitocondrial del cerebro
de la rata (Kreider y cols.,, 1981b), en tanto que la incubacién del tripéptido con fracciones
membranales del cerebro produce solo cantidades muy pequefias de este metabolito, unicamente
cuando se encuentra activa la PGAIl (Torres y cols., 1986). Es posible por 1o tanio que el ProNH, sea
producido por la imunopeptidasa como resultado del metabolismo secundario del His-ProNH,.
Recientemente se describié la formacién de piroGlu-His por parte de fracciones particuladas de la
substancia nigra y médula espinat humana (Griffiths y cols., 1989). Sin embargo no existen evidencias
claras de la existencia de una actividad que hidrolice directamente el enlace ==His-Pro== de la
molécula del TRH,

ii} Alternativamente el His-ProNH, que escape a esta degradacion podria ciclizarse espontaneamente
para dar origen al metabolifo ciclo His-Pro dicetopiperazina (His-ProDKP), el cual parece ser un
compuesto estable tanto in vivo como in_vitro (Prasad y cols., 1986). Esta molécula se encuentra
presente en el en el hipotdlamo y areas extrahipotaldmicas del diversas especies, asi como en en
otros organos como el pancreas (Prasad y cols., 1982). El His-ProDKP es liberado de las rebanadas
de hipotdlamo por estimulos depolarizantes (Prasad y cols., 1986; [ruichijima y Wilber, 1987) y aunque
no posee actividad estimulante de la liberacion de TSH, sin embargo si inhibe fa liberacion de
prolactina de la adenohipdfisis tanto in vitro como in vivo (Prasad y cols., 1980; Brabant y cols., 1981},
ademas de poseer otras acciones bioldgicas propias (Peterkofsky y cols., 1982). No se han descrito
receptores especificos para el DKP en el Sistema Nervioso 0 en las células adenohipofisiarias y por
consiguiente se desconocen el o los mecanismos moleculares a través de los cuales produce sus
efectos. La distribucion regional de la DKP en el cerebro es diferente de la descrita para el TRH (Mori
y cols., 1982), existiendo areas que poseen niveles alin mayores que los de TRH {Peterkofsky y cols.,
1982), ademas de que un porcentaje importante del mismo se encuentra presente en la fraccion
soluble celular (Yanagisawa y cols., 1980). Por olra parte se ha observado que la disminucidn en los
niveles de TRH en la médula espinal producto de la administracion de 5,7 HT no correlaciona con la
del DKP {Jackson y Lechan, 1983). Estos resuitados han llevado a sugerir que en algunas regiones
del cerebro el His-ProDKP detectado no es un producto de la hidrélisis enzimatica extracelular de la
molécula del TRH en las terminales nerviosas, sino probablemente resulte del procesamiento
alternativo del precursor en el interior de las células (Jackson y cols., 1988).



9
Tabla 9

" Enzimas del cerebro que poseen fa capacidad para introducir un corte primario o secundario-::= =<

en la estructura del TRH, i e

Enzima P.M. Clase Inhibidores  Localizacion

PGA | 24 Tiol lodoacetamida Citoplasma

PE 70 Serina Bacitracina Citoplasma

DAPII 200 Serina Puromicina Citoplasma y. lisosomas
.|midopeptidas_a. Tioi Netilmaleimida Frafciénparticulada
- PGAII | 231 Metalo EDTA Membran.a sinaptosomas,

neuronas en cultivo

DAPIV - Sefina Bacitracina ~ Membrana sinaptosomas.
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No existen evidencias que sugieran que la desamidacion del TRH sea un mecanismo funcional de
inactivacion de la molécula en las células nerviosas. Por el contrario la molécula de TRH-OH (la cual
es inactiva sobre los receplores a TRH), ejerce efectos similares a los del tripéptido cuando se
administra in_vivo (Boschi y cols., 1980; Andrews y Sahgal, 1983). Ya que la PGAIl es capaz de
degradar al TRH-OH (O'Connor y OCumn 1985; Elmore y cols., 1890), un efecto inhibitorio competitivo
de este metabolito sobre la actividad de la enzima podria explicar en parte estos efectos, idea que
esta de acuerdo con la sugerencia de que las acciones farmacolégrcas de numerosos péptidos podrian
deberse a la inactivacion de proteasas especificas, mas que a efec tos directos sobre receptores
especificos {La Bella y cols., 1985).

Papel de la PGAIl

La PGAIl es hasta ahora la Unica enzima que posee las caracteristicas de una peptidasa especifica
para un substrato enddgeno, el TRH (Wilk, 1986). La alta especificidad por el TRH, (O'Connor vy
O'Cuinn, 1985; Wilk y Wilk, 1983a, Elmore y cols., 1990), su localizacion en la membrana plasmatica
de las terminales nerviosas (O'Connor y O'Cuinn, 1984; Garat y cols., 1985), su distribucion
heterogénea en el Sistema Nervioso (Friedman y Wilk, 1986; Vargas y cols., 1987), asi como la
demostracion de que se localiza preferentemente sobre las membranas de las celulas nerviosas como
una verdadera ectoenzima (Publicaciones 1y 2, Bauer y cols, 1990}, apoyan la idea de un papel
fisioldgico relevante de esta enzima en la transmision smaptuca TRHérgica. Recientemente se
demostrd en el laboratorio que existe un aumento en la recuperacion del TRH liberado de rebanadas
de hipotalamo incubadas en presencia de CPHNA, un inhibidor especifico de la enzima (Charli y cols.,
1989), reforzando esta propuesta. De esta manera la remocién del piroglutamato de la molécula de
TRH por parte de la PGAIl parece ser el mecanismo de inactivacion inicial del tripéptido.

Existen sin embargo ciertos criterios que deben de ser corroborados experimentalmente antes de
poder establecer de manera irrefutable su relevancia fisiologica en el SNC. Por ejemplo, a excepcion
de Ia retina en donde existe una relacion estrecha entre Ia actividad de la PGAIll (Wilk y cols., 1988),
los niveles de receptores a TRH (Taylor y Burt, 1982) y los niveles de TRH (Martino y cols., 1980), en
ofras regiones del cerebro de la rata no se han podido determinar correlaciones similares (Vargas y
cols., 1987). De esta manera la definicion clara de la funcion de la PGAIl en el cerebro requerira
obtener informacion accesoria tanto sobre la relacion anatdémica que existe entre la enzima con los
receptores a TRH y los sitios de liberacion del péptido, como sobre los efectos farmacoldgicos o
conductuales provocados por la inhibicion de la actividad enzimatica, o por analogos estructurales del
TRH resistentes a su degradacion.

La demostracion de que la PGAIl es regulada de manera ejido especifico en la adenohipdfisis por las
hormonas tiroideas (Bauer, 1887b; Ponce y cols., 1988; Suen y Wilk, 1983b) y por estrogenos (Bauer,
1988), asi como su localizacion especifica en células productoras de PRL (Bauer y cols., 1990),
sugieren que esta peptidasa podria tener un papel |mportante y especifico en los mecanismos de
sefialamiento quimico del TRH en los lactotropos y quiza explique las distintas respuestas mostradas
al TRH hipotalamico por los diferentes tipos celulares presentes en la adenohipéfisis.



La investigacion a realizar en el futuro deberd estar orientada a caracierizar 'a localizacion exacta de
la PGAII, ya sea en las terminzles nerviosas TRHérgicas, en la membrana posisinaptica de las células
blanco, 0 en otros sitios accesorios. Para ello serd necesario llevar a cabo experimentos in vivo én
una via especifica en donde participe el TRH, preferentemente asociada con una funcidn,
comportamiento o conducta especifica, y observar si la inhabilitacidn de la via o la inactivacion de la
enzima, se ve acompafada por cambios en la actividad de la enzima o del peplido liberado y si esto
modifica la funcion o conducta asociada.

La via que proyecia de los nlcleos de rafé del bulbo raquideo al asta ventral de la médula espinal, la
cual prebablemente este relacionada con la inervacién de motoneuronas o asi como el efecto ejercido
por el TRH sobre la liberacion de dopamina del estriado asociado con la actividad locomotora del
animal, son probablemente modelos adecuados.

Ya que se ha purificado a la PGAIl de diversas fuentes (O'Connor y O'Cuinn, 1985; Wilk y Wilk,
198%a,b), se podra intentar producir baterias de anticuerpos especificos de alla sensibilidad (fanto
policlonales, como monoclonales) contra la estructura de la enzima, lo cual sera una herramienta
experimental que permitira desarrollar los estudios histo e inmunocitoquimicos necesarios para
confirmar los datos obtenidos en este trabajo, tal y como se ha hecho para el caso de la
endopeptidasa 24.11 (Waskman y cols., 1986b; Barnes y cols., 1988).  Recientemente se describid
una metodologia que combina el uso de un substrato fluorescente, con técnicas de histoquimica e
inmunocitoquimica clasicas, que permite comparar directamente la distribucion relativa de la NEP y las
encefalinas dentro de la misma preparacion (Back y Gorenstein, 1989). Es posible en un futuro que
se pueda desarrollar un método similar para el caso de TRH o sus receptores y la PGAIl. |
El desarrollo de inhibidores especificos para la PGAIl se ha convertido en una herramienta
extremadamente Util en la definicion de la relevancia de la enzima en fa inactivacién del TRH liberado
- en el hipotdlamo (Charli y cols., 1988), nuevos compuestos con afinidades ain mayores permitiran
extender estos resultados al animal intacto.

En los Ultimos afios se han clonado varias peptidasas que degradan neuropéptidos, permitiendo
~obtener la secuencia primaria de sus estructuras; NEP (Malfroy y cols., 1987, Devault y cols,, 1987);

DAP IV (Shigenori y cols., 1989). Al igual que estas enzimas la clonacién de la PGAIl permitira definir
las caracteristicas estructurales mediante las cuales se encuentra asociada a las membranas (proteina
integral o anclada por enlaces covalentes a fosfolipidos especificos). Esto es relevante dada la
posibilidad de que la enzima sérica tiroliberinasa pudiera originarse como una enzima membranal para
posteriormente ser liberada. La disponibilidad de sondas moleculares (cDNA, gene) permitira por otra.
parte estudiar a otros niveles los procesos de control y regulacion a los que esta sujeta la enzima en
distintas regiones bajo diferentes condiciones fisioldgicas.
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) Abstracl—In order to determine the pathway of extracellular metabolista of the thyrotropin releasing
hormone (pyroglu-his-proNH,) i brain, the topographical organization of pyroglutamate amino-
peptidase 11 on the plasma membrane was invesligaled, Hts activily was only shghtly increased when intact
brain synaptosomes were lysed by osmotic shock or detergent treatment. Trypsin treatment ol intact
synaptosomes destroyed 70-80% ol enzyme activity without aflecting lactate dehydrogenase. Pyro-
plutamate aminopeptidase 11 activity was present in primary enitures of foctal mice cortical cells. [t was
detected in inlact cells, was nol released by the cells and its activity was nol increased by saponin
pretreatment, Trypsin treatment of the cells reduced pyroglutamate aminopeptidase 11 by 70% bt did
not affeet pyroglutamate aminopeptiduse 1 and lictate dehydrogenase. These data support that brain
pyroghitanuile aminopeptidase 11 s an cctoenzyme. They suggest that this enzyme could be responsible

for thyrotropin releasing hormuone extracellular catabolismy in brain.

Thyrotropin releasing hormone (TRH; pyroglu-his-
proNH,) has been supgested as a participant of
information transfer in the central nervous system.
The existence of such a role should be accompanied
by mechanism{s) of TRH removal from active sites.
Neuropeptides are casily degraded by peptidases.
Two soluble cnzymes present in brain are able to
degrade TR in vitro: prolylendopeptidase  (PE;
EC3.4.21.20) and pyroglutamate aminopeptidase

controversial (Faivre-Bauman et al., 1986; Charli
et al., 1987; Torres et al., 1986). On the other hitnd,
on brain membranes exists a pyroglutamite amino-
peptidase (PGAL distinet from the widely distrib-
uted PGAL PGAIL is a metallocnzyme ol narrow
specificity (O'Comnor and  O'Cuinn, 1984, 1987;
Garat er al., 1985; Friedman and Wilk, 1986); only
small peplides whose structure is pglu-his-X - are

*Adidress correspondence to: Dr ). L. Charli, Centro de
Investigaciones  sobre  Ingenicrin  Genetica  y  Bio-
tecnologiane UNAM, AP, 510-3, Cuernavaca, Mor,
62270, Mdxico.
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cleaved (O'Cannor and O'Cuinn, 1985a; Wilk, 19806).
The papain solubilized form of the cnzyme has a
moleculiar weight of 230,000 Da (O'Connor and
O'Cuinn, 1985a). These propertics are similar to
those of serum thyroliberinase (Baucr, 1983), PGAH
is mainly localized on synaptosomal membranes
(O*Comnor and O'Cuinn, 1984; Torres et al., 1980).
at the plasma membrane level (O'Connor and
O'Cuinn, 1984}, Highest activity is found in brain

(PGAL EC 3.4.11.8) (Bauer, 1983). Current evidence  (Fricdman and Wilk, 1986), where regional distribu-

suggests they might not participate in extraccllular — tion is not homogencous (Fricdman and Wilk, 1986

catabolism of TRH (Charli et af., 1987) and their  Vargas et al,, 1987). PGAII propertics are indicative
o involvement in intracellutue degradation remains — of a true neuropeptide specific peptidase (Wilk, 1986).

However, before such a hypothesis can be confirmed,
further propertics of the enzyme have to be studied.
In this paper we have investigated il its oricntation on
brain plasma membrines is suited for inactivating uan
extracclularly localized peplide.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Muaterials

Male Wistar rats (200--300 g kept under controlled light-
ing conditions (lights on at 7a.m, and ol at 7 p.m.) and fed
ad fibinmi were used inomost experiments, 14 days CDI
foctal  mice were used  for  the  primary  collures.
-2.3,4,5- H]proline-TRIT (FH-pro]TRED (107 Ci/mmol)

37



e

21K Juan-Louts Cnarv e al.

was purchased from New LEngland Nuclear Co. TRH wius
obtained from Peninsula Laboratories, Medi, sera, glu-
tamine, the antibiotic - antumycotic muinture and the vitamin
mix were lrom Gibeo Laboratories; plastieware Tor ccll
culture from Costar and glucose for cell culture from Difco
Laboratores. All other chemicads were reagent grade from
Sigma Chemical Co. or )T, Baker. fob exchange paper
chiromatography wis performed  on Whatman celiulose
phasphate PBI shects, N-benzyloxycarbonyl prolyl prolinal
(201 and pyroglmamyl diazomethylketone (PDMK) were
pencrous pifts from Dr 5. Wilk,

Purification of ['H-pro]TRU

When necessary, ['H-pro[ TR was repurilied 1o 95%
rachiochemical purity by high perforninee thin layer chiro-
nudtography (Charli et al., 1984).

Degradation of TR by rat brain synaptosomes

Synaptosomies were prepared  according to Bradford
(1972) amd Joseph-Bravo eq al. (1979).The 0.8-1.2 M inler-
phase of sucrose pradient wits diluted 10 .45 M sucrose with
witter and centriluged it 35,000 g For 30 min. The peliet was
cither gently resuspended in .32 M sucrose,  [0mM
Tris-HCL plE 74 Gatact synaplosomes) or sonicated in
10 mM Tris-HCL, pH 7.4, After sonication, symplosomal
nicmbranes were recovered by centrifugation at 75,000 g for
30 min. All steps were performed at 4'C.

TRH degradation by PGAIL was measured  using a
specilic assay essentiadly as described (Vargas ef al., 1987)
except for TRIN concentration. Briclly, alter 5min pre-
incubation of the menbranes (00 y g protein) or synapto-
somes (75 g protein) in 0.05 M sodium phosphate bufler,
pl1 7.5, containing  2.5mM  bacitracin (BAC)  and
2.5mM  Necthybnaleimide (NEN) (linal concentrations),
100,000 cpm [PH-pro] TRIT (10 M) were added and incu-
bation carried out at 37°C (linal vol. 31 ). Incubation

“medium of synaplosomes also contained 0.25M sucrose.

Sucrose increased membrane PGAIL activity; data were

“corrected accordingly. At time 0 and subsequent times, 5

aliquots were imincdiately spotted on ccllulose phospluite
paper. Chiromatography was developed with T M acetic
acidy his-'HiproNT, produced was eluted from the first
centimetre (Bauer and Kleinkiaul, 1980) and counted by
figuid scintithition. Zero time vadues were sublracied from
other time values and cach determination performed in
duplicate, Initial velocities were determined from the lincar
part ol the time-cowrse curve (up to 15 min for intact
synaplosomes).

Degradation of TRI by primary cultures of focial cortical
cells

Cortical tissue wus obtained Trom 14 day mice foeluses,
lnitiation of cultures was essentiadly  that deseribed by
Faivie-Hawman ¢f o, (1980) with some modifications.
Briefly, muothers were killed by cervical dislocation, embryos
removed, placed in cold sterile phosphate buflered saline
(P13S), Trontal cortex dissected under it slercoscopic micro-
scope and pliced in Dulbeeco's modilied Eagle’s medium
(DMEM) containing 10% focti) bovine serum (I1°BS).
Pooled Tragments [rom a whole litter were mechanically
dissociated i DMEM-FHS by passage through 2 hypo-
dermic needles of decreasing dinnicter, Alter dissociation,
the cellular suspension was centrifuged 10 min st 450g, and
the cells were resuspended in DMEM supplemented with
10% FBS, 0.25% glocose, | mM glotamine, 8 U100 ml

insulin, 1% vitanin mix and antibiotic-antimycotic solution
(LD U000 ml penieylin, 100 pg/ml sireptomyan and
0.25 pp/ml fungizone) (Tal concentrations). Viable cells,
determined by trypan blue exclusion, were plated in poly
h-lysine-coated 35 or 16 mm wells at 10* eellsfem?® in u total
volume of 4 ar 1 ml respectively, Cultures were madntained
al 37°C i oan atmosphere of 8% CO,, 92% air and Y5%
relative humidity Tor up to 14 days. Medium was changed
every 3days, replacing half voluime by lresh mediom every-
time. Cylosine-arabinofuranoside (10 g M) was included ot
the Oith day Tor inhibiting proliferahing non-newronal cells.
Maorphology ol cells was similar to previous  reports

(Dichter, 1978). An extended yeport on the propertics of

these cells will be published elsewhere (C. Guerrn, ) L.
Redondo, C. Cruz, J. L. Charli and P, Joseph-Bravo, in
preparation).

To study TRH degradation by intact cells, cultures (10
days i vitro) were washed twice with PBS wnd preincubited

Cin DMEM containing glucose (0.25%), plutamine (1 mM),

ZP (10 M) and PDMK (10-*M) (final concentrations;
medivm A) with or without saponin lor 3 min at 37°C. ZPPP
and PDMK are potent specilic inhibitors of PE and PGAL
respectively (Fricdman er al,, 1984; Wilk er al,, 1985).
After discarding the medium, cells were rinsed with PBS,
preincubiated  for Smin in medium A belore adding
[M-proJTRIT (10" M final concentration); degradation was
linear with time up to 1 I 10 pl aliquots per duplicate of the
medium were spotied on P-81 chromatography paper and
his-["IproNI, produced determined s described.

To study TRE degradation by PGAL or PGAH Trom
broken cells, cultures were washed 3 times with PBS,
scrapped and homogenized in 300 4), 0.05SM Tris-HCL,
pl1 7.5, per plate; membrines and soluble fractions prepared
as deseribed (Vargas ef al., 1987). Briclly, the 1000 g super-
natanl was centrifuged a1 12,000 for {Smin at 4°C,
Supernatant was used to measure PGATL essentially as
reported (Bauer and Kleinkauf, 1980) except that substrate
and inhibitors concentrations were: 10°*M TRH, 2mM
dithiothreitol (I7TT), 1 mM ethylencdiaumine tetraacetic acid
(EDTA) and 2.5mM BAC. Pellet was used to delermine
PGAIl as described for synaptosomes. PGAL or PGAL
mdependent vadues reported are the mean of 2 deter-
minations laken from the lincar part ol the lime-course
curve; up to Fsmin for PGAT and 60 min for PGAH. Mcan
protein - concentrations  used i the assays were 038
(membranes) and 749 pp/mi (soluble fruction).

Lactate dehydrogenase (LY activity was determined
(Johnson and Whittaker, 1903) after 15 min preincubation
of the samples with 0.1% (linal) Triton X-100 at 37°C,
Protein wias quitntilied Tollowing Lowry ef af, (1951).
Statistical analyses were performed using Student’s f-test

RESULTS

To determine the transmembrane topology of
PGAIlL on braim membrancs, we isolated syn-
aptosomes and measured PGAIL activity from intact
or broken preparations with a specilic assay for
PGAIl (Torres er al., 1986; Vargas et al.,, 1987).
Synaptosomes® lysis by osmotic shock did not cause
a significant increase in activity (Table 1), No loss of
membrane proteins or PGAIL activity wis obscrved
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Table 1. Lifeets of osmotic shock, Trton N-100 and saponin
treatments an synaptosomal PGATE and LI activities

Preparalion PGANT LDVt
Osmotic shovk
Iatict synaplosomes 10 & 55} 100 4 5(0)
Synaptosonial wmembranes} 1 £ 24 (15) 49 i 8 (4)*

Deterpent treatment uf
SYnAplosomesy

Intaclt 0 1 8 (h) ' ND
Triton X-100 R RATY] ND
Saponin Il -F L {6)** N

Brain synaptosomies were prepired and PGALL and LD activities
evatluited s indicated in Experimentad Procedures, Aclivitios
are pot eapressed on o per g basis but referred to the same
amount of stirting material,

1Dat indicate the mean 3 SEM of the activities normalized o
contrnl (intact synaptosanws), The aunther ol independent
determinations i indicated  in parentheses,  For  intacl
synaplosomes, mean PGATL speedic activity was 4.5 pol
Mis-proNi/min/me protein and mean LD specitic activily
wis 2.2 pmol NADIL /minmg protin. '

1Synapinsomal membranes were prepared by resuspension and
sopication of the symaptosomal peilet in 10mM Tris-1HCI
ol 7.4, The membranes were separated Trom synaptoplisin by
centrifugation at 75,000 g,

§hntael synaplosomes were pretreated in 0,25 M sucrose with or
without 0.1% Triton X-100 or 0.5% saponin (linal conven-
trations) for Mmin al JI°C before  preinesbation  and
incubation with TIREL Synitptosomes were not separited Trom
prefreatment. medium before PGALE assay. Suponin reduced
purificd PGALL activity by 10%,

ND, not determined. *£ < 0.0005; ** P < 0.01 compared 10 conlrol,

during centrifugation steps following lysis. Triton
X-100 or saponin treatment ol synaplosomes in-
creased PGATL activity by 12 or 41% respectively

(Table 1). This suggested that a considerable part of

the enzyme activity has its active site facing the
extraceliular spitce, In agreement with this hypothe-
sis, 70-80% of the activity could be abolished by
(rypsin treatment ol intact synaptosomes (Table 2)
while being stable at least for 20 min when incubation
was performed in control conditions (Table 2).
Digestion of cctoproteins onty and not of whole
synaptosomal proteins is inferred by the lack of
modification of LDI1 activity associated with the
synaptosomes (Table 2). _
FFoctal cortical cells were used to confirm the
orientation of PGAIl in intact cells. These cultures
were composcd ol a mixture of viable neuronal and
non-neuronal like cells (viability verified in control
plates by complete trypan blue exclusion). PGAI
aclivity was much higher than PGAIL (Table 4);
however, neither a 5 min preincubation at 37°C with
0.25mM  2-iodoacctamide, which inhibits PGAI
(Bauer, 1983), nor a I M NaCl wash of the mem-
branes, changed the specific activity of PGA support-
ing the specifioity of the assay uscd for PGAH
determination (data not shown). Morcover, TRH

wis degraded lincarly with time by intact cells to
his-proNH, due to PGAILI activity since PGAIT was
completely inhibited by PDMK {{(preincubation ol
hypothalamic slices with 10 M ZPP and PDMK
completely inhibits PE and PGAL activities (Charli
et al., 1987 Scrum  thyroliberinuse activity was
very fow in the serum supplemented  medium
(2.0 -+ 0.5 fmol his-proNH, produced/min/ml, mean
4- SEM, # = 3) as well as in culture medium that had
been in contact with the cells for 3 days. Total PGALI
activity observed with intact cells was similar to that
observed in an cquivalent membrane penctration.
These results sugpested  that PGALL activity s
expressed by intact cells and not by thyroliberinase or
a released enzyme.

Saponin, al reported concentritions (Czajkowski
and FFarb, 1980), induced swelling of cclls and de-
crease of neurites network, mainly on nceurone-like
cells, as well as loss of membriane proteins (Table 3,
experiment No. 1) and DNA (not shown). Total
PGAIL activity was significantly reduced; but not
activity/mg membrane proteins (Table 3. experimeat
No. 1} or activity/pg DNA (not shown). This sug-
gested loss ol eellular material and PGAITIL during the
rinse following saponin treatment. At much lower
concentriations, cells were still permeabilized (as evi-
denced by staining with trypan blue) but maintained
their appeirance and organization and there wis no
toss of membrane protein (Table 3, experiments No.
2and 3). In this case, we could not detect PGAIL in
the first rinse coming from saponin-treated cells:

Table 2. Eileet of trypsin treabment on synaptosomal PGAL
and LI activitics

PGALL DI
Control  Trypsin treated  Trypsin ueated
Omin 100 () 100 + 4 (1) 100 + § (4
10min 12242 6 +6(H° in0 4 to4d)
0min - 92(2) 266 d(4)* 99 1 T(d)
30 min ND 171 T8 (D

Hrain synaptosomes were prepared and PGAH and LDH
activities measured as deseribed in Lxperimental i'ro-
cedures, For trypsin tealinenl of the symaptosomes,
these were resuspended i 95 b of 50 ;M Tas-1ClL
pH 7.4, containing 2mM CaClt and 0.25M suctose
(L3 mg protein/ml). Digestion with 0.06% trypsin at
37°C was stopped by addition of 0.2 wmg/ml trypsin
inhibitor and 1ransfer of synaplosoines at 4°C for
10 min. Data (meast £ SEM; number of independent
determmations indicated i parentheses) e tol cx-
pressed on a per g basis since trypsitization Guuses o
loss in general cell membrane prosein as well as afoss of
PGANL Thus expressing the data on a per g basis
would not reflect the absolute sensitivity of the PGALL
o trypsin. They aire eapressed in percentage of value at
tine 0.

ND, not determined. *#* < 0.0005 compared 1o bme 0,
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Tahle X PGATE activity in primary cultures of cortival cells; effect of saponin treatment

PGALTE PGALEE roteing
{activity per well) (specitic activity) {per weli)
Experiment No. |
Control 130 4 2344) 2040504 654 5(0)
Suponin 0.125% TU 4 S5(4)* 21400 (4) IS 20
(1 50% 12(2) 20004 R N (YA
Experinent No, 2
Control 67 4 9(X) 20 0.0 (%) Mt
Saponin BO02% 49 4 9 (H) Pl 0.2 (5t $0 E 0 ()
Experiment No,
Cantrol 1RY 4 K (6) 4.1 4 0.2(6) 46,(2)
Saponin 0.002% 161 - 20(0) 344 046y 45(D)

Eaperiments No, Uand 2 were perfonmed in 16 mny wellsg expertmeat No, i 3 e wells.
Cultyred cortical cells [0 days in vitra (DIV)] were rinsed twice with 1'BS and
pre-incubated in medivm A (DMEM, 0.25% glucose, M glutamine, 107> M ZPP and
10-YM PDMK) with or without saponin (3 min, 37°C), The medium was discarded, cells
were rinsed with PHS, pre-incubated for S min in medism A and incubated a1 37 C in
150 or 300 p! medivim A cantadning 200,000 or 300,000 cpm PH-profTRIN inal
concentrantion 107 M) tor experiments No. 1 and 2 or 3 iespectively. 10 b aliguots per
duplicate of the medimm were deawn and spotted on P-81 Whatman paper al time 0, 30
amd 00 min to measure PGAD activity, Values sre mean 3 SEM ol the number of
independent determinations indicated in parentheses. The highest saponin concentrations

used inhibited partilly puriticd PGAIL a

frmol his-proNH, fminfwell,

clivity 20% 4l most.

$pmol his-proNH, /min/mg membrine proteins,

G menthrane proteins per well,

NP, not determined. £ <0.05; ** P <001 *** P < 00005 compared Lo control,

activity per well and specific activity were only
slightly decreased by the trcatment (Table 3).
Finally, treatment of cells with trypsin prior 1o
their homogenization decreased PGALL activity by
70% without substantially decreasing LD or PGAL
activities or inducing cells rupture (Table 4).

Table 4, Cflect of trypsin on PGAL PGAITL and LDI
’ activities in cartical cells in cullure

IGAL PGAI LIH
Contrul 100 4 3(d) F00 4+ 3 00 4 6 (D)
Trypsin RO 4 B (d) 260 3(5)* 1224 18 (6)

Corticol cell cultures (propagated in 16mm wells) were
washed with PBS, incubated with or without 0.125%
trypsin fur §0min st 37°C, mansferred at 4°C and
maintainad for 10 min in the presence of 190 g bovine
pancreas wypsin inhibilor, After trypsin trealinent, most
velts remained gt while others lost tterceliunbar con-
lacts atid becne glohular, No o debris appeared sug-
gesting there was no cell rupture, Unhound eells were
recoverad by centrifugation; attached eclls were rinsed,
recovered in 005 M phosphate buller, pit 7.5, and
pooled wilh cells recovered by centrilogation. Enzymitic
analyses were performed as deseribed. Data are ea-
pressed o percentage of contiol vidue. They correspord
1o 2 independent eaperiments made From eallures niin-
tned Tor 6 or b4 days i vitra, For control, ean
activilies were: PGAL LS (6 11V or 16,9 (14 DIV) pinol
his-proNT, produced/minfwell; PGALE 21 (6 DIV) or
&1 (14 DIV) ol his-proNH, produced/min/well; LDIL
1.9 rmol NADL minfwell. Vadoes are mican = SEM of
the number of independent determinations indicaled in
parenitheses.

P < 0.0005 compared to control,

DISCUSSION

We have studied PGALL activity in synaptosomes
and brain cells in culture in an cllort to determine the
localization of its active sile on brain plasma mem-
branes.

The data presented, consistent in {wo experimental
models, demonstrate that most of the PGATL is an
cctocnzyme  (i.e. an intrinsic  plasma membrane
cnzyme with an extracellularly localized active site) in
brain, This conclusion is supported by the following
obscrvations: |

(1) The enzyme activity is detected tn intact cells
with a pon-penctrating substrate. Although accumus-
kiion of TRH has been reported in hypothalamic
slices (Charli er «of., 1984), no uptake has been
observed in nerve ending preparations (Parker et «l.,
1977; 1L Torres, J. L. Chadli and P. Joseph-Bravo,
unpublished obscrvations). Further evidence that ac-
tivity observed was not due to TR uptake by cells
or synaplosonies or through their rupture during
incubation came from the linear characteristics of the
time-course curves before o plateau was reached.

(2) PGAITL is not released from the cells.

(3) Scrum thyroliberinase continmnuating the eells is
notaccounted for in this activity since it was very low
in the serum supplemented medium (even i PGALI
assay  of cells was  performed  without  rinsing,
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only 0.5% ol intact cell activity at most could be
attnibuted o thyroliberinase).

(4) PGAI acuvity is not increased by homoge-
nization, solubilization or permeabilization of cells or
synaplosomes  except  when  synaptosomes  were
treated with saponin, This shight increase with sapo-
nin is more likely duc to unmasking part of cecto-
enzyme activity and not to revealing intraceliular
activity, as suggested for Snucleotidase from puinea
pig granujocytes (De Pierre and Karnovsky, 1974).
This cffect may not hiave been seen on cells because
low concentrations were used in experiments No. 2
and 3 and higher concentrations used in experiment
No. | induced loss of cell membrane (decrease of
material was pot detected in the synaptosomes experi-
ments  since  the assay  was  performed  without
separating synaptosomes from medium}. '

(5) PGAII activity is strongly decreased by trypsin
treatment of cells or synuptosomes. This is not due to
rupture of cells or synaptosomes, or degradation of
intracellular proteins,

This cvidence fullils most of the criteria mentioned
by Karnovsky (1986) to qualify an enzyme s an
cctoenzyme. From our data we can estimale that at
feast 70% of the enzyme is an eclocnzyme,

Further data that support the concept of PGAL
being an cctoenzyme come from the obscrvations
that PGAH is the main enzyme degrading TRH
added in the extracellular space of hypothalamic
sfices (J. L. Charli, A. Bacz and P. Joseph-Bravo,
uppublished obscrvations) and inhibition of PGAJL
increases TRIP recovery from hypothalamic slices
(Charli e al., 1988). Together with previous studics
(O'Connor and O'Cuinn, 1984, Torres ¢f al., 1980),
this suggests that the majority of the cozyme active
site is locitlized on the external face of i synaptosomal
plasma membrane, The data Trom these studics as

‘well as the heterogencous distribution of PGAIL in

brain (Friedman and Wilk, 1980; Vargas ¢f al., 1987,
and its parrow specilicity (O'Connor and O'Cuainn,
1984; Wilk, 1986} make it a prime candidate for
inactivating TR or reluted peptides present in the
brain extracelnlar fluid. This reaction could be re-
sponsible for his-proNH, production in brain extrac-
clulas space so that part of histidyl prolyl dike-
topiperazine present in brain in a non-synaplosomal
compartment (Yanagisawa ef al., 1980), may be in
the extraceliular fluid. Critical experiments showing
that endogenaus TR is released in the vicinity ol the
ciizyme and degraded by it are needed (o demonstrate
PGALY involvemcent in controlling TRIT levels at the
synaptic eleft,

On the other hand, there 1s no evidence that PLE
and PGAT are able to degrade TRH present in the
extraceHular spacer specific nhibitars of these cen-
zymes do not modify in vitro TR release from
hypothalamice slices (Charlt e al., 1987); exogenous
TRY added to hypothulamic slices is not degraded
substantially by these enzymes (. L. Charli, AL Baez
and P, Joseph-Bravo, unpublished  observations)
aud finally they are not released by KCI stimulation
of primuary cultures of hypothalamic cclls (Faivre-
Bauman ¢r al,, 1986) or hypothalamic slices
(M. A. Vargas, M. Mendee, J. L. Charli and
P, Joseph-Bravo, unpublished observations).

Finally, although TRIP can be accumulated by
hypothaliumic shices (Chatli et af., 1984), 1, of the
phenomenon was Jow and there is no evidence thit
it plays a significant role in TRH inactivation,

In concluston, this study demonstrates that PGATI
is an ecloenzyme in brain and supports the hypothesis
that the main pathway of extraccllular inactivation of
TRIY is through action of POAIL
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Neuronal Localization of Pyroglutamate Aminopeptidase 1
in Primary Cultures of Fetal Mouse Brain
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Abstract: Pyroglutamate aminopeptidase Il is a highly specific
membrane-bound cctopeptidase proposed to inactivate thy-
rotropin releasing hormone (TR in brain extraceltular

space. s activity was measured in primary cell cullures of

fetal brain in an attempt to define its celiular locahzation.
Enzyme activity was detected in hypothalamic or cortical
cell membrane fractions from 4- to 12-day-old cultures. When
proliferation of nonneuronal cells was abolished by cytosine
arabinoside treatment, pyroglutamate aminopeptidase 11
specific activity was increased as compared to untreated cul-
tures, the opposile was observed for pyroglutamate amino-
peptidase 1 activity, Treatment of cortical cells with the neu-
rotoxic agent glutamate reduced simultancously pyrogluta-

mate aminopeptidase I and glutamate decarboxylase
activitics. Glial cell cultures expressed pyroglutamate ami-
nopeptidase | or glutamale synthase activitics bul not pyro-
glutamate wminopeptidase 11, The data suggest that pyroglu-
tamalte aminopeptidase I is predominantly localized in neu-
ronal cells. This is consistent with a role for pyroglutamate
aminopeptidase 1 in TRE-ergic synaptic transmission, Key
Waords: Pyroglutamate aminopeptidase [1—Thyrotropin re-
leasing hormone—Peptidase—Ncuronal cultures—Pyroglu-
tamate aminopeptidase [—Synapsis. Cruz C, et al. Neuronal
localization of pyroglutamate aminopeptidase {1 in primary
cultures of fetal nouse brain. JJ. Neurvchen, 56, 1594-10601
(1991).

“ Thyrotropin relcasing hormone (TRH; pGiu-His-
ProNH,), whose hypophysiotropic role is well recog-
nized, is also involved in ncurotransmission, This cv-
idence comes from data about its distribution, ncu-
rochemical properties, and electrophysiological and
behavioral eflects (Metcalf and Jackson, 1989). Recent
data suggest that once released into the extracettular
space, TR is inactivated by pyroglutamate amino-
peptidase 11 (PGA 1) (EC 3.4.19.-). PGA 11 15 a mem-
brane-bound peptidase that hydrolyzes the pGlu-His
bond of TR (O'Connor and O'Cuinn, 1984, Garat
ctal., 1985). It has a narrow spcecilicity: its only known
substrates are peptides of structure pGlu-Flis-X (where
X = Pro or Trp) or pGlu-His-Pro-Y (Y = Gly or NH,)
(O’Connor and O’Cuinn, 1985; Wilk and Wilk, 1989;

CElmore ct al., 1990). This peptidase is concentraled

mainly in brain, not homogencously distributed
(Fricdman and Wilk, 1986; Vargas ct al., 1987). In

adenohypophysis, PGA 11 is stringently controlled by
several hormones including tritodothyronine and cs-
trogens (Bauer, 1988; Ponce ct al., 1988) and may be
involved in regulating some adenohypophysial re-
sponse to TRH. In brain, PGA 1l is highly concentrated
at the nerve ending plasma membrane (O'Connor and
O'Cuinn, 1984; Torres ct al., 1980) as an cctoecnzyme
(Charli et al., 1988). These data as well as the fact that
its specific inhibition increases recovery of TRIH re-
leased from brain slices (Charli et al., 1989) suggest
that it plays a key role in TRH inactivation in brain
cxtracellular space.

Two soluble peptidases are also known to degrade
TRH in vitro: prolyl endopeptidase (PE; EC 3.4.21.26)
and pyroglutamate aminopeptidase 1 (PGA I, EC
3.4.19.3); they are nonspecific cnzymes ol ubiquitous
distribution (for review sce O'Cuinn et al, 1990).
Flowever, their involvement in regulating TRH levels
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in vivo 1s doubtful, Specific inhibition of these enzymes
in vivo or i vitro does not increase TR levels or
release (Charh et al,, 1987 Mendez et al., 1990).
Delining the exact cellular localization of PGA 11
should give a further clue in understanding extracellular
TRH catabolism. We therefore decided 1o ook for this
activity i primary cell cultures obtamned from mouse
fctal cortex or hypothalamus, Duc to the importance
of cell interactions we chose a mixed cell culture system
where enrichment of a specitic cell type, or its Turther

disappearance, could be indicative of the presence of

PGA 1110 a given cell population, PGA 1 activity was
detected prelferentially under conditions in which neu-
ronal ecnrichment is induced, in contrast to PGA 1. Our
results suggest that PGA s localized mainly in neu-
ronal cells. |

MATERIALS AND METHODS

Materials

Dulbecco's modified Eagle's medium (DMEM), vitamin
mix, and antibiotic-antimycatic solution were purchased
from GIBCO (Grand Island, NY, U.S.A.); fetal bovine seruim
was from Hyclone (Logan, UT, U.S.A.). Plasticware for cell
culture was obtained (rom Costar (Cambridge, MA, U.S.AL).
1-Glutamine, bovine pancreatic insulin, poly-D-lysine, cy-
tosine arabinoside (Ara-C), and salts for balanced salt solu-
tions were purchased from Sigma (St. Louis, MO, U.S.AL).
[Pro-HHTRM and L-[MClglutamate were obtained from New
England Nuclear (Boston, MA, U.S. AL} TRH was obtained
from Peninsula Laboratorics. Jon-exchiange paper chroma-
togeaphy was performed on Whatman cellulose phosphate
P81 sheets (Whatman, Maidstone, England). N-Benzyloxy-
carbonylprolylprolinat (ZPP) and pyroglutamyl diazomethyl
ketone (PDMK) were kindly provided by Dr. S, Wilk (Mount
Sinas School of Mcedicine, New York, NY, U.S.AL). ‘

Primary cell cullures

Hypothalamic and cortical cell cultures were initiated and
maintained as previously described: by Charh et al. (1988).
In bricl, hypothalamus and frontal cortex were dissected from
[4-day fetal mice (CD-1). Pooled fragments were mechani-
cally dissocialed. Dispersed cells were plated (1 X 10° cells/

dish) in 35-mm petri dishes previously conted with poly-bD-

fysine, and cultured in a total volume of 2 ml of medium.
Half of the medium was replaced every 3 days. When indi-
cated, Ara-C (10 gAS) was added at the fifth day in vitro (§
DIV) to inhibit proliferation of nonneuronal cells. Cultures
were maintained for up to 14 days (14 DIY), Cortical ghial
cell cultures were obtained from 2-day-old animals (Booher
and Sensenbrenner, 1972; McCarthy and de Vellis, 1980)
and cultured as described above except that dissociated cells

©were seeded in noncoated dishes.

PGA T and PGA 11 assays
PGA I and PGA 1 activities were measured as previously
reported by Vargas et al. (1987) and Charli et al. (1988).

HPTLC-repurified [Pro-HJTRH (112.9 Ci/mmol) was used

as substrate. '

Immunocytochemical staining

Cultures were rinsed in phosphate-buflered saline (PPBS)
and fixed by immersion in 4% paraformaldehyde tor 120
min at room temperature, Fixative was removed and cells

were exposed to normal goat serum (dituted 1:20 with PBS)
for 30 min, folfowed by 1 b of incubation at room temperature
with a rabbit anti-ghal fibrllary acidic protein antiserum (anti-
GEFAL, DAKO, 1100 dilution in PBS, 0.3% Triton X-100)
or overnipght at room temperature with a rabbit anu-neuron-
specilic enolase antiscrum {anti-NSE, PolySciences, 1:1,000
difution in PIS, 0.3% Triton X-100). At the end of incuba-
tion, cells were rinsed three umes for 10 min in PBS. They
were processed for antibody binding using the avidin-biotin-
peroxidase system (Vectastan ABC ki, rabbit immunoglob-
ulin G, Vector Laboratorics) and reacted with 0.05 mg/mil
of dinminobenzidine tetrahydrochloride (Sigma) for 10 min,
Conlrols were processed as described above except that first
antibody was omitied,

Cells were quantified taking from cach plate five different
ficlds which were marked and analyzed (four plates per de-
termination). Before stainig, totid cell bodies were counted;
after staining, those positive to NSE antibody were counted,

Ghitamate exposure

Cells were exposed to glutamate as reparted by Choi et al
(1987) and Favaron ct al. (1988) with minor modifications.
Before treatment, medium from cortical cefls at 11 DIV way
collected and kept stertle (conditioned medium), Cells were
washed in PBS, and pre-incubated in DMEM-ghicose 0.25%
for 10 min, followed by 10 or 20 min of incubation at room
temperature with glutamate 0.5 ma/f in PBS. Cells were then
rinsed three times with 2 ml of PBS, the conditioned medium
restored, and dishes returned to the incubator for an addi-
tional 36 h, Controls were treated as described above with
PBS anly. Cultures were examined before, during, and after
treatment under an inverted microscope (Zeiss 1M 35) and
representative ficlds were photographed with Pan-X film or
Kodicolor Gald 100 (Kodak).

Glutamic acid decarboxylase (GAD) activity

GAD activity was determined by the radiochemical method
described by Albers and Brady (1959), modified by Tapia
and Mcza-Ruiz (1976). Cells were scraped in S0 mM potas-
sium phosphate buffer pH 7.0, containing 1.13 mA/ dithio-
threitol (DT), and homogenized. The soluble fraction ob-
tained after 15 min of centifugation at 12,000 g was im-
mediately assayed. The reaction mixture contained 0.05 uCi
of L-["*Clglutamate (49.6 mCi/mmol), 10 mAf glutamate, 50
mAS potassium phosphate pH 7.0, 1.13 mAf DTT, 0.05%
Triton X-100, and 0.1 maAf pyridoxal phosphate in a final
volumie of 71 ul. After 20 min of incubation at 37°C, 25 gl
of 2 M 1,80, was injected, and MCO, relcased was captured

“ina cannected tube containing 0.25 ml ol hyamine hydroxide.

Tubes were incubated further for 90 min (o allow complete
absorption of **CO;.

DNA content '

Cells were rinsed twice with ice-cold PBS, and detached
with a rubber policeman in isotonic sucrose~Tris phl 7.4,
The cellular suspension was homogenized and centrifuged
at 1,000 g for 15 min at 4°C. Pellcts containing intact nuclel
were stored at —70°C unti} assayed. DNA content was esti-
mated using the fluorescence method according to Erwin ¢t
al. (1981). Calf thymus DNA (Sigma) was used as standard.

Protein
Protein was quantified following Lowry ct al. (1951).

Statistics
Statistical analyses were performed using Student’s ¢ test.
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RESULS

Cell cultures obtained from hypothalunic or cortical
fetal tissue developed in a miaed cell population i a
wity similar to that reported by Dichter (1978) and
Tixicr-Vidal and de Vitey (1979), A4 DIV there was
a thin layer of epithelioid nonrelringent fut cells at-
tached to the plastic dish surface, although confluence
had not been achieved (Fig. Th). Over this layer, smali
refringent cells with an ovord pertharyon were observed.
The morphology of these small cells was cither bipolar
or multipolar, with thin processes arising from ccll
bodies: they were NSE positive (Fig. Fa). Aftera week
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in culture the basal faver showed polygonal, at mor-
phology, as deseribed tor cultured astrocytes (Booher
and Sensenbrenner, 19720 McCarthy and de Velhs,
f9s0). and stained positively with an anti-GEFAP an-
tibody (Fig. o). At this stage. presumptive neurons
sent out an extensive network of processes, and by 10
DIV they developed large. phase-bright el bodies. The
aeuronal identity of these cells was confirmed by using
an antibody against NSE (Figs, Te and 3a). The main
ditlerence ohserved between hypothalamie and cortical
cultures was the higher density of neuronal cells 1 the
Jatter cuitures and the extent of neuritic processes
forming in somc cases thick bundles, The anti-NSE
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FIG. 1. Development of pnmary cultures of disper: sed hypothalamic and glial cells i serum-: suplemented medwm, a: Hypothalamus, 4
DIV, staincd wilh anti-NSE. b Hypothalamus, 4 DIV, stained with anti-GFAR, ¢: Hypothalamus, 10 DIV, Ara-C’, stained with anti-NSE. d:
Hypothalamus, 10 DIV, Ara-C ", slaned with anti-NSE. e: Hypothatamus, 10 DIV, Ara-C ", stained with anti-GFAP. 1: Giial culture, stained

with anti-GF AP,
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TABLE 1. Specific activity of PGA N o primary cultieres
at different days in vitro

PGA 1 speailic activity

DIV Hypothalamus Frontid cortex
4 0.5 & 01 (.5
8 0.5 £ 0,15 0.7 1 0.2
12 0.55 % 0.15 0.75 4. (1.2
[4 ND 0,65 £ 0.2

Cells were treated with Ara-Cal § DIV, PGA T activity was mi-
surcd inimembrane fractions obtained from mdividoal dishes, except
at 4 DIY where two pooled dishes were used, Dita are eapressed in
picomoles of His-ProNLE per minute per milligiaon ol membrine
protein and are the means & SEM of three to six independent de-
terminations {eacept for 4 DIV frantal cortex: two delerninations).

- NI, not determined.

stained cells amounted to 80% of the cells growing, over
the basal layer. The remaining cells were mainly un-
diflerentiated astrocytes (IFig. le).

PGA I activity was detected as carly as the 4th day
in vitro, in cultures derived of hypothalamic or cortical
cclls (Table 1), when neurons (NSE-positive cells) were
already visualized (IFig. La). The specific activity in cor-
tical cell cultures was slightly higher but not signifi-
cantly dillerent as compared with the hypothalamie
cells and remained constant for up o 14 DIV (Ta-
ble 1),

Addition of the antimitotic Ara-C (Ara-C* cultures)
at 5 DIV halted the extensive prolileration ol nonncu-
ronal cells: DNA levels of Ara-C*H, at 10 DIV, were
43% of Ara-C™ values (Table 2). Morphological difler-
ences were observed in the development of cultures at
10 DIV between treated Ara-Coor untreated Ara-C™
groups. Ara-C* hypothalanic cultures had more NSI:-

positive cells and showed an extensive development of

the neuritic network (Fig, Je and d). Staining with
GFAP revealed an extensive network of fibers, 1t was
difticult to see a clear diflerence with Ara-C treatment
except for certain Nields (results not shown), Specihic
aclivity of PGA 11 in Ara-C' cultures was 1.6-fold
higher than in Ara-C™ cultures (Fig. 2); PGA U per
microgram of DNA increased three times as compared
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FIG. 2. PGA I and PGA Il specific activities in Ara-C' and Ara-C~
hypothalamic primary cullures and glial celis. Hypothalamic cultures
at 10 DIV treated (Ara C') or nol (Ara C ) with Ara-C as described
in the footnote to Table 2 and pure glial cultures after 20 DIV were
used. PGA | and PGA i activitics were assayed in the membrane
and soluble fractions respectively as described in Malterials and
Methods. Data bars represent the means £ SEM of eight individual
dishes. *p < 0.01 compared to Ara-C' by Student's I test.

to untreated cultures (Table 2). In contrast, PGA | spe-
ciftc activity was significantly enhanced when the an-
timitotic was omitted (Fig. 2). The cllect of the neu-
rotoxic agent glutamate was tested on cortical cultures
to vertly the extent of PGA 1 distribution in ncurons.
After 10 min of exposure to glutamate, there was an
immediate swelling of neuronal cell bodics (IFig. 3b
versus 3a) and hours after its removal, a specilic neu-
ronal degeneration was observed (Fig. 3c). The neu-
rotoxic cllect was preferentially observed in neuronal
cells organized in clusters, whercas the underlying basal
layer appeared normal, Glutamate treatnient consid-
crably diminished PGA I activity whether measured
in membrance [ractions (Fig. 4) or intact cells (Fig. 5).
Membranc fractions were also measured to climinate
possible indirect effects on PGA I caused by the treat-
ment on ntact cells. Longer treatment (20 min) with
the neurotoxic agent deercased further PGA 1 activity
(IFig. 5) and this was correlated with a more extensive
neuronal loss (qualitative observations), GAD activity
was also decreased but to a lesser extent than PGA I

TABLE 2. Activity of PGA 1 in Ava-C'" and Ara-C™ hypothalamic primary cultures

pgof
mcimbiine
PGA IHdish! P'GA HI/DNA" ug of DNA/dish profein/dish
Ara-C! Jo.8 1 4.3 2220 228423 94.9 + 0.7
Ara-C- 33.4 235 0.0 +0 52,02 4,34 [14.8 4 9.0

Hypothalamic cell cultures at 10 DIV treated (Ara-C*) or not (Ara-C™) with the antimitotic agent Ara-C
were used. Ari-Cowas added at 5§ DIV (inal concentration 10 A7), PGA Twas measured in the membrane
fraction obtained as deseribed in Materials and Mcthods. Data represent the means L SEM of cipght individual

dishes,
“ Femtomoles of His-IProNT; per niinute,

" remtomoles of His-ProNI; per minute per microgram of DNA.
<001 < 0001 compared to Ara-C* by Student's 7 test.
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(Fig. 4). Cells obtained rom newborn animals devel-
oped into a glial culture (McCarthy and de Vellis,

1980). Most cells were stained with GFAP antibody
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and neuron-like cells were

FIG. 3. Eliect of glutamate treatment on the
morphology ol cortical primary cell culture
grown in scrum-supplemented medium. Cells
were stained with anti-NSE. a: Cells at 11 DIV
just before treatment. b: Cells 10 min after be-
ginning ol 0.5 mM glutamaie treatment. c:
Thirty-six hours atter glutamate treatment.

not observed (Fig. 11} In

these cultures, PGA 11 activity was not detected, in
contrast to PGA 1 activity which was high (FFig. 2).
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FIG. 4. Eflect of glutamate on PGA Il and GAD aclivilies in cortical
primary cultures. Cell cultures at 11 DIV wers incubated with glu-
tamate (flinal concentration 0.5 mM) for 10 min. After thorough
washes, cells were incubated for an additional 36-h period until
assayed. PGA Il and GAD acliviliecs were measured in the mem-
brane and soluble fractions respectively, oblained as described in
Materials and Methods. Data bars represent the means : SEM of
number of individual dishes between parentheses. ‘p < 0.01; *'p
< 0.001 compared to control by paired Student’s { test.

Cortical culturces obtained from 14-day-old fetus kept
for over 3 weeks in vitro showed a sponlancous and
progressive neuronal degencration; alter 20 DIV, PGA
11 activity was not detected in the remaining glial cells
whercas it was still possible to detect PGA 1 activity
(not shown).

DISCUSSION

We have used primary cell cultures obtained from
hypothalamic or cortical tissuc to study the cellular
tocalization of PGA 11. Although structural integrity
of ccll interactions in the brain is not preserved in pri-
mary cultures, they represent a uscful model for study-
ing the inactivation mechanisms of neuropeptides.
Culturcd ncuronal and glial cells have been used to
study several aspects related to the localization of pep-
tidascs involved in intra- and extracellular metabolism
of neuropeptides (Horthemske et al., 1983; Koshiya et
al., 1985; Faivre-Bauman ct al,, 1980).

We have previously reported that TRI is degraded
by PGA I to His-ProNH, by intact cortical cells in
primary culture maintained in serum-supplemented
medium (Charli ct al., 1988). In contrast to our dala,
Faivre-Bauman ctal. (1986) werc unable to detect TRH
degradation when the peptide was added exogenously
to murine hypothalamic cultures grown in defined
medium, This discrepancy is not duce to a regional dif-
ference because PGA 1 activity was also detected i
hypothalamic cultures, The presence ol serum in our
culture medium cannot account for TR degradation
because thyroliberinase activity is very low in scrum-
supplemented medium (Charli et al., 1988). Factors
present in serum may be necessary to induce cnzyme

activity, PGA 11 was detected as early as 4 DIV both
in hypothalamic and in cortical cultures. In munne
hypothalamic neurons this stage represents a primitive
phase where spontancous clectrical activity and excit-
ability are present, but mature synaptic contacts have
not developed (Legendre ¢t al., 1988). The data sugpest
that expression of the enzymie in vitro is partially in-
dependent of functional synapsc formation. Studics on
the ontogenctic pattern of PGA 1T showed that the
highest activity of PGA 11 1 brawn in vivo is observed
at carly postnatal stages when synaptogenesis oceurs
(Vargas ¢t al., in preparation), :
The lack of PGA 1l degrading activity in our glial
cultures or in the polygonal cell population obscrved
after spontancous ncuronal degeneration is coincident
with other reports. No TR degradation 1s detected in
astroblasts or in cyclic AMP-treated astroblasts in pri-
mary culture (Baucr, 1987), and a negligible activity
ol PGA I is present in the ghal line Co (Wilk et al.,
1988), which by contrast has an important PGA 1 ac-
tivity., A preliminary report showed that PGA 1T s
present in cultures of pure neurons (Bauer, 1987). The
expression in a cell type could sull be determined by
cell interactions between neurons and glhia, Itis known'
that there is & functional linkage between neurons and
glial cells. Astroglial cells in primary cullure regulate
synaptic density (Mcshel et al., 1987) and are able to
release [actors into the media that promote attachment,
growth, and survival of ncurons (Banker, 1980; Faivie-
Bauman ct al,, 1984). The presence of glutamine syn-
thetase activity in glial cells has been postulated to serve
i the process of ammonia detoxification (Hertz, 1982),
Likewise, it has been shown that development and
expression of metabolic activitics in almost pure cell
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FIG. 5. Time dependence of glutamate on TRH degradation by
PGA il in intact cells. Cortical cell cultures (11 DiV) were incubated
or not with glutamate (0.5 mM) for the indicaled times. After thor-
ough washing, cells were incubalted for an additional 36-h period.
Cultures were washed twice with PBS and incubated with [Pro-
IH]TAH (107% M) in the presence of ZPP (107° M) and PDMK (107°
M), specilic inhibitors of PE and PGA 1, respectively. His-{"H]ProNH,
produclion was measurcd as indicated in Materials and Mcthods.
Data bars represent the means 4: SEM, number of individual dishes
between parentheses. *p < 0.05; **p < 0.01 compared to control
by Student’s t test,
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cultures o different Troms that 1n meed coll cultures,
I‘orm.m*zg;u‘ caortisnl-mediated "ndz,if"tmﬂ of glutaming
;,mi s in Midtler ghial colly regquires histotypie cell
dssocintion between these ghal ¢ 1!., and retinad noarons
(Moscona et al., 1980y and the presence of ghial cells
affects the release of somatostatin from cortical cells
i culture (Pares-Herbuate ot gl 19548). 1o some in-
slances, no correlation 1s found between in witro or in
vivo studies; endopeptidase 2-4 [ Fdetected in cultured
phial cells (Horthemske et al, 19435 was not conlhirmed
vith hastochemicst techniques (_Bhld_ and Gorenstein,
1949), Therefore, we decided to use culture conditions
thist preserve the nearonal-ghial interactions. Evidence
that PGA s present in neuronal cells is demonstrated
by the significant increase of is apecific activity ob-
served in hypothalamie cohares with a higher neu-
ronal/ghial ratio. We cannot however exclude the pos-

sibility of other effects of Ara-C, as reported in other

ctlture systems (Sisken ¢t al,, 1985; Patef et al., 1988).

Neurotoxing have been used as an experimental tool
in vivo to define the cellular tocalization of some pep-
tdases (Koshiya et al., 1984). The sclective neuronal
degencration observed in vitro after glutamate treat-

ment, concomitantly with the significant reduction of

PGA T activity, strongly supports the neuronal local-
ization of this enzyme. The activity of GAD, a neuronal

enzyme, was also significantly diminished by eflect of

peurotoxin but to alesser extent than PGA 11 (34 & 4%,
versus 50 4 0% of control values, respectively). This
could be attr |hult.d Lo the sclective resistance that some
cell populations show (o the clleet of neurotoxing
(Monaghan et al,, 1982; Greenamyre ¢t al., 1985). In
particular, v-aminobutyric actd immunorcaclive ncu-
rons in cortical cultures appear modestly resistant [ol-
lowing exposure to certain concentrations of the glu-
tamade analog MN-methyl D-aspartate (NMDA) (Tecoma
and Choi, 1989). Other subpopulation of forcbrain
neurons containing somatostatin and NADPI-diaph-
orasc show resistance to quinolinate, an NMDA analog,
while being highly vulnerable to glutamate (Koh et al.,
1986). The residual activity of PGA 11 and GAD ob-
served could therefore be due to incomplete elimina-
tion of the different neuronal populations, rellecting a
particular receplor distribution. Furthermore, the neu-
rotoxic potency of glutamaite on cortical cells in culture

is highly dependent on jons, temperature, pll, time of

exposure, and age of the culture (Chot ¢t al., 1987;
FFavaron et al., 1988),

The work presented here provides evidence that the
TRH-specific degrading enzyme PGA 1 is 4 neuronal
enzyme, This is consistent with previous data showing
that the enzyme is cnriched on the synaptosomal
plasma membrane (O'Connor and O'Cuinn, 1984;
‘Torres et al,, 1980). In contrast, PGA 1 activity is pres-
ent i glial cells as has been shown also for PE, another
enzyme degrading TR in vitro (EC 3.4.21.20) (Ko-
shiya et al., 1985). Our laboratory has recently shown
that specific inhibition of PGA 11 increases TR re-
covery released from brain slices in vitro (Charli et al.,

Ao Nviivachiom., Vol S0, No. S, 199

P9095. Current data concerning 16 narrow substrate
speciicity, membrane focalization, and heterogeneous
distribution i brain strengthen the Wvpothesis that it
15 the neuropeptidase responsible for extraceliutar TRH
inuctivation. The predominant localization of PGa
i nceurons, on the nerve ternunal plasma membrane,
suggests a role in TRH-crgic synaptic transmission.
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APENDICE

Participacion de la enzimes solubles PGA |y PE en la regulacién del contenido intracelular del
TRH en el cerebro de roedores y en cultivos hipotaléamicos.

Como se describid en la infroduccicn existen en &l cerebro dos aciividades enzimaticas solubles las
cuales son capaces de degradar in vitro al TRH: piroglutamato amincpeptidasa |, (PCGAl) y prolil
endopeptidasa (Pk), (Prasad y Peterkovski, 1976; Rupnow y cols., 1978b). Debido a su presencia en
el compartimento citosolico de las celulas nerviosas (Criffiths y cols., 1982; Browne y O'Cuinn, 1983a;
Torres y cols,, 1986), se ha sugerido su posible pariicipacion en los mecanismos de control de los
niveles mtracelulares del TRH.

* Basados en estudios sobre su caracterizacién enzimatica se han sintetizado inhibidores especificos de

su actividad: la pirogiutamil diazometilcetona (PDMK) que inhibe irreversiblemente a la PGAIl (Wilk y
cols., 1985), y el N-benziloxicarbonil prolilprolinal (ZPP) que inhibe reversiblemente a la PE (Wilk y
Orlowski, 1983). Estos inhibidores son compuestos no toxicos, estables, reactivos y altamente
selectives, ademds de que poseen caracteristicas lipofilicas que los hacen permeables a las
membranas bioldgicas y a la barrera hematoencefalica. La disponibilidad de estos inhibidores permitio
probar su efecto sobre los niveles de TRH tanto in vivo como in vitro. La hipdtesis de trabajo supone
que si estas enzimas poseen un papel relevante en la inactivacion intracelular del tripéptido, entonces
la inhibicion de su actividad deberia estar asociada a un incremento en los niveles intracelulares de
TRH y probablemente a la disponibilidad del péptido a ser liberado. Los resultados iniciales mostraron
sin embargo que en el ratén la administracion simultanea in vivo de los dos inhibidores no alteraba el
contenido cerebral de TRH en diversas areas cerebrales (hlpota!amo hipdfisis, tallo cerebral y nicleo
accumbens-septum lateral), a excepcion de! bulbo olfatorio en donde se redujeron los niveles del
péptido (Charli y cols., 1987). Se observé ademas que a pesar de la fuerte inhibicién enzimética, no
se presentaron dlferenmas en la recuperamon del TRH liberado in_vitro por parte de rebanadas
obtenidas del cerebro, hipdfisis o pancreas de la rata (Charli y cols., '1987).

En contraste a estas observaciones se reporté que el tratamiento de cultivos primarios hipotalamicos
con el compuesto Z-Gly-ProCHN,, un inhibidor de ambas enzimas, incrementaba e! contenido celular

de TRH, asi como la cantidad de TRH libsrado bajo condiciones basal y estimulada por alto K'

(Faivre-Bauman y cols., 1986).

En base a estas diferencias y debido a los posibles problemas referentes a la penetracion de los
inhibidores in vivo, y a la posibilidad de que los resultados negativos estuvieran relacionados con el
rapido recambio (turnover) de la enzima, decidimos extender nuestras investigaciones. La estrategia
experimental en este trabajo estuvo dirigida a:

1- Determinar el efeclo in_vivo de ambos inhibidores sobre los niveles de TRH en el hipotalamo y
bulbo olfatorio de ratones, en condiciones en las que se asegurara una inhibicién efectiva de ambas
enzimas, aun por tiempos prolongados. El bulbo olfatorio se escogié como una regidn sobre la cual
comparar los resultados obtenidos en el hipotdlamo en base a la presencia de neuronas TRHérgicas
en esta regién (Tsuoro y cols., 1988), las altas concentraciones del péptido existentes (Kreider y cols.,
1981a), su independencia del gje hipotdlamo hipofisiario (Kreider y cols., 1982) y a la observacion
previa de la reduccion especifica en esta regidn de la cantidad de TRH presente como resultado de la
administracion de estos inhibidores (Charli y cols., 1987).
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2- Analizer €l efecto de los inhibidores en ciferentes preparaciones in vitro. Inicialmenie probamos el
efecto de la incubacién por tiempos corfos de PDMK y ZPP sobre el contenido y liberacion basal y
estimulada por alto K' de TRH-IR de rebanadas ce lejido hipotalamico y de bulpo oifatorio obienidos
de ralas machos adulias. Dada la posibifidad de maniener a los inhibidores por tiempos més
prolongados extendimos posteriormente estas observaciones a ¢os sistemas de cullivo celular: los
cultivos primarios derivados de tgfido hipotalémico fetal del ratdn, los cuales poseen neuronas
TRHérgicas que expresan y liberan al péptido bajo distintos estimulos depolarizantes (Loudes y cols.,
1983; Lewis y cols., 1987b) y el cultivo organotipico de eminencias medias, region en donde se
localizan las terminales nervicsas TRHérgicas provenientes del hipotalamo y que por lo tanto contiene
las pozas de TRH liberables refacionadas con su efecto hipofisiotrofico.

De manera paralela a estas investigaciones M. Méndez analizé el efecto que ejercian los inhibidores
especificos sobre €l contenido in vivo de LHRH en diferentes regiones cerebrales y sobre la liberacion
in vitro de LHRH de rebanadas o fragmentos de tejido hipotalamico.

La actividades de PGAl y PE fueron determinadas en las fraccidnes solubles correspondientes (células
dispersas de cultivos hipolalamicas o de corteza cerebral, eminencias medias, hipotélamo y bulbo
olfatorio), utilizando ensayos espectrofluorométricos especificos para cada una de las enzimas.

En todos los casos se determing el grado de inhibicidn de las enzimas solubles causada por efecto de
los inhibidores especificos.  Los resultados obtenidos de estas investigaciones en conjunto se
encuentran descritos en la Publicacién 3.

RESULTADOS

Efeclo de PDMK y ZPP en cultivo primanos de células hipotaldmicas y organotipico de
eminencias medias.

La incubacién con los inhibidores especificos ZPP y PDMK (10° M, cfma!) hasta por 24 horas, no
produjo cambios morfologicos evidentes sobre las células en cultivo.

La actividad de las enzimas en los cultivos hipotalamicos disminuyé drasticamente despues de 1 hr en
presencia de los inhibidores; PGA | 97.6 + 0.3 %, y PE 658 + 13.8 % (n=7) de los valores
controles. La inhibicién se mantuvo aun después de 24 horas: 66.3 % Yy 71.9 % {(n=6) de los
valores control de PGAl y PE respectivamente,

La inhibicion de las enzimas solubles no afectd la liberacién de TRH basal y estimulada por K, ni el -
contenido intracelular del péptido en los cultivos primarios a ninguno de los tiempos probados (1, 6 y
24 hr) (Publicacion 3, tabla 1). De manera similar, la presencia de los inhibidores no modifico en
ningun momento la cantudad de TRH presente en la eminencias medias en cultivo organotipico.
(Publicacion 3, fig. 1).
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Efeclo de PDNK y ZPP sobre los niveles in vivo de TRH y sobre ¢l conlenido y liberacidn in
vitro en el bulbo olfztorio.

La inyeccidn intraperifoneal simuliénea de PDMK y ZPP in vivo por distintos periodos, produjo una
disminucion significativa en 1a actividad de PGAI a nivel del hipotalamo y el bulbo olfatorio, a tecos los
tiempos ensayados, principaimente a aempos cortos (Publicacion 3, fig. 5). En contraste la activicad
de la PE que en el hipotdlamo se redujo en promedio un 70%, no se modificé en &l bulbo olfatorio a
ninguno de los tiempos probados (Publicacion 3, fig. ).

El tratamiento in_vivo de los inhibidores produjo una reduccion del contenido de TRH en el bulbo
olfatorio (aproximadamente del 40% con respecto al control), Unicamente después de 13 hr de
fratamiento (Publicacion 3, fig. 5), en tanto no modifico los niveles intracelulares del tripéplido en el
hipotalamo.

La presencia continua (70 min) de los inhibidores en el medio de incubacion de las rebanadas de
bulbo olfatorio no modificd ni el contenido, ni el patrén de liberacién de TRH in vitro, (Publicacion 3,

fig. 6).

Con el objeto de descartar la posibilidad existente de que eslos resultados negativos se debieran a
una pobre penetracién de los compuestos en los tejidos se llevd a cabo el experimento mostrado en
la Figura 9. Los resultados obtenidos indican claramente que la inhibicion enzimatica de la PGAl y
PE detectada en las fracciones solubles tanto in vivo como in vitro, ocurre efectivamente por efecto
de la internalizacion de los inhibidores y no como resultado arefactual de la exposicion de la enzima a -
la accién de los mismos al momento en que se producia la ruptura del tejido al ser homogenizado.

Discusion

Estos resultados confirman un trabajo previo del laboratorio (Charli y cols., 1987), el cual muestra que
In_vivo la inhibicion especifica de las enzimas solubles PGAI y PE no modifica los niveles de TRH en
el hipotalamo y otras regiones del cerebro de la rata, excepcion hecha del bulbo olfatorio, en donde se
observa una disminucion inesperada en la caniidad de TRH. Este mismo comportamiento se observod
en el caso de LHRH tanto jn vivo como in vitro, el cual posee una Km ain menor que el TRH para
ambas enzimas (Busby y cols., 1982; Brown y O'Cuinn, 1983a, O'Cuinn y cols., 1990). La ausencia
de electo in vitro de los inhibidores sobre el conterido y/o liberacién de TRH en las preparaciones de
cultivo de eminencia medias y de células hipotaldmicas confirman estos resultados. Existe sin
embargo un reporie que indica que la incubacién de cultivos primarios hipotdlamicos por una hora con
el compuesto Z-Gly-ProGHN, provoca un aumento en el contenido y liberacion de TRH medido 24
horas mas tarde (Faivre- Bauman y cols., 1886). Esta discrepancia con nuestros resultados no parece
ser debida a una mayor penetracion de este compuesto en las células en cultivo comparado con
nuestros inhibidores, como lo demuestra el grado de inhibicidn enzimatica observado en nuestros
experimentos en condiciones similares (Publicacién 1). El hecho de que el Z-Gly-ProCHN, un
inhibidor de fa PE (Knisatschek y Bauer, 1986) inhiba de manera potente la actividad de la PGAI
indica un efecto inespecifico sobre cistein proteasas, 1o cual abre la posibilidad de que los resultados
positivos antes reportados sean debidos a otros factores. En apoyo a lo anterior se ha reportado que
la administracion in vivo del Z-Gly-ProCHN, no modifica los niveles de TRH en el cerebro (Bauer,
1988).
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Figura 9

Efectc de PDMK y ZPP sobre la actividad de PGAl y PE en cultivas de células de
corteza cerebral.

Células de corteza cerebral en cultivo {Ara C+, 12 DIV) se incubaron en presencia de PDMK'y
ZPP (10 min 10°M), inhibidores de las enzimas solubles PGA! y PE respectivamente. Al
término de la incubacion los cultivos se lavaron exhaustivamente con PBS, manteniendose
posteriormente durante 10 min en presencia de la fraccion soluble obtenida de un
homogenado al 10 % de la corteza cerebral del ratén aduito, preparada en una solucion
isoténica, Al término de la incubacion la fraccidn soluble se recuperd y las células se lavaron
exhaustivamente. Se determind la actividad de las enzimas PGAl y PE presente en las
fracciones solubles celulares correspondientes (células en cultivo y fraccion soluble del

~ homogenado del cerebro de ratén adulto) mediante ensayos ﬂuorometncos especificos.

Las barras representan el promedto + el error eslandard del % de acttwdad especmca
remanente de cada una de las enzimas con respecto al control.
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La disminucion en el contenido de TRH y LHRH en el buibo olfatorio observada en los experimenios
in_vivo, podria ser explicada a través de un sumento en la liberacion de los péptidos, como resultado
de una estimulacion en la actividad degradativa de los mismos, 0 bien a través de la inhibicién de los
mecanismos de procesamienio de los precursores. Sin embargo al menos para el caso de TRH la
incubacion por tiempos cortos de los dos inhibidores de las enzimas solubles no modifico el patrén de
liberacion del tripéptido en rebanadas de bulbo olfatorio (Publicacion 3, fig.6 ). En células GH, se ha
observado que la actividad de la PGAl se ve incrementada cuando fas células son incubadas en
presencia del 5 oxo-prolinal (Friedman y cols., 1986), un inhibidor especifico y reversible de la enzima
(Friedman y cols., 1885); en nuestras condiciones el PDMK, compuesto atn mas potente, produjo una
inhibicién considerable en la actividad de la enzima soluble. La falta de efecto inhibitorio mostrada por
el ZPP sobre la PE in vivo (Publicacion 3, fig. 5), pero no in vitro en el bulbo olfatorio (Tabla 10) es
un resultado que no apoya la posibilidad de que existan isoenzimas de la PE en estas areas
cerebrales con sensibilidades distintas al inhibidor, La accesibilidad limitada de este compuesio
especificamente a la zona del bulbo olfatorio es poco probable dada las caracteristicas lipofilicas del
mismo y el efecto mostrado por el ofro inhibidor. El bulbo olfatorio es una region que posee
caracteristicas distintas con respecto al TRH comparandolo con el hipotalamo: por ejemplo se ha
propuesto que el proTRH es procesado de manera diferente en estas dos regiones (Wu, 1989),
ademas el bulbo olfatorio posee la actividad mas baja de la enzima amidante PAM de todas las
regiones cerebrales (40 veces menor que en el hipotdlamo) (Meng y Tsuo, 1988). Ya que la
inhibicion de la PGAIl y de la PE podrian alterar el metabolismo de otros péptidos (que contengan un
grupo piroglutamil o prolina respectivamente) surge la posibilidad de que ocurran efeclos indirectos o
no especificos de los inhibidores sobre alguno de los eventos relacionados con el procesamiento in
vivo de TRH o LHRR.

Conclusion

El papel que el TRH y los otros péptidos activos desempena en la comunicacion nerviosa requiere que
estos se encuentren en disponibilidad de ser liberados bajo un estimulo especifico. La formacién y
mantenimienio de estas pozas liberables de péptidos es un proceso dinamico que depende no solo de
la velocidad con la que se llevan a cabo los eventos relacionados con su sintesis, transporte,
almacenamiento y liberacion, sino también es funcién de la tasa a la cual esios son eliminados del
compartimento terminal, Debido a que los compartimentos de sintesis y liberacion de los
neuropéptidos se encuentran en sitios fisicamente distantes es poco probable que el mantenimiento de
los niveles en la terminal nerviosa esten sujetos Gnicamente al control del soma- neuronal. Por
ejemplo, se ha observado en experimentos sobre la biosintesis de novo de TRH en cuitivo, la
liberacién preferencial del péptido almacenado en pozas preformadas con respecto al TRH recién
sintetizado en respuesta a un estimulo depolarizante (Loudes y cols., 1989), evento que pudiera estar

asociado a un aumento en el procesamiento de proTRH. |
Es probable entonces que existan otros mecanismos intraterminales accesorios que permitan regular la
concentracion de los péptidos en respuesta a las demandas funcionales a las que esten sujetas en un
momento determinado las neuronas peptidérgicas. Sin embargo se desconocen cuales son los -
mecanismos de control, ni la manera en que se encuentran regulados.
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Efeclo in vilro de PDMK y ZPP sobre la activided de PE y PGAI
presentes en rebznzdes de bulbo olfalorio, hipotalamo y corteza.

PGAI PE
BO C 0.17 £ 0.05 247 +0.24
| ND 0.07 £ 0.04
HI C 0.14 £ 0.04 1.22 £0.08
l ND ND
CF C 0.14 (2) 3.46 + 047
| l ND ND

Rebanadas de bulbo oifatorio (BQ), hipotdlamo (HI) o corteza frontal (CF) del cerebro
de la rata fueron incubadas en Ringer Krebs-Bicarbonato en presenc:a () o ausencia
(C) de PDMK y ZPP (10°M) durante 2 periddos continuos de 30 min. Al término de la
incubacion las rebanadas se lavaron exhaustivamente y se preparé un homogenado de

~las mismas. La actividad de las enzimas se determind en la fraccion solub!e obtemda

despues de centrifugar los homogenados por 30 min a 10,000 g.

La actividad especifica esta expresada como nmolas de B-naftilamida liberada/ mln/
mg profeina soluble.

Los datos representan el promedio el error estandard de 4 determmacsones por
separado.

ND = actividad no detectada
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Entre los mecanismos propuestos que podrian intervenir en la movilizacion de las distintas pozas de
peéptidos presenies se encuentran: variaciones en la tasa de liberacion, transporte retrégado de las
vesiculas 0 granulos de secrecion o bien a través de cambios en la tasa degradacion o eliminacién de
los mismos. Este recambio (turnover) de los péptidos en la terminal nerviosa €s un aspecto poco
estudiado del metabolismo de las neuronas peptidérgicas, paricularmente por las dificulades
metodoldgicas que implica a determinacion de esta tasa. En el caso de las encefalinas en el estriado
y probablemente del TRH en el hipotalamo se han mostrado evidencias experimentales que ingican la
existencia de valores rapidos de recambio (Llorens-Corles y cols., 1986; Fink y cols. 1982; Greef y
cols., 1985).

La observacidn de que los péptidos activos en el Sistema Nervioso son degradados rapidamente in
vitro por actividades enzimaticas presentes en homogenados o fracciones subcelulares del cerebro,
sugiere un posible papel de la degradacion enzimatica en el mantenimiento de las pozas liberables
(Griffiths y McDermott, 1983; Schwartz, 1883).

En el caso particular del TRH la existencia de dos enzimas solubles presentes en el cerebro PGAl y
PE capaces de degradar in_vifro_al TRH habfa sugerido la posible participacion de las mismas en el
mantenimiento de los niveles intraterminales del péptido en el Sistema Nervioso. La disponibilidad de
inhibidores especificos para ambas enzimas nos permitié probar esta posibilidad en distintos modelos
experimentales tanto in vivo como in vitro.  La ausencia de efectos de estos compuestos sobre los
niveles de intracelulares y sobre la liberacidn de TRH y LHRH (ofro neuropéptido sujeto a la
degradacion por parte de estas enzimas) descartan la posible intervencion de estas peptidasas
solubles en la regulacién de los niveles intracelulares de TRH.

¢Cual es entonces el papel de estas enzimas?

Debido a su localizacion infracelular ni fa PE, ni la PGAl pudieran tener participacion en los
mecanismos de degradacion extracelular del TRH u otros péptidos. No se ha observado liberacion de
estas enzimas por parte de células en cullivo (Faivre-Bauman y cols., 1986}, ni por rebanadas de
hipotalamo (J. Miranda, resultados no publicados).

La actividad de estas enzimas es muy alta en la fraccion soluble citosolica obtenida del cerebro de la
rata (Garat y cols., 1985). Sin embargo en la fraccion sinaptosomal soluble solo existe entre un 5-10%
de la actividad total detectada (Torres y cols., 1986), lo cual podria ser sugerente de una localizacion
exclusiva de la enzimas en una poblacidn pequeiia de todas las terminales nerviosas o bien que gran
parte de Ias pozas de estas enzimas no son fransportadas hasla las terminales nerviosas. Asimismo
no existe una correspondencia entre su distibucion subcelular y la del TRH el cual se encuentra
presente principalmente a nivel de las terminales nerviosas (Barnea y cols., 1976, Winokur y cols,,
1977), localizado en el interior de grénulos neurosecretores y en vesiculas de cuerpo denso (70-100
nm) (Johansson y cols, 1983). Queda la posibilidad de que estas enzimas representen un
mecanismo que permita al péptido liberado de vesiculas dafiadas o envejecidas ser degradado para
formar parte de las pozas de aminoacidos libres. Esta posibilidad depende de una localizacion celular
neuronal de las mismas, lo cual no se ha demostrado de manera fehaciente. Utilizando la técnica de
lesion del dcido kainico, Koshiya y cols. (1984) sugirieron que parte de la PE se encuentra localizada
en neuronas. No obstante otras evidencias tanto in vive, como in_vitro indican que esta también se
localiza en la poblacién glial (Koshiya y cols., 1985; Metlein y cols., 1990). En el caso de la PGA | no
existen estudios al respecto. Un andlisis de distintas lineas celulares mostré que la actividad mas alta
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de entre de lodas eiias se localiza en la linea celular glial C6 {Wilk y cols., 1988). La actividad de la
enzima mostro ser significativamente mayor en cultivos gliales puros derivados de tejido coriical
neonatal 0 en cuitivos hipotalamicos mayores a 20DIV compuestos esencialmente por células gliales
comparada con cullivos mixios corficales e hipotalamicos Ara C+ respeciivamente (Figura 10;
Publicacion 2, fig.2 ), sugerente de que gran parte de la misma se localiza en células gliales. La PE
y la PGAI también se encuentran presentes en linea celular de origen hipofisiario GH,, en donde se
ha observado que la PGAI es regulada por diferentes efectores como el 5-oxoprolinal (Friedman vy
cols., 1986), el butirato de sodio (Suen y Wik, 1983a) y por altas conceniraciones de T, (Suen y Wilk,
1687). Por lo tanto su presencia en ofros fipos celulares diferentes de la células neuronales sugiere
que estas peptidasas solubles podrian tener otros papeles funcionales secundarios, por ejemplo en l0s
mecanismos de eliminacion (clearence) de los péptidos por pade de las células gliales o
adenohipofisiarias, funcion que dependeria estrictamente de la captura o internalizacion inicial de los
mismos. Como se describié en la introduccion no existen evidencias de la existencia de mecanismos
eficientes de captura para los péptidos por parte de las células nerviosas, sin embargo para el caso
de TRH y LHRH se ha descrito su presencia en el interior de células adenchipofisiarias (Gourdji y
cols., 1973; Brunet y cols., 1974; Laverriére y cols., 1981; May y cols., 1987).

Es importante puntualizar que en cualquier caso el papel que la degradacion enzimatica pudiera tener
en el control de los niveles intracelulares de los péptidos deberia estar ligado al proceso de
franslocacion del péptido desde su sitio de almacenamiento al sitio en donde se lleva a cabo la
degradacion. En algunos tipos celulares esto ocurre como resultado de la fusién de los granulos de
secrecion con lisosomas, proceso conocido como crinofagia, lo cual permite a las enzimas lisosomales
tener acceso con los péptidos activos, como se ha propuesto en el caso de la prolactina en la
adenohipdfisis (referencia ) y de la insulina en las células beta del pancreas (Farquhar, 1977). Sin
embargo en el caso de los neuropéptidos estos mecanismo de translocacion se desconocen.
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Actividad de PGA | en cultivos neuronales y gliales

150 7

,,,,,, ; (o 50 -

Neuronal Glial

Fig. 10
Actividad de PGAI en cullivos neuronales y gliales
Se determind la actividad de PGA | presente en cultivos de corteza cerebral de ratdn (Ara. C+
12 DIV) y en cultivos gliales derivados de la corteza neonatal del ratén (<20 DIV), utilizando
TRH *H como substrato.

| Las barras representan las pmolas His.-f-"'roNH2 / mg proteina soluble / pozo promedio + el
error estandard del nimero de pozos indicados, correspondientes a 4 cullivos distintos.
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Evaluation of the Role of Prolyl Endopeptidase and
Pyroglutamyl Peptidase | in the Metabolism of
LHRH and TRH in Brain
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Departamento de Biogquimica de Proteinas, Centro de Investigacion sobre Ingenieria Genetica y
Biotecnologia, Universidad Nacional Autonoma de Mexico, A.P. 5§10-3, Cuernavaca Mor, 62271, Mexico.
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Abstract—Intrancuronal peptide regulatory mechanisms are still poorly understood. The

cytosolic enzymes prolyl endopeptidase (EC 3.4.21.26} and pyroglutamy! peptidase |
(E.C.3.4.19.3) degrade both TRH and LHRH. Previous studies from this laboratory have not
supported a role for these enzymes in the control of TRH levels. These studies have now been
extended to cell and organ cultures and examine the effects of enzyme inhibition on LHRH.
Exposure of dispersed hypothalamic cells or median eminences in culture to Z-Pro-Prolinal
and pyroglutamyl diazomethyl ketone, specific inhibitors of prolyl endopeptidase and
pyroglutamyl peplidase | respectively, did not change TRH content or recovery of released
TRH. In vivo and in vitro treatment with these inhibitors did not modify the content of LHRH
or recovery of this peptide upon release from several brain regions except in the olfactory
bulb where an unexpected decrease in levels was observed. Olfactory bulb levels of TRH also
decreased but only after prolonged in vivo inhibitor treatment. The decrease in olfactory bulb
LHRH and TRH could not be accounted for by enzyme induction and is likely due to a
non-specific or indirect effect of the inhibitors on the processing of these peptides. These
studies demonstrate that levels of LHRH and TRH in brain are not controlied by cytosolic
peptidases.

Abbreviations - lyl dinzomethyl ketone; RIA, radioimmunoassay;
PGALI, pyroglutamyl peptidasc 1; prolyl endopep-
tidasc; TRI, thyrotropin releasing hormone;
LLHREH, luteinizing hormonc releasing hormone.

YAl N-bcnzyloxycurhohyl prolyl  prolinal;
PDMK, pyroglutamyl diazomethyl kctone; Z-
Gly-Pro-CHN,;, N-benzyloxycarbonyl glycyl pro-

Introduction _
Date received 20 March 1990 Events that control intra- and extraccllular levels
Date accepted 21 March 1990 of physiologically active peptides have been exten-
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sively studied during the last decade. Current
cvidence suggests that some cctoenzymes located
on the plasma membrane of nerve cells could be
responsible  for  inactivating  ncuropeptides
relcased at the synaptic cleft (1). The narrow
specificity membrane-bound enzyme pyrogluta-
my! peptidase 11 (EC 3.4.19.__) likely fulfills this
role in the extracellular degradation of Thyro-
tropin  Releasing  Hormone (TRH) (2-5).
However, the intracellular turnover of ncuropep-
tides is not as well understood. Although several
cytosolic enzymes capable of degrading ncuropep-
tides have been identified in vitro, their role in vivo
remains to be proven. Two cytosolic enzymes,
pyroglutamyl peptidase I (PGAL) (EC 3.4.19.3)
and prolyl endopeptidase (PE) (EC 3.4.21.26)
degrade TRH and other peptides in brain homog-
cnites (6-8). Subccellular distribution studies have
shown, however, that less than 10% of their total
activity is present at the nerve terminal (9). Since
ncuropeptides are compartmentalized in granules
they would be expected to be protected from the
action of cytosolic peptidases. Specific inhibitors
to these enzymes have been used to clucidate their
role in controlling TRH levels, Pyroglutamyl dia-
zomethyl ketone (PDMK) irreversibly inhibits
PGAT while N-benzyloxycarbonyl prolyl prolinal
(ZPP) reversibly inhibits PE (10,11). We have
reported that in vivo or in vitro treatment with
these two inhibitors does not alicr tissuc content or
recovery of TRH released in vitro in brain, hypo-
physis *or pancreas in spite of strong cnzyme
inhibition (12). In contrast to our obscrvations,
Faivre Bauman et al. (13), found that treatment of
hypothalamic primary cell cultures with Z-Gly-
ProCHN;, an inhibitor ol both enzymes, docs
increase cellular TRH content and the amount of
TRH released under basal and K*-stimulated
conditions, |

In order to resolve these discrepant findings, we
cxtended our studies on PGAT and PE inhibitors
to organ and ccll cultures. In addition, another
peptide substrate of these enzymes, Luteinizing
Hormone Releasing Hormone (LHRIH), which
has a lower Km than TRH for both enzymes (14,
15) was also investigated. Finally, in olfactory bulb
we performed further studies in an attempt o
cxplain the lower TRH levels found after in vivo
treatment with these inhibitors (12).

NLUROPEITIDES

Muaterials and Methods

Materials

TRH and LHRH were obtained from Peninsula
Laboratorics, Belmont, CA.; pGlu-B-naphthyla-
mide and pGlu-His-Pro-B-paphthylamide were
products of Bachem Inc., Torrance, CA.; Y1) (17
Ci/mg) was obtained from ICN Radiochemicals,
Costa Mesa, CA.; Z-Pro-Prolinal and PDMK
were synthesized as previously described (10, 11).
Mecdia, sera, plutamine, antibiotic mixture and
vitamin mix were from Gibeo Laboratorics, Grand
Island, NY. All other chemicals were reagent
grade from Sigma Chemical Co., St. Louis, MO,
or from J. T. Baker, Phillipsburg, N. J. LHRH
antiscrum was a gencrous gift from Dr. A, Barnca.

Primary cultires. Hypothalamic or cortical tissuc
was abtained from embryonic day 14 mice. Initi-
ation and maintenance of culturcs was essentially
as described by Charli et al. (4), except that cells
were plated in poly D-lysine-coated 35 mm dishes
at 10° cells/em? in a total volume of 2ml. To study
the cffects of PDMK and ZPP on TRH content,
hypothalamic cells (11DIV) were rinsed twice with
phosphate buffered saline (PBS) and incubated in
Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM)-
10% fetal call serum with or without PDMK and
ZPP (107 °M final concentration of cach) for up to
24 h at 37°C. For rclease experiments, treated or
control cells were rinsed twice with PBS and
incubated for 30min in 300ul of Krébs-Ringer-
Bicarbonate (KRB: 125mM NaCl, 4.4.mM KCl,
1.2mM KH,.PO,, 1.3mM MgSOy, 26mM Nal-
COj, 10mM glucose, 2.5mM CaCly) pH 7.4 at
37°C. Medium (basal TRH release) was with-
drawn and 300!l KRB containing S0KCI was
added. Cells were incubated for an additiona)
0 min (stimulsted TRH release). Atthe end of the
incubation, media were removed, cells washed
twice with PBS and separately processed for TRH
content by RIA. |

Organ culture of median eminences. Male Wistar
rats (200-300g) were killed by decapitation and
median eminences were immediately dissected
and placed in DMEM with glucose (0.25%) at
4°C. They were rinsed twice with fresh medium
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and 2 or 3 median eminences pooled and transfer-  curve  constructed  with known amounts of

f o o ———— e

red under sterile conditions to 16mm wells in
500p! DMEM plus glucose (0.25%) and 1mM
glutamine. Tissue fragments were incubated with
or without PDMK and ZPP (107> final concentra-
tion of cach) for 0, 4, 8, 12 and 24 h. Tissue and
media were processed for TRH determination as
described for primary cell cultures.

Release experiments from  brain slices. TRH
rclecase from rat olfactory bulb slices and LHRH
release from intact medial basal hypothalamus
(MBH) or hypothalamic slices was studied betwen
It and 14h as previously described (12, 106).
PDMK and ZPP were present from the beginning
of the incubation at a concentration of 10™°M
cach, Mcdia and tissucs werc collected at the end
of the incubation and extracted for TRH and
LHRH quantitation.

In vivo experiments, CD-1 male mice (20-30g)
were intraperitoncally injected with inhibitors
(1001725 g bw) dissolved in water (PDMK) or in
10% methanol (ZPP) as described (12). Mice were
killed by cervical dislocation and tissucs were
dissected and immediately frozen. The hypothala-
mus and onc olfactory bulb of cach animal were
uscd for TRH quantitation, while the other olfac-
tory bulb and the rest of the brain were used for
PGAI and PLE assays. For LHRH determination
other brain arcas were also studied.

Enzymatic assays. ‘Tissues were homogenized in
0.05M phosphate buffer pH 7.5 (20% w/v) and
homogenates centrifuged for 1Smin, 1000gat 4°C,
Supernatants were centrifuged for 15min, 8000
4°C and the final supernatant usced as the enzyme
source. PGAL and PE activities were measured
spectrophotometrically by determining the refease
of aromatic aminc from the appropriate
chromogenic substrate (PGAIL pglu-g-naphthyla-
mide, PE: pGlu-His-Pro-g-naphthylamide), (3),
according to the diazotization procedure of Brat-
tonand Marshall (17) as modificd by Goldbarg und
Rutenburg (18). At the end of the incubation,
samples were keptat 4°C for Th, centrifuged and a
250 ] supernatant aliquot removed and subjected
to the diazotization procedurc. Chromogenic
substrate released was caleulated from a standard

chromogen. Activitics were calculated subtracting
zero time values. Under assay conditions, enzyma-
tic activity was proportional to incubation time and
amount of protein.

TRH and LHRH extraction and radioimmunoass-
ays. Peptide extraction from media and tissuc
samples and TRH RIA was performed as
described (16) using the R; specific anti-TRH
antibody previously characterized (19). LHRH
RIA (20) was performed using an antibody kindly
donated by Dr. A. Barnca.

Protein determination. Proteins were measured by
the method of Lowry ct al (21).

Statistical analyses. Statistical analyses were per-
formed using the paired Student’s t-test.

Results

LEffect of POMK and ZPP on dispersed hypothala-
mic cells and median eminence organ cultures

Hypothalamic and cortical cells in culture main-
tained for up to 24 hvin the presence of 107°M cach
of PDMK and ZPP, showed no morphological
change as visualized by light microscopy. Onc
hour incubation with inhibitors produced a signifi-
cant inhibition of both cnzymes (PGAIL 97.6%
and PE: 63.8% inhibition, n=7). Morcover, after
Jong term incubation (24 h) with these compounds,
PGAL and PE activitics were still inhibited PGAL:
006.3% and PE: 71.9% inhibition, n=6). Ncither:
TRH relecase from hypothalamic cells nor peptide
content remaining in cells were modified at any
time tested (Table). A

When median eminences were cultured for up to
24h with PDMK and ZPP. no effect on TRH
content was observed (Fig. 1). |

LHRH responses to PMDK and 2P°P treatment

Mediobasal hypothalamic (MBH) fragments of
hypothalantic slices were incubated in the pres-
ence of 107*M cach of PDMK and ZPP, under
conditions that completely inhibited PGAl and PE
activities (12). Depolarizing concentrations of K¥
caused an increased relcase of LHRH, as pre-
viously reported (22), The presence of inhibitorsin
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Fig. 1 Llfect of PDMK and ZP'P on TRH content of median

cminences in organ culture. Rat median eminences were
incubated in presence or absence of 107" M cach of PDMK and
ZPP for the times indicated. Data are the mean % standard
crror of the mean of the number of independent determinations
shown in parentheses.

the incubation media did not chunge cither basal
or stimulated relcase (Figs. 2, 3A and 3B) nor
LHRH tissuc content (Fig. 3A, B3). :

Invivoinjectionof PDMK and ZPP did not alter
LHRH concentrations in hypothalamus, hypophy-
sis, brain stem or nucleus accumbens-lateral
septum after 13h of trcatiment (Fig. 4). A signifi-
cant reduction (40%) was observed however, in
ollactory bulb LHRH (Fig. 4), as previously
described for TRH (12).

Effect of PDMK and ZPP on enzyme activities and
TRH levels in olfactory bulb

The fact that LHRH was decrcased in olfactory
bulb led us to further analyze the effect of these
inhibitors on PGAL and PE activities and on TRH
levels in this particular region. As previously
reported, 13h treatment induced a pronounced
inhibition in brain PGAL and PE (98 and 70%

- respectively) (Fig. 5). In olfactory bulb inhibition

was less pronounced for PGAI while not observed
for PE (Fig. §).

The effect of inhibitors on enzyme activitics at
diffcrent times is also shownin Figurc 5: there was
no cffcct on PE in olfactory bulb at any time, whilc
the time course of inhibition of PGAI was similar
to olfuctory bulb compared to the rest of the brain.

NLUROPEPTIDES

Failure to detect a ZPP cffect on PE in olfactory
bulb was not duce to the presence of an isocnzyme
insensitive to the inhibitor, since in vitro studics
did not demonstrate any differences in the sensiti-
vity of PE to ZPP in the two regions (data not
shown). An effect of inhibitors on TRH levels in
olfactory bulb was only observed after prolonged
exposure (Fig. 5). Short time in vivo (Fig. 5) or in
vitro treatment (Fig. 6) did not produce any cffect
on TRH content and relcasc.

Discussion

The mechanisms responsible for controlling neu-
ropeptide levels at the nerve ending are still
unknown. Biosynthetic pathways have been
clarificd (23) and processing enzymes recognized
(24). Processing cnzymes and peptide degrading

Table Effect of PDMK and ZPP on TRH Contcnt and
Release from Hypothalamic Cells in Culture
TRH released
in 30minidish
Cell content u b Totwal
after relcase (basal) (stimulated) bla TRII
A(lh) :
Control: 524 B(8) 33 & 1.9 149
Inhibitor: 43 & 9(8) 29 78 2.7 150
B(oh) . e '
Control: 38 7(6) 22 47 21 W7
Inhibitor: 33+ 8(6) M 62 1.8 130
C (24 h) _
Control: 4 16(7) 4] 5 L3 139
Inlubitor: 3(1 11 (6) 37 M 1.5 126

Hypothalamic cclt cultures (11 days in vitro) were rinsed twice
with PIIS, and incubated in the presence or absence of PDMK
and ZPP (107 *M ciach) in DMEM-1% PBS. 0.25% glucose for

Th{A). 6h (B3), or 24h (13), or 24k (C) at 37°C. At the end of

the incubativn, the medium was discarded, the cells rinsed
extensively with PBS and groups A and B maintained in
DMENM-10% PBS (.25% glucose for an additional period of
time (23 and 18h respectively). C group eclls were used
immediately. After this period, cells were rinsed again in PBS
amd incubated in KRB as described for the release experiments
(see Materials and Methads). Cell content after release s
expressed as the mcan pg TRH & standard errov of the meanof
the number of individual dishes indicated in parentheses,

TR released in 30min/dish: Each value is the mcan of 2
determinations. Total TRH = pg TRH released plus cell
content after releasc. -'

- sce Gy <
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Fig. 2 Timc course of LHRH release from hypothalamic
slices. Effect of PDMK and ZPP. Rat hypothalamic slices were
incubated in the presence or absence of 107°M PDMK and
ZPP, which were present at the slari of the incubation. Data are
the mcan of the number of independent determinations
indicated in parentheses. The standard crror of 1he mean was
less than 10% in cach casc.

cnzymes may participate in modulating peptide
concentrations, h

In a previous study (12) we reported that PGAI
and PE inhibition had no cffect on TRH levels in
any brain region examined, except for olfactory
bulb, where an unexpected decrecase  was
observed. These findings have been confirmed and

extended to hypothalamic cells and median cmi-

nences in culture. Faivre-Bauman ¢t al. (13) using
the compound Z-Gly-ProCHN,, an inhibitor of
both enzymes, found an increase in TRH content
and release from hypothalamic primary cell cul-
tures. The discrepancy between ZPP-PDMK and
Z-Gly-ProCHN; cffects cannot be explained by
preferential availability of the inhibitors to cul-
turcd cells, The inhibition of PGAI by Z-Gly-
ProCHN, indicates that this inhibitor intcracts
nonspecifically with cysteine proteinases and thata
non-specific effect accounts for its action cells in
culture. Morcover, Baucer (25) reported that in
vive treatment with Z-Gly-Pro-CHN, did not
change TRH levels in brain. These observations
taken togcther demonstrate that the cytosolic
enzymes PGAI and PE are not involved in con-
trolling TRH levels in neuronal cells.

Although LHRI is a pood substrate for PGAI
and for PE in vitro, enzyme inhibition (in vitro or
in vive) had no cffect on endogenous or released
LHRH levles. It is likely that LHRH levels arc
controlled by cndopeptidase 24.15 which cleaves
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this peptide at the Tyr’-Gly® bond (26). It can be
concluded that PGAI and PE are not involved in
the control of cellular LHRH levels.

LHRH content showed the same behaviour as
TRH in the olfactory bulb (12), i.c. an unexpected
decrease following the in vivo administration of
PDMK and ZPP. In GH3 cells the activity of
PGAI increascs when cells are grown in the
presence of the specific and reversible PGAI
inhibitor S-oxoprolinal (27). PDMK on the other
handis anirreversible inhibitor and treatment with
this compound led only to ehzyme inhibition in the
olfactory bulb. Of particular interest was the
finding that ZPP trcatment did not inhibit olfac-
tory bulb PE at any time in vivo although olfactory
bulb PE was cifectively inhibited by ZPP in vitro.
Although these findings suggest that ZPP in vivo
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Fip. 3 LEffect of PDMK and ZPP on LEHRH release and
content from hypothalamus and medial basal hypothalamus
(MBH). LHRH relcase was performed as indicated in Figure 2.
Released LHRH and content from hypothalamus and MBH
were measured by RIA. Basal release corresponds to the
amount of LR relcased during the 50-60min periad, while
stimulated release s that measured during the 60-70min
period, Data are the mean & standard error of the mecan of the
number of determinations indicated in parentheses. Stimulated
release was evaluated as Ihe ratio of LHRE released in the
presence of 56mM KCI over that released under basal con-
ditions. These ratios were: hypothalimus, control: 2.9 & 0.6
(n==9), inhibitors: 1.9 & 0.4 (n=13); MBEL, control: 2.7 & 0.5
{(n=11), inhibitors: 2.3 £ 0.2 (n=12).
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Fig. 4  Invivo clfect of PDMK and ZPF on LHRH contentin
tmouse brain. An inttial dose of Smp/kp of ZPP was intraper-
itoncally injected at §a.m., followed by 1.25mg/kg at 12p.m.,
2p.m., dp.m., Gp.m., and Ep.m., 0.Ilmg/kg of PDMK was
injected at Ru.m., and 12pan, Mice were sacrificed at 9p.m.
FGAL and PE activitics were measured an the brain (without
hypothalamus), and were 21 and 16% of control values
respectively. Because of the scasonal vanation of LRI
content observed in some brain regions, data are expresscd as
the percent LHRH present in the non-injected group. Non
significant differences were observed between vehicle and non
injected groups. Data are the mean * standard error of the
mean of the number of detcrminations indicated in
purenthicses. * p < (.01 as comparcd with vehicle groupand p <
(1.025 compared with the non injected group. In olfactory bulb,
LLHRI concentration in the noninjected group was 12,4 £ 2.1

(pg/rg prot) (n=9),

has limited accessibility to the olfactory buib the
lipophilic naturc of this compound makes this
possibility untikely. The induction of ollactory
bulb PE may explain the lack of inhibition follow-
ing ZPP but an unchanged activity of PE would
still not explain the decrease in neuropeptide
fevels, The olfuctory bulb behaves differently
compared to the hypothalamus with respect to
TRH. For instance, the olfactory bulb has been
proposcd to process the TR precursor differently
from other brain regions (28) and to conlain the
Jowest peptidyl glycine a-amidating activity in the
brain (40 times less than the hypothalamus) (29). It
must be remembered that inhibition of PGAL may
alter the metabolism of other pyroglutamyl pep-
tides and that inhibition of PL may alter the
metabolism of other proline-containing peptides.
A non-specific or indirect effect of these inhibitors
at onc of the processing events may therefore be
responsible for the Jower levels of TRH and
LEIRM observed in in vive experiments,
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Fig. 5 In vivo clfect of PDMK and ZPP on PGAI and PE
activitics and TR content in mouse brain. The 13K group was
treated with inhibitors as indicated in Figure 4, The 6h group
was injected with 0.Emg/kg of PDMK and Smgkg of ZPP at
I p.m., fallowed by the same dose of PDMK and 1.25mg/kg of
ZPP at7p.m. The Jaad Lh groups received a single injection of
0. Vmgp of PDMK and Smg/kg of ZPP at 6p.m. and 8p.m.
respecetively. Animals from the 13 and 6h groups were killed |
and 2h after the last injection respectively. All anitnals were
sacrificed at Yp.m, in order to avoid Huctuations in TR
content due to circidian changes. To verify that injection did
not dead to stress induced changes, we included a- 13h group
which received vehicle only. Diffesence between vehicle and
the noninjected group (dotted bar) N.S, Enzyne activities are
expressed as the pereent of specific activity in the non injected
proup. Specific activities were measured in olfaciory bulb and
brait  (without hypothalamus), while. TR content was
determined in hypothalamus and the other olfactory bulb ol the
same sonmal. Specific activities (nmoles/min/ing, protein) in the
non injected group were: brain, PGAL 0.20 £ 0.0, PE: LY &
0.28; olfuctory bulb, PGAL 0.21 % 0.03; PLE: 1.74 & 0.34
(n=4), Data represent the mean £ standard errory of the mean
of the number of indepeident determinations indicated in
parentheses. V=vehicle group, I=inhibitor group at 13h
injection, * p < 0.025 compared to vehicle proup.



X
ar

N . M 3 Coar . . L "y e Pt
4 £ ot + Y] L 3

, .
. s . . . > ' N
O S 1 VPP s . .. o e e, L R )

THE METABOLISM OF LHRH AND TRH IN BRAIN

L{gv 4]

C crron

(2 [t E:J FLaas ¢ 003070

ol
L

3 'Dna-.:u-:.a
Lalhad-S- L AL AR LT 4

Do M
3 (L] s - .
FAR {1 (L1 r (300
+ {4 top 0 [L3] i
5 “ " ! i vt
- s 14
b Ligt] P 4 !
» 00} L] $ vmpe f
. [

SR U TG VOV JOY SN SN B |
B v N sn N1 M 0

bbb b L
LB I SO TR A S [V ]

Hewor] Hawely

rhwe @ 201 S .

Fig. 6 In vitro cffect of PDMK and ZPP on TR content and
refcase frons rat olf‘ulur} bull. Rat olfactory bulb slices were
incubated as described in Figure 2. Data are the mean
standard crror of the mean of the number of independent
determinations indicated in parenthescs.

Although the activity of PGALI is regulated in
GHs; cells by s-oxoprolinal (27), 3, 5, 3'-triiodo-
thyronine (T3) (30) and sodium butyrate (31) and
incrcased in vive in several brain regions following
chronic T3 treatment (32), the results reported

here do not support a role for this enzyme in the

normal control of brain TRH or LHRH levels.
Similarly PE does not appear to be involved in the
normal control of these neuropeptides. Other
enzymes known to degrade TRH and LHRH (26,
33, 34) or othcr mechanisms may control pcpndc
turnaver at the nerve terminal.
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