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INTRODUCCION 

Un organismo tupertor potee tlstemas para coordln•r anlre si la 

actlvtd~d celular de las diferentes parles de su cuerpo, y comunicarse 

con «1 ~edlo ambiente que lo rodea. Estos sistemas modifican su 

acttvld~d en respuesta a cambios Internos o ••ternos. 

El sistema 

Infecciones: 1~ 

Inmune posee dos mecanismos 

inmunidad humoral es debida a 

Para responder 

la secreción 

• 
de 

~nttcuerpos por los 11nfor.ltos 8 circulantes en el sistema circulatorio 

.mtentr~s la inmunidad celular es mediada por los linfocitos T. 

fin el sistema endócrlno, las c~lulas glandulares elaboran 

mens~Jeros qutmlcos, llamados hormonas, que liberan a ta sangre 

donde son transportados hasta sus órganos blanco. 

En el sistema nervioso, las neuronas liberan sustanclas llamadas 

neurotran5mtsores. El mensaJe qufmlco debe atravesar el espacio 

stnApttr.o entre la neurona que lo lleva, neurona presln~ptlca, y la 

célula blanco. 

En los dos ~ltlmos casos, cambios en las propiedades de la membrana 

plasmAttca de la cdlula nerviosa o endócrlna provocan la liberación del 

mensaJero; a continuación alcanza la célula blanco donde actua sobre 

su5 recaptores espectttcos, localizados sobre la membrana plasmAtlca o 

adentro de la célula, alterando la actividad celular. 

A pe5ar de que estos dos sistemas no solo se comunican· a través de 

mensaJeros quimicos (puede haber comunicación por contacto celular 

o por unión comunicante •gap Junctlon•>, la comunicación qufmtca es la 



mAs estudiada porque es empleada por el organismo en numerosos 

contextoo;. 

Cilbc también senalar que las diferencias mencionadas entre el 

ststem~ endócrlno y el nervioso no son tan evidentes; se sabe 

o1cluillmente que ciertas neuronas pueden también comunicarse con 

dlfP.rentes órganos por medio de hormonas llamadas neurohormonas. Estas 

neuronas estan, por eJemplo, reunidas en la base del cerebro de 

milmlteros en una reglón llamada hlpotatamo que esta unida a la glindula 

endócrtna adenohlpóf lsts. Neuronas del hlpotatamo mandan proyecciones 

hasta ta eminencia media donde liberan un factor humoral al slsle•a 

pnrtal hlpotalAmtco-htpof lslarto, por donde es transportado hasta la 

adenohlpóflsls, controlando de esta manera ta llberactón de hormonas 

adf'!nohlpoftsiartas (figura t> <t>. A eiste nivel las relacioneis 

an~tómico-funcionales entre los dos sistemas han inducido a 

re~gruparlos conceptualmente en uno solo: el sistema neuroendócrino. 

Durante los ano'5 sesenta'& se postuló que tan solo ocho molécula'& 

eran más que suficientes para realizar lodo la tran'5misión qu{mica de 

la información en el 'Sistema nervioso central. Se trataban de pequenas 

moléculas como aMtnoácidois CAcldo glutAmico, Acldo aspArtico, glicina>, 

derivados de amlnoActdos CAcldo gama amlnobuttrico: GASA> r aminas 

aminas Cacettlcollna, noradrenallna, dopaMlna, serotontna>. 

En base al conocimiento acumulado sobre los neurotransmisores, en 

especial estudiois hechos sobre la acetilcoll'na, 5e definió una serte de 

criterios para la identlftcaclón y caracterlzaclón de mo1écutais 

neurolY.ansmisoras Ctabla 1> C2>. Sin embargo, raque no todas las 

molécula5 con acción en el stistema nervioso cumpltan dichos requlstto~, 
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eminencia mndia 

~·st&ma pc.1111 
• ---·--·--·- h•)'J~la1amo·h•pol1uuc. 

FIGURA t. F.JF. HIPOTALAKICO-HIPOFISIARIO. 

La• neuronas que secretan hormonas hlpofislotropas envlan •u• 
prolongaciones hasta la eminencia media, donde vierten sus productos de 

secreción al sl'Stema portal hipolalámico-hipof lsiario, productos 

que son transportados hasta ta adenohlpófisis. Las hormonas estimulan o 

inhiben '5C91ln el caso, la sect'eclón de hormonas adenohlpoftsiarl.ts, 1as 

cuales alcanzan la circulación general, siendo transportadas hasta su 

3. 
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• éstos fueron tomados como una base PeYo no como criterio llnico para 

definirlas como lates. 

Al determinar la estructura qutmlca de sustancias blológtcamente 

act tvas presentes en el sistema nervioso y en particular las 

sustancias hlpotalámlcas hlpottslotróPlcas, se descubrió que existe una 

clase importante de mensaJeros qutmlcos de estructura pepttdlca: los 

neuropdpt idos. 

Varias de las neurohormonas hipoftstotróplcas de naturaleza 

peplldica ya han sido aisladas y caracterizadas: 

Hormona liberadora de ttrotroplna: TRH (3). 

Hormona liberadora de la hormona luletntzante y foltculo estimulante: 

LHRH (4l. 

Hormona liberadora de cortlcotroptna: CRF (5). 

Hormona liberadora de la hormona de creclmtento: GRF (6). 

Hormona tnhibidora de la liberación de la hormon.1 de crecimiento: SRIF 

( 7). 

Deb tdn a Ja localización de estos neuropdptidos en 

extrahipotalámlcas en cerebro, por su enriq~ecimiento a nivel de 

terminales nerviosas, por la presencia de receptores, por ser liberados 

en sistemas in vitro de una manera dependiente de calcio y por sus 

mólttples erectos en el sistema nervioso, se les ha propuesto COMO 

posibles transmisores, además de ser neurohormonas. La gama de 

neurotransmisores peptiddrgtcoo; pntcncialao;, o;e ha incrementado con et 

dco;cubrtmtcntn rlr. que hormonas peplldicas inicialmente descubiertas 

fuera del cerebro también se encuentren en este órgano. 
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Comprender el significado ftstológtco de estos neuropépttdos, no 

solo enriquecerla nuestro conoctmtento acerca del functonamtento d~I 

sistema nervioso central CSNC), pero pudiera también ayudar ~• 

tratamiento de enfermedades neurológicas y mentales. 

El trabaJo presentado a continuación s~ relaciona a la• 

propiedades de uno de estos neuropépttdos: el TRH. 

1 
1 
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CARACTER!STICAS DEL TRH 

-Descubrimiento y estructura. 

En 1947 Harrts propuso al hipol~lamo como e1 re~ponsable de la 

regulación de las secreciones adcnohtpoftslarlas a trav~s de liberar 

factores en el sistema portal htpolalámlco-htpoftstarto ce>. En 1955 

los estudios de Schally <9> por un lado, y tos de Gutllemln <10> por 

otro, demostraron que en cultivo In vttro de hipófisis, esta glAndula 

no liberaba la mayor parte de sus hormonas si no estaba en presencia de 

fyagmentos hipotalámicos, postulando ast la existencia de mediadores 

qu(micos entre el htpot.atamo y ta adenohiPótlsis. Sin embargo, fue 

hasta 1969 cuando a partir de homogenados de hipotálamo porcino <11> y 

bovino <12) se purificó el primer mediador, el responsable de 

estimular la secreción de tirotroptna: a esta hormona hlpotalámica se 

le denominó hormona liberadora de tirotropina <TRH>. La estructura del 

TRH fue determinada por Schally (13), y confirmada por Gutllemtn C14>; 

es un tripépttdo con ambas terminaciones bloqu~adas de estructuta 

l-piroglutamll-L-histtdll-L-prollnamtda: pG1u-His-ProNH2 <figura 2), 

-etostntests del TRH 

El TRH al igual que los demás neuropépttdos, es sintetizado por 

vta ribosomal <15,16> en forma de un precursor de alto peso moleculat' 

<17). Por medio de técnicas de tngenterfa genética, se ha obtenido la 

secuencia del precursor para TRH de hipotálamo de rata; en éste, la 

secuencia se encuentra repetida cinco veces, y cada secuencia del 

péptido esta entre pares de amtnoacidos básicos Cllslna y arglnina> que 
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son los posibles sitios de ruptura para originar TRH CtB>. Se Plens.a 

que como en el caso de otros precursores de neuropdptldos, el precursor 

del TRH es empaquetado en gr.\nulos de secreción que vtaJan hasta las 

terminales nervlosa'i por el sltlerna de tran-.porte aMonal rApldo. 

Durante este recorrido los enlaces dtb.\slcos son hldrollzado'l 

generandose el pdptldo gln-hts-pro-gly. Se piensa que en los grAnulos 

este P•Plldo et MOdlftcado por la •cclón de dos enzt•as: una que 

lran•for11i1 1.1 gln en pglu (19> y otra que reconociendo la gllctna, 

aMlda la prollna COR ltberaclón de actdo 9lloKCltco (20). 

-Locallzaclón reglon•l 'I subcelular del TRH. 

Conocida la estructura del trlP4ptldo, t.e h•n podido obtener 

anticuerpos espec(tlcos contra éste, y por las t•cnlcas de 

infM!nMOht .. toqul•lca y radloln11unoensayo se ha podido definir la 

localización y concentración de TRH en diver .. as reglones del cerebro 

l'Sf CORIO 

toca liza 

algunas 

en otros órgano.,. La concentración •As elevada de TRH se 

en el hlpotAla~o en l•r•lnales de la e•lnencla •edla C2l>; 

otras Areas hlpotalA•lcas conteniendo TRH en ter11tnal•s 

nerviosas son: ndcleo dorsomadtano, ndcleo paraventrtcular, ndcteo 

ventromedlal y ndcleo perlventrlcular <22). El TRH eslA tambt•n 

presente en cuerpos celulares de ndcleos hlpota1,a111cos: porcl6n 

parvocelular del ndcleo paraventrlcular C23) donde estan locallzadois 

to.. cuerpos celulares de las neuronas TRHdrgicas que lnervan la 

eminencia media; en so11as de los nllcleos preóptlco, supraquiasmAtlco, 

dorsomedlal y partt6rntco, en el hipotAlamo lateral y la reglón 

premamllar (24>. Con anticuerpo contra el TRH y su precursor se ha 

detectado lnmunoreact lvldad en cuerpos celulareti en regione• 

9 



eMlrahlpotalAmlcas: en partlcul•r en lóbulo otr•torlo, en los nOcleo• 

r•llcul•res del tAl•mo, núcleo1 del r•Phe de l• Mddul• oblongada, 

••lgd1l1 e hipocampo (25). Ter•lnale1 nerviosas conteniendo TRH 'ª 
encuentran en núcleo accumben,, amlgdala, núcleo1 del tallo cerebral y 

cordón espinal C26>. En la •~dula espinal existe una v'a TRHérglca que 

proviene del n. raphe al asta ventral, vfa en la que el TRH coexiste 

con la '5ubstancla P '1 serotonlna C27). En neurohlpdfl-. lambl4n se 

concenlr•clone-. de TRH C2Bl y en menores 

concentraciones en adenohipóflsls C29>. 

En ter11lnales nerviosas del SNC donde existe TRH, éste toe 

encuentrA en gránulos de secreción resistentes 

hlpoosmótlcas C30>. 

a condlclone"i 

El TRH tambldn se encuentra dl"itrlbuldo fuera del SNCt tracto 

gao¡lroinlestinal, tracto reproductor, placenta, islotes de Langerhan• 

del pancreas y en piel de anfibios (3l)e 

-Liberación e 

Las t•cnicas de fracclonaMlento "iUbcelular e inmunohi"itoqu(mlca a 

nivel de mlcroscopfa electrónica, han demostrado que m&"i del 50X del 

TRH esta localizado en gr&nutos de secreción (32>. Por lo tanto se 

piensa que como para otros mansaJes peptfdicos, su liberación a la 

llegada de un potencial de acción se hace por exocitosis. De acuerdo 

con esto, la liberación de TRH se puede inducir por despolarización de 

una mdn~rd dependiente de calcio en sl~lema~ ln vllro <33,~1J 1 al igual 

que por neurotransmisores (35,36), Aunque existe una gran controversia 

acerca de los efectos producidos por diversos neurotransmisores en la 

1 o. 



1 lberac Ión de TRH, en 

hipótalamo medio basal 

general 'Se ha Propuesto que 

ta ltberaclón del péptldo e'Ji 

a nivel del 

lnhlbtda por 

dopamlna (36) y ~nm~to~latln~ <37,30>; mientras que la noradrenallna 

(37> y 111 hlstamlna C34 1 36,39) la estimulan. 

-Receptoreo¡ a TRH. 

En adenohlpóflsls existen receptores de membrana plasm4ttca 

especfftcos y de alta afinidad para TRH C40,4t>. En el SNC se ha 

demostrado la presencia de receptores de alta af lnldad <Kd 50 ntt> para 

TRH semeJanles a lo'!i adenohlpotlslartos <42>; estos receptores se 

encuentran concentrados a nivel subcelular en membranas plasa4ttcas, y 

a nivel regional llenen una amplia dlstrtbucldn <43), 

-Función hormonal. 

El TRH es liberado del hlpotatamo a travds de la emtneneta media 

al sts~ema portal htpotalámlco-hlpof tistarto, de donde es transportado 

hasta la adenohlpóflsis para interactuar con sus receptores estimulando 

as{ la libcr.'lclón de tirotroptna <hormona estimulante de la tiroides: 

TSH) por los tirotropos (44>, y de prolacttna por los lactotroPO'i (45>. 

El TRH también es capaz de aumentar la btosfntesls del ARN mentaJero 

para prolactlna 'J ttrotroplna (46>. La TSH es secretada a la 

ctrculaclón general y transportada hasta su órgano blanco, ttrotdes, 

Para Inducir la llberacldn de trtlodotlronlna (T3J 'J de ttroxlna CT4> 

<47> hormonas que a su vez afectan diversos procesos metabólicos. 

La T3 'J T4 regulan la secreción de las hormonas que las controlan, 

11 



~ través de un mecanismo de retroalimentación. El sitio de regulación 

de las hormonas tirolde•s sobre la secreción de TSH, por un lado, es a 

nivel de la adenohtpótlsls (48,49) a lravds de un mecanismo de 

retroal lmentactón negat tva: la T3 y la T4 dlsmlnuren el nllmero de 

receptores de TRH en los tlrolropos (50,Stl, decrementando de esta 

forma la secreción de TSH a la ctrculaclón en respuesta a TRH. Las 

hormonas tiroideas tambtdn Inhiben la liberación basal (52> y Ja 

sfntests de TSH (53,54>. Otros dos factores htpotal&mtcos que controlan 

las secreciones de TSH y prolaclln<l son: la dopamtna, que llene un 

efecto Inhibitorio sobre Ja liberación de TSH (55) y prolacttna (56>; y 

la somatostallna qua Inhibe la ltberacldn de TSH (57> provocada por TRH 

en adenohipótisis. 

Por·otro lado, T3 )' T4 'iOn capace5 de penetrar e:I ststem>? nr.rvlnr,n 

central CSS>; manipulactone'i enddcrlnas como la tlroldectomia producen 

un aumento de Ja tlroslna hldro)(ilasa del hipotálamo (59>, )' por lo 

tanto de catecolaminas, lo cual sugiere que las hormonas tiroideas 

pudieran también controlar el eJe hipotálamo-hlpótisis-llroldes a nivel 

hipotal~mlco, ya que se ha demostrado que las catecolamlnas Juegan un 

papel en la liberai:ión de TP.H. D.:: ai:IJ~rdo con esta hipótesis, 

recientemente se ha demostrado que la biostntesis de TRH en el n~cleo 

paraventricular está baJo control de las hormonas tiroideas, aumentando 

su actividad en respuaste: a una dl~mlnuci6n de los niveles de T3 a T4 

<GOJ. 

Incrementos en la actividad del eJe TRH-TSH ocurren Por eJemplo en 

antmale'i sometidos a e'itres con frío. En éstos se ha detectado un 

tncremcntn t.111to en los niveles· de TRH en san9re periférica como de TSH 

en la circulación (61>; el tratamiento con anttc11erpn enntr.1 TP.11 inhihc 

1 <:' 



la liberación de TSH por estres con frfo <62>, por lo cual -.e sugiere 

que el TRH controle la secreción de TSH en este fenómeno. 

T.1mhlc'!n ,, TF!ll .-.e: 1r: h.1 1•rn1•t1C?o:.lo como un modul.'.!dor del ciclo 

circadiano de la secreción de TSH, debido a que TSH en sangre <63) y 

TRH htrot~1ámico presentan oscilaciones durante el dia, exhibiendo el 

hlpól.!lamo lo? concenlr.:i.clón mj~ alta de TRH al medio dta <64), 

Finalmente la secreción de prolacttna en la rata lactante consta 

de dos fases¡ en la primera llamada deplectón-transformaclón, la 

protac:tini'l •.urrt! r:.1mblo~ estructuralef!. (65), esta fase e"° inhibida POI"' 

dopamlna (66). La segunda fase es la liberacton de la prolacttna 

lransf ormada a la ctrculaclón, fase que se sugiere está controlada por 

TRH, ya que éste estimula la liberación de prolactlna hlpoflslarla de 

rata lactante tanto in vivo (56> como in vltro (67). 

-Erectos del TP.H en el SNC. 

El TRH tiene una diversidad de efectos en el sistema nervioso 

central, a nivel neuroqutmico, electroflslológico y de comportamiento. 

El TRH estimula el recambio de catecolaminas (68>, estimula la 

síntesis y liberación de dopamina en hlpotAlamo y n. accumbens (69,70), 

y la liberación de noradrenaltna de htpotAlamo (69). 

Potencia la acción excltalorla de acetllcolina en ciertas neuronas 

corticales de cerebro (71), excita motoneuronas espinales del asta 

ventral de la médula espinal <72,73). En cultivo de neuronas espinales 

del a~ta ventral aumenta la sintesis de eolio acetil transferasa y 

cre~tin~ cinasa (74). 

13 



A nivel del núcleo accumbeno;., es capaz de estimular la locomoción 

a través de la puesta en marcha del sistema dopamlnérgtco (75>. También 

antagoniza la narcosis inducida por penlobarbltal (75>, reduce la 

la hipotermia inducida por pentobarbltal (76); aumenta la lao;.a 

respiratoria 176) y t te ne erectos termorreguladores (77>. 

-TRH como neurotransmlo;.or. 

Todo este conjunto de dalos sugieren que el TRH pudiera actuar 

como un neurotransmisor en el SNC. St tal es el caso debertan existir 

mecanismos r~pldos de inactiva1:i6n una vez que el TRH es liberado a la 

stn~psis y ha Interactuado con su receptor espectrtco postsin~pltco. 

De acuerdo con mecanismos conocidos para otros 

neurotransmisores, se han propuesto dos mecanismos Principales de 

lnact ivaclón: uno de el los es la captura del pépt tdo, stn embargo, 

estudios hechos en rebanadas de cerebelo (79> y de hlpot~lamo <79>, 

tndtc<?.n que para TRH este proceso ocurre con una tJma)( muy baJa 1 y su 

importanci~ fisiológica no ha sido confirmada. 

El otro mecanismo es la lnactlvaclón enzlm~tica del péplldo. 

14 



15 
ANTECEDENTES ESPECIFICOS DEL TRABAJO: LA DEGRADACION DEL TRI! 

Desde hace mucho tiempo se sabe que el TRH es r~pidamentc i 
degradado cuando se incuba con suero'<SO>, homogenados o fracciones 1· 

1 

subcelulares de cerebro o de otros tcJtdo~ (81>. L-l~ actividades 

cnzim~ltc.3<:. rc'Sponsables de tal degra"dactón han sido parcialmJ?nte 

car ac ter i Z •ldolS, 

-Enzimas solubles de teJidos. 

--f'iroglulamalo amtnopeplidasa 1 tPGA l>. 

enzima ha sido purificada de la fracción soluble de 

homogenados de teJidos: htpol~lamo 182>, cerebro (83), hfgado ceq). La 

PGA J <E.e. 3.4.19.13> htdroltza al TRH hasta pGlu + Hls-ProNH2¡ tiene 

un pe4'.o mol1?culaY de 29,000 IP.5l: pH óptimo neutro, con una Km de 45 uH 

parri. TRH (86>; es una tiol Proteasa ya que es inhibida por agentes 

bloqueoldores de los grupos ttol y necesita de ditlotrettol <DTT> para 

expresar su actividad <87). La PGA utiliza como sustratos tanto 

pépttdos naturales: LHRH, gastrina y neurotenstna¡ coma péptidos 

stntét tcos 1 pG1u-Al;¡¡, pGlu-Ht'i, pGlu-B-naft t lamida que presenten 

~ctdo ptyoglut~mtco en el amino termina) C87l. Su distribución regional 

en cerebro e'i homogenea <SSJ, mientras que a nivel 'iubcelular e'itá 

enriquecida en la fracción cftosólica y no en el ~lnaptoplasma <69 1 90). 

E'ila enzima está ampliamente distribuida en otros órganos <91>. 



En fracciones solubles de hlpol~lamo se detectó la presencia de 

una enzima capaz de degradar al TRH para formar TRH Acldo (pGlu-Hls­

Pro> (82>: la enzima aislada C92J fue identificada como serin proteasa 

C93>. La purtficactón y propiedades de esta enzima demostraron que se 

trata de una prolll endopepttdasa <E.C. 3.4.21.26>, o "Sea una enzl11a 

que htdrollz• pdplldos en la unlón paplldllprolll-pdplldo 'I peptldtl 

prolll-amlnoactdo, excepto la unión prolll-proltna (94>. Tiene un pe10 

Molecular de 66 1 000; pH ópllmo entre 7-8 (87> y llene una KM de 2400 u" 

para el TRH 186). 

La dltlrlbuclón ragtonat de la PE •~ homogenea en cerebro de rata 

<94>; •• encuentra en ta fracción toluble de homogenados (92,95) y a 

nivel subcelular eslA enrlqueclda en el cllosol y no en el 

.·'ilnaptopla'ima (90>. 

EMt,tan evldenct1' de que la PE se encuentra concentrada en 

c•tula'I nauronale'I "'"" que 91 l.ales (96,97>. Esta enzl1ta e•l4 presente 

en dlver•o'I teJtdos (98>. 

-Papel fi•lológtco de la PGA 1 Y PE. 

A. pesar de que la PGA. 1 y lo1. PE de9r,¡dan •1 TRH ln vttro, no 

eKl•t•n evldanclas para asignarle, un papel fl•lol69lco en lnacllv•r al 

TRH ln vlvo, ya que no esl~n concentradas a ntvel de 'ª" ter•lnaclone'i 

nerviosas y que tratamientos ln vivo e ln vitro con inhlbidores de 

e'it•s enzima" han producido resultados contr•dictorlosi en el 

laboratorio hemos observado que tnhlbldores espectflco• de estas 
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enzl••" (99,100) no .afectan el contenido nl li1 llber.aclón de TRH •n 

dl•llntas reglones del cerebro d• roedore'lo CIOt>J •lentr•s que otros 

t1ulore'5o utlllz•ndo lnhlbldores tnespecfflcos obiservaron que l• 

lnhlblcldn de las enzimas solubles PGA r y PE aumenta los niveles de 

TRH lntracelul•r, •Si como los de su liberación basal y etll•ul.ad.a con 

pol•islo <102>. Adeni.\s no e1el'5len evldenct.as de qua est•s enzt111as 'lean 

ltberoldOl'I o11.l ••P•clo ew:tracelul•r. 

-Enzima membranal: plroglutaMalo aMlnopeptldasa 11 CPGA IJ). 

El 90~ de la actividad degr.ad.atlva de TRH en cerebro es 'loolubte, 

•ln embargo en menibrana" slni1ptosomales se detectó una actividad 

enztmattcA capaz de degradar al TRH <103>. TrabaJando con membranas 

tot.alet de cerebro o sinaplosomas se demostró la existencia de una PGA 

distinta de la PGA l, que no necesita DTT P•r• su expresión, pero es 

inhibida por DTT y ácido elllen dia•lno lelr• •c4tico (EDTA> C104,tOS>. 

Est" PGA 11 CE.e. 3.4.19._> te encuentra enriquecida en 111embrana'i 

slnapto'iomale'i (90, 1061 Mi'i e'Spec(f icamente 'iobre la 

platflitlca de los sinaptoso11•'iJ estudios hecho'i sobre la enzl•a 

purificada Ct07> demuestran que es una metaloproteasa (106>, con un Pft 

de 230,000 <106>, y un pH óptimo dP- 7.~ (107), La PGA JI mue~tra una 

alta especlflctdad para TRH (IOS>, ya que soto degrada trlPéPlldos 111UY 

temeJantes a TRH como pGtu-Hts-Trp, pGJu-Hts-Pro y pGlu-His-Gl~J 

péptidos naturales pGfu-X no 'ion degr-adados por la PGA 11 <107). La Kra 

de la enzima es de 40 u" para el TRH <107>. E'itUdlos del sitio activo 

de la enzima demuestran que lo'i residuos tiro'itna, arglnlna e hl'itldlna 

ton necesarlo'i para la expresión de la enzima, y posiblemente es ten 

locallzado'i en el silla activo de ésta C108). La PGA 11 purificada de 
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cerebro de coneJo muestra las mlsm1s caraclertsticas que la PGA ti de 

cerebro de rata y cuyo (109>. La PGA 11 se encuentra esencialmente en 

cerebro C99). La especlflcldad y la locattzaclOn de la PGA 11 sugieren 

que la enzima pudiera tener un papel f lslológlco relevante en la 

lnolcllvaclón del TRH. Estos hecho'i son la base de tos obJetlvo-s del 

presente trabaJo <ver adelante>. 

-Enzima de suero <ttrollberlnasa>. 

En suero, Bauer <tto> ha descrito una actividad enzlmillca que 

degrada al TRH; se trata de una actividad de plroglulamato amino 

peplldasa <PGA> espectflca para el TRH CltO>; de 260000 daltons de peso 

molecular; pH óptimo entre 6.5-B, con una Km de SOº" para TRH. Esta 

enzima es inhibida por DTT y EDTA stn ser afectada por benzamldina; 

5uglrlendo que la PGA de suero ( tiroliberinasa, 

Posee caractertsticas ni de serln proteasa ni 

necesitando de un metal para su expresión <ltt>. 

degrada al TRH en pGlu + Hls-ProNH2. Frledman y 

E.e. 3.4.11.B> no 

tlol proteasa, 

La tirollberlnasa 

Ullk Cl12l h•n 

demostrado que •~ta enzima es la responsable de la degradación de TRH 

en suero. 

Se ha 

importante, 

sugerido que la PGA de suero posee un papel 

ya que en la sangre portal coexiste con 

fisiológico 

el TRH; la 

actividad de PGA se incrementa con inyecciones de trilodotironlna 

(113,114>, y porque ta d~gradactón de TRH en suero exhibe cambios 

cinéticos durante el desarrollo ontogenéllco <108,109>; es decir, que 

mientras el TRH es rApidamente degradado por suero de rala adulta, es 

muy estable en suero de ratas recien nacidas. La degradación enzlmAtica 
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de TRH en suero, pudiera contribuir •1 balance de la secreción de TSH, 

determinando el n~mero de moléculas de TRH disponibles para los 

t l rot rapos. 

L~ PGA ti y la ttrollbertnasa llenen una gran slmtlltud en sus 

caraclerfstlcas flslcoqufmtcas, por lo que se ha sugerido que amba'i 

pudieran provenir de un mismo gen. 

-Degrad~clón de los metabolllos de TRH. 

Una vez que el TRH ha sido htdrollzado por acción de las enzimas 

ra mencionadas, los metabotllos generados por f'ila'i pueden iser-

degrad~dos por diferentes enzimas. 

El Hls-ProNH2 generado por la acción de la PGA l r/o PGA ti puede 

clcllzarse de manera no enzimática a hlstldll-prolll-dlcetoplperaztna 

<DKP >, o bien ser degradado hasta Hls-Pro poy una poslprol l l dipept idi 1 

aminopeptidasa <PPDA> también llamada dipeptldll aminopeptidasa IU CDAP 

IV: E.C. 3.4.14.5> <105>, que en el cerebro 5e encuentra enriquecida en 

membranas sinaptosomales (90,117). Esta enzima es una serln proteasa, 

con un pff óptimo entre 7.8-8.7 <118)) la DAP JU presenta actividad de 

exopeptldasa con especificidad para pdptldos de estructura A-Pro<Ala>-X 

donde A== amino.á.cldo, X= aminoácido, péptldo, amida o dster (119). La 

enzima es Inhibida por el antiblOtlco bacltraclna Cl17>. Recientemente 

se ha reportado la presencia de una DAP JU en la fracción soluble de 

cerebro que difiere de la membrana} por su sensibilidad a lnhtbtdore-s 

(120), 

Se puede generar ProNH2 a partir de Hls-ProNH2 por acción de una 
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hlsltdll pJ'"ollnamlda tmtdapepttdao;a (1?1 >. E!.la enzima e-¡ta unida a 

membranas de cerehrn <Rt,90,95), pern tt nivel c;ubC"elular no est.a 

enriquecid~ en alguna frac~fón en partlcul~r <90>. 

El TRH .&cido puede ser degradado a his-pro poy la PGA 1, e'5te 

metabolito puede dar origen a Hls + Pro, por acc tón de la 

lmldodlpeplldas~ ces>. 

La~ enzim~~ que originan prollna estan distribuidas en todas las 

fracciones solubles (95>, sin un enrequecimlenlo en particular. 

-Papel de los metabolitos de TRH. 

El proceso de degradación del TRH no solo termina la actividad 

biológica de dste, sino también pudiera generar nuevas actividades 

biológic,:¡s. 

La his-pro-dicetopiperacina CDKP> ha mostrado tener efectos 

similares o contrarios a los provocados por el TRH. Por eJemplo en el 

eJe endócrino, se observó que dosis fisiológicas de DKP inhiben la 

secreCión de prolactina en mono rhesus <122>. Tambl~n se ha demostrado 

un efecto inhibitorio de la DKP sobre la secreción de prolactlna tanto 

en células GH3 en cultivo Ct23> como de hipófisis ewt~atdas de rata~ 

lactantes <124>. 
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- Regulación de la degradación. 

Los mecanismos que regulan los niveles de TRH ln vivo, pueden 

darse a distintos niveles: sfntests, llberactOn o degradación. A nivel 

de degradación, se ha propuesto que ésta puede ser un mecanismo 

regulador de los niveles de TRH activo, ya que se ha encontrado cambios 

en la actividad especifica de la enzima llroliberinasa 1 seg~n el estado 

tiroideo del animal: en animales hlpertiroideos se incrementa la 

actividad especifica, mientras que en animales hlpottroideos disminuye 

(113>; estos datos ya han stdo confirmados <125>. Recientemente se ha 

reportado el mismo efecto del e~l~d~ tiroideo sobre la PGA 11 

adenohipofisiaria (126,127), 

La regulación de las hormonas tiroideas sobre la degradación de 

TRH en suero y por membranas de adenohlpOf isls, asf como la presencia 

dr. 1~~ r.nzimas especfflcas ttrollbertnasa y PGA JI apoyan la 

de que la degradación enztmAltca de TRH pudiera tener 

regulatorto en sus niveles, por lo menos a nivel sangre 

~denohtpófists. 

propuesta 

un papel 

portal-
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Hts-ProHH2 pGlu-His-Pro 

<TRH-OH l 
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DKP ProNH2 Hts-Pro 
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FIGURA 3. VIA CATABOLICA DEL TRH POR ENZIMAS DE CEREBRO CBAUER, 19811. 

PGA: Pirog1utamato amino peptldasa. 

PE; Prolll endopepllda~a. 

PPDA <DAP IV>: Postproltl dtamtno peptldasa. 

HPI: Hlsttdtl pro1t1 lmtdopepttdastt. 

1: lmtnopepttdasa. 

PD: Prolil dlpepttdasa. 
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-OB JETl~OS. 

Se ha propuesto que las enzimas degradativas de neuropépttdos 

participan de una manera importante en la regulación fisiológica de la 

actividad de los neuropéplldos una vez que son liberados a la sinapsis, 

como en el caso de las melaloproteasas membranales que degradan las 

encP.f.:t.lino'ls (\2ij). 

Sin embargo la concenlractón extracelular del péplido disponible 

para su receptor, puede solo ser afectada por enzimas membranales o 

soluble~ exlracelulares. La PGA 1 y la PE quedar!an sin intervenir en 

la tnacltvactón del TRH una vez que este fuera liberado al espacia 

eMtracelular y haya interactuado con su receptor especlf ico, porque su 

distribución y tos efectos de inhibldores sugieren que no entran en 

contacto con el TRH; de aqui la importancia de una enzima membrana] 

para inactivar al TRH en sinapsis. 

Para desarrollar un meJor entendimiento del papel que Juega la PGA 

11 en l;i degradación del TRH, es necesario saber si existe una 

correlación entre la distribución del TRH, sus receptores y la enzima; 

ast como determinar si su topologta en la membrana es la adecuada para 

degradar al TRH· extracelular. Los obJettvos del trabaJo fueron: 

t. Estandarizar un método especifico para determinar la actividad 

enzim~tica de la PGA 11 en cerebro. 

a. Determinar la di6t·rtbuctón regional de la POA 11 en el cerebro de 

rata, para saber si existe correlación entre la enzima, TRH y sus 

receptoras. 

3. Determinar si el sitio activo de la enzima 

adecuadamente para degradar al TRH liberado, 

está localizado 

o sea si está 

localizada en la cara externa de la membrana plasmática. 
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ftATERIALF.S Y ftF.TODOS. 

Ya que la mayoy parte de los métodos y resultados rueron 

publ lcados <ver art {culos anexados al final del presente trabaJo), solo 

describiré aquellos que no est~n inclu,dos en dichos arl(culos. 

-ftnlM'11es. 

Se usaron ratas Machos Ulslar de 200-300 gramos de peso corporal, 

•antenlda' en condlclones controladas de luz <12 horas al dta>, con 

AllMento r agu" ad llbllu•. 

-Purlflcaclón del t'3 H-Pro>-TRH. 

En todos los aMperl•enlos realizados se trabaJó con TRH 

radloactlvo previamente purificado, con et ftn de evitar encubrir lo'i 

Mlabolllo• ya existente' en el ra•cttvo, con los Producido• en lo'i 

ensAros de degradación. 

Para ••lo, 

alta resolución 

crornalogr.liflco 

C•olvente 1 >. 

el TRH radloactlvo se a~llc6 •obre una placa tlna de 

CUh•laan HPKF>, la cual ,. corrió en el ''•l••a 

clorotor•o:11etanol 1hldr6xldo d• •1110nlo ~131 t v/v/v 

En otro c•rrll •e aplicó TRH trio como .,tAndar, y •• 

reveló con el reactivo de Pauli; l• zona qua co•lgr6 con el ••l4ndar 

tue recortada y extratda con un •1 de •etanol al 90~. 

pureza del TRH radioactivo se verificó por 

de dile• gel G 60 (fterck 57241 con el 

croaalogratia en 

'Solvente 1. 



por conteo de centelleo l(quldo con solución de Bray Ct29>. La pur•za 

obtentdA fue entre 94-981.. 

-Fraccionamiento celular. 

--Htodo 1. 

Los ant•ale• fueron sacrificados por decapitación y los cerebros 

disecados se homoganlzaron al tOY. p/v en buffer Trl•-HCl 50 •" PH 7.4 

con un homogenlzador Potter Elv•hJ••· 

El ho11ogenado rue centrifugado a 1000 g durante 15 •lnutos, el 

sobrenadan te se mantuvo • 4 •e, •lentras la PHl 11 la rue lavada. Lo• 

do• sobrenadante• (tracción soluble celular, organelos y membranas> '8 

Juntaron par• ser centrifugados a 100000 g durante 60 minutos. El 

sobrenadan te con,tltuye la tracción soluble IS 111. La pntlllo rue 

rehomogenlzada y centrifugada una vez mis para obtener la tracción 

rnembranal, que fue resuspendlda en buffer Trts. Todo el tracctonamlento 

•• reAllzó a 4 •c. 

--Método· 11. 

Se Indica en el articulo nOmero uno aneKado al tlnal del trabaJo. 

--Preparación de slnaptosom~s. 

Se tndlc~ en el arl(culo n~mero 2. 



-Erecto del lavado de membr•nas con NaCl. 

Cerebros homogenlzados al 10~ p/v con butrer Tris-HCl 50 mft pH 7.4 

fueron cenlrlfugados a 1000 g durante 15 Minutos. La pastilla fue 

lav~da y los sobrenadantes mezclados se dtvtdleron en dos partes 

Iguales; de-spuds de centrifugarlos a 100000 g durante 60 •tnuto-. a 4°C, 

tas pastillas fueron resuspendldas en buffer Tris en presencia o 

au-.encla de HaCI ft y recentrlfugadas. Ambas pastilla!> 

resuspendleron en buffer Tris sin NaCl. 

-Actividad de PGA 11 en mezcla de membranas de lóbulo olfatorio Y 

médula 8'5Pln.1l. 

l.<ls fro1r.cloncs mambranales de lóbulo olfatorio y mddula O!.Plnal 

fueron obtenidas por el mdlodo 11; se re'Suspendleron en buffer Trl'S-HCI 

50 mN pff 7.4 y se determinó la actividad en ambas regiones y mezclas de 

J. olfatorio: ni, esplnal 1:1, 1:3, 1:10 y 1:20 respectiv.amenle, en base 

.1 su conteuicJu tJroléii.:u. 

-Efecto del Tritón X-100 sobre la actividad de PGA 11 de l. olfatorio y 

m. espin.11. 

Las membrana• de tos teJidos rueron obtenidas con el mdtodo 11, e 

incubadas con Tritón X-100 al IX concentración final durante 10 

minutos a 37 ºc. Las membranas fueron recuperadas por centrtfugacldn Y 

la actividad de PGA 11 determinada en el sobrenadante y membranas. 
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-bqtermlnaclón de prolelnas. 

Se tomó una altcuota tanto de la fracción S 11 como de la fracción 

membrana), para hldrollzarlas con NaOH IN y determinar Ja concentración 

de protefnas por el método de Lowry (130), usando alb~mlna bovina como 

eist.tndar. 

-Degradación del TRH 

t. Condiciones experimentales lnlclales utilizadas para el desarrollo 

del método de medición de la PGA 11. 

100 ul de S 11 <o.t-0.3 mg de Protetna> o memhranas <0.2-0.6 mg de 

protetn~) fueron preincubadas por duplicado en buffer Trls-HCl 50 mft PH 

7.4 a 37 ºC duro1nte 5 minutos: al tiempo O, 10 ul de TRH radioactivo 

( 100000 cpm) fueron anadldos. La reacción fue termlnad.:t a los 60 

minutos con 110 ul de ácido acético al ~OX. 

A otras alícuotas de las tracciones se les agreg6 un volámen 

igual·· de buffer con los agentes a utilizar y a la concentración final 

deseada. Dos diluciones m4s de la fuente enzim4tica fueron hechas para 

estar di?ntro de las condiciones de llnearldad y acercarse a la 

velocld~d lnicl~l. 

A las muestras de reacción acidificadas se les agregó una mezcla 

de TRH y sus metabolltos como acarreadores, se centrifugaron a 12000 9 

durante 30 minutos para sedimentar Protetnas, Los sobrenadantes fueron 

desllpldizados con éter saturado en ~cido acético al 201., y cae 

llevaron al 90% v/v con metanol (en esta suspensión et TRH y 'us 
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Matabolllo'i son soluble'i, pero preclp(lan aun macromol~culas>. Los 

sobrenadantes 'Separados por centrtf11!J.1r.ió11 .~ 1:-i!iOO !J, ·~1: uv.1pnr.1ron .1 

sequedad en un evaporador rotatorio de marca Savant SVC-200 y 

fueron resuspendido'S en 20 ul de melanol al 90X. Con e'Ste método de 

an¡\l'Sls se da tiempo a que el Hls-ProNH2 se clclice a DKP. 

Las muestras se aplicaron sobre placas cromatogriflcas de slllca 

gel G 60, Junto con esl.indare'i de TRH y sus metabollto~. La 

crom..\lograf(.\ se desarrolló con el o¡olvente ya mencionado. Lo'i 

est.indares fueron revelados con et reactivo de Paull, excepto prollna y 

prolinamlda que lo fueron con lsatlna. 

TP.H-OH 0.31, Hls-Pro 0.34, TRH 0.54, 

Los Rf fueron lo'S -.tgulenles: 

ProHH2 o. 77 y DKP 0.85. 1.no 

carriles de las mue-.tras se recol"'taron dP. cm en cm <2 cm de anchn por t 

r.m da largo), cada rectángulo fue puesto en un vial para ccnlel leo 

1 !quido, to .. rérl ido~ r.111frlor, r.nn ml dr. mct.11101 al 907. y finalmente 

SP. agregó solución de Bray para determinar la Yadioactlvidad en un 

conl~dor de centelleo liquido. 

En este sistema cYomatográflco Uis-Pro y TRH-011 por un lado, y DKP 

y prolinamida por otro, migran muy Juntos. Los picos de radioactividad 

r.:orrespondientes a estos metabolitos fueron recromatogr~ftados en un 

segundo sistema cromatográfico: tsopropanol-agua-hldróxtdo de amonio 

80:29: 1 v/v/v , st5tem;, r¡un .-,11p,1r.1. 11i•,~flru 1ic Tr..11-011 y DKP de 

prolinamida. Los Rf en P.sle sistema son: TRH-OH 0.47, His-Pro 0.6, DKP 

Ó.62 y ProHH?. 0.20. 

2. Ensayo P.spei:ifii:o di? la PGA 11, Se indii:a en el articulo número t. 

3. nnAlisis esladl~tico. Se utilizó la prueba de l de c;ludent. 
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RESULTADOS. 

1 > DESARP.01.LO DEL ENSAYO ESPF.CIFICO DE LA PGA 11. 

Para podP.r dP.terminar especlficamente la actividad de la PGA 11, 

fuP. necesario estandarizar un método en el cual no SP c)(rrr.r..'1r.1n nlr.1'. 

~ctividades enzimaticas capaces de degradar al TRH o a sus metabolitos 

un~ ve~ que l~ PGA 11 hubiera actuado. Ast aseguramos que solo estamos 

midiendo la actividad de la PGA 11 y no la suma de rlifnrnntf'~. 

~ctividades. Este método se estandarizó para medir la actividad de PGA 

11 por aparición del producto Hls-ProNH2-DKP, a partir t;I~ TRH como 

sustr~lo. 

Se analizó el patrón de degradación de H-TAtl tanto en fracción 

soluble como mcmbranal de cerebro en distintas condiciones, para 

conocer cuales son las actividades solubles que pudieran contaminar la 

fracción membranal y cuales pudieran ser membranales e interferir con 

1?. medición de la PGA ti, ya que pudieran compelir por el TRH o 

degradar el His-ProNH2 con el resultado que la cuantificación de la PGA 

11 quedaria mal estimada. 

En la figura l se muestra una relación lineal PYolelna-actlvtdad 

de la fracción S 11 incubada con buffey Trls-DTT (2 mH>-EDTA <lmM>, Y 

de 1~ fracción membranal incubada con buffer Tris. Estos datfls 

demuestran que con el rango de concenlYaclón de protetnas utilizado 

estamos estimando la velocidad tnlclal de la reacción. 
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-Patrón cir. c1r.~it·.1r1.ir.tñn cir.1 TRH por S 11. 

En la figura número 2 se muestran los resultados del análisis de 

deg.-adac tón de 3 H-TRH por S 11 en buffer Tri s-DTT-EDTA, de terminados por 

cromatografia en capa ftna, los metabolttos producidos son: DKP, TRH-OH 

y ProNH2. En estas condiciones en las cuales la fracción S lt es 

incubad" en presencia de agentes que protegen a la PGA l, como DTT y 

EDTA, hay formación de DKP. En su ausencia la formación d~ DKP 

disminuye. Además cuando pGluBnaftilamida < un inhibidor competitivo 

par" t.1 PGA t pero no para la PGA 11 (tabla ll) es utilizada aun en 

presenci~ de DTT-EDTH no hay formación de DKP. Estos dalos confirman 

reporte~ previo~ donde demostraron que la PGA l es la responsable de la 

producción de DKP por S 11. 

En las condiciones en las cuales la fracción S 11 es incubada con 

buffer Trts-Bacitracina (un inhtbidor de la PE> (2.5 mH> no hay 

formación dP. TRH-OH. Estos resultados son congruentes con reportes 

anteriores indicando que el TRH puede ser degradado por actividad de 

,Prolil endopeptidasa presente en S 11 <tabla 1). 

L~ ProNH2 sigue el patrón de aparición de DKP, sugiriendo que este 

metabolito es derivado del Hts-ProNH2 por acción de una histidil prolil 

imidopeptidas~ soluble antes de ciclizarse a DKP, y no de la 

degr~dación directa del TRH <tabla \). 

En ninguna de las condiciones de incubación de la fracción S lt 

hubo form~~ión de prolina. 
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31 
-P~trón dP. dP.gradación en membranas. 

Membranas incubada-:. solo con buffer, producen DY.P, ProNH2 e 

His-Pro; la no aparición de TRH-OH sugiere que éstas están limpias de 

contaminación por PE y otras enzimas solubles. la formación de Hls-Pro 

es inhibida por bacitractna, mientras que la de DKP es incrementada. 

Estos datos indican que existe una compeliclón entre la clcllzación de 

His-ProNH?. y su degradación a His-Pro por la DAP IV, enzima CUY1l 

compont?nlt? mcmhr<lnal es Sl?nsiblc a bacilracina <tabla t>. 

DTT-EDTA inhiben la formación de DKP; esto es consistente con el 

hecho de que las membranas estan limpias de contaminación por PGA. t, y 

que DTT y EDTA inhiben la PGA 11. Al igual que en la frai::ción solublll 

l~ producción de ProNH2 sigue el patrón de aparlcldn de DKP suglrlendo 

que su formación es debida a un corte secundario del TRH, a partir da 

Hts-ProNH?..-(tabl.1 \>. 

Los resultados obtenidos demostraban entonces que la incubación de 

las membranas en buffer Tris-Bacitraclna es óptima para la actividad de 

l~ PGA ll, ya que se encontraban inhibidas PE y PGA 1 (que pudieran 

r:ompetir con 1.1 PGA 11 para degrada•· TRHl, asl como DAP l!J membrana! 
\ 

<cuy~ .l.ctivldad dlsminulria el valor de Hts-PrnNH2 detectado). Sin 

embargo, las condiciones no eran todavia óptimas Porque eMlstfa la 

posibilidad que parte del Hls-ProNH?. producido se fuera degradando a 

ProNH2. Para re~olver este problema se realizaron lo~ ~iguicntes 

eMper imentos. 



-F.fecto dP. NaCl sobre membranas. 

Y~ que en la fracción soluble como •embranal hay producción de 

prolinamld~, te determinó ti la enzima responsable para tu producción 

en membranas era un conta•lnante soluble. 

indicando que la aparición de prolin••ida es lntr(nseca a la MeMbrana 

Cl•bl• :!) • 

-lnhtbtción de la producción de ProNH2. 

Un~ vez demostrado que la producción de ProNH2 es tntrfnseca de 

1~• membranas y para no subestiMar la actividad de la PGA 11, er~ 

importante inhibir esta ~ltima. De acuerdo a ftatsui, la imldopeptidasa 

CIP> •• Inhibida por N-ethllmalelmlda CNEft>. 

Utilizando diferentes concenlracions de NEN, se mostró que la 

producción de ProHH2 es inhibida entre concentraciones de 1-2.5 mft de 

NF.N, tln 'Ser afectada la PGA 11 Clabla 3), conflrMando que la 

producción de ProNH2 es por acción de la IP. 

Entonces, utilizando buffer con bacltraclna y NEN que inhiben a la 

OAP IV e IP re•pecttvamente,asl como PE y PGA 1, •e puede cuantificar 

•Olo 1• •ctlvldad de PGA 11. 



-PGA 11 en tH!Rbr•nas obtenld•s por diferentes •dtodos. 

El •dtodo de la obtención de las Membranas que te ullllzd •n los 

eMpertmentos anteriores lot1a tiempo (3-4 horas>. Para obtener de una 

lftanera mA~ r4plda la tracción •embranal, sin perder actividad de PGA 

ti, se comparó la actividad de la enzima en membranas obtenidas por 

••le método con la obtenida por un étodo 11ils r4pldo C•dlodo 11>. La 

actividad total de la enzl•a, determinada como producción de DKP, es la 

11ls•4 en ambos mflodos, por lo cual se optó seguir trabaJando con el 

mftodo 11 <tabla 4). 

-Deler11lnaclón de la actividad de la PGA ti uttltzando papel de 

intercambio tónico. 

Tambl~n se optó por deter•lnar de •anera •.is r-.iptda la actividad 

d~ PGA 11ldlendo el Hls-ProHH2 por cromat09rafta en papel de lntercamblo 

ldnlco. Una altcuota de la mezcla de tncubactdn (membranas + TRH> puede 

••r puesta directamente 'Sobre al papel, parando de ••la forma la 

reacción, 1ln nece-.ldad de hacer e>ctracctones como en et caso del 

Anlll'll'5 de dagradactdn en capa fina. Una vez corrida la cromatografta, 

•• cortot el prlMr c11 CHl1-ProMH2 queda en el origen,. mientras que TRH 

migra), 

111 de 

se pone en un vtal para centelleo ltquldo, es e~tratdo con un 

NH40H lft y •e a9re9a solución de Bray para determinar la 

rAdtoacttvtdad en un "contador de 

condlclones Hl-a-ProNH2 no -.e clcl lza. 

centelleo l tquldo. En esla"S 

Determinando la actividad con 

e•te m~todo se obtienen valore-a semeJantes a los observados con el 

método de caPrt. flna para medir DKP. 
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111 OISTRIBUCION REOIONAL DE LA PGA 11 EN CEREBRO. 

Con el mdlodo ya estandarizado para obtener ~embranas y medir la 

PGA 11, •e proslguló a determlnar su dlstrlbuclón en regiones 

cerebrales, lrabaJando con regiones ricas en TRH (n. accumbens-septur1 

lateral, hlpol~lamo, t. olfatorio), moderadas (mesencerato, puente, 

reglan cervical de m. espinal, m. oblongada> y baJas (adenohlpdflsls, 

corteza cerebetar, hipocampo). 

Las reglones presentando alta actividad de PGAl1 son t. otratorlo, 

hipocampo, n. accumbens, corteza posterior cerebral e hipotálamo; 

seguidas de corteza cerebelar, neurohlpóflsls y mesencetalo que 

presentan de dos a cinco veces menor actividad que las anteriores; con 

una actividad de hasta 10 veces menor a las primeras son: m. 

oblongada, adenohipóflsls, puente y medula espinal <arttculo t>. 

L~ dlstrtbuclón de la enzima se determinó con una concentración 

final d~ sustrato de SO n"; ya que la Km de la enzima es mucho mayor 

C45 u">, entonces en nuestras condiciones eKperimentales, sustratos 

endógenos de la PGA 11 pudieran estar compitiendo con el TRH; adem&s un 

error en la cantidad de cp~ de TRH anadldo en el ensayo pudiera inducir 

a ~•tlm~r Inadecuadamente la actividad de PGA !t. Por !o tanto se 

decidió comparar con resu l lados de 

&Mperlmentos trabaJando con concentraciones más altas de sustrato. Para 

determinar la concentración Ideal de sustrato ( o sea una concentración 

"11 l-1 pero no tan al ta que se di luye demasiado el •n-TRH> se anadló TRH 
.5 ~~ 

trio~• H-TRH para generar varias concentraciones finales (10 , to 

5 X 
-8 

5 X 10 H>. A la concentración de 10-s H ya no es 

posible observar la presencia del melabollto radioactivo por efecto de 



-~ dilución; ., 10 K la senal ~e amplifica 10 veces (figura 3>¡ e'ila 

concentraclón de de -sustrato fue utilizada pa1·a ensayos de la enzima en 

.\lguno\s reglones, y en los experimentos subsecuentes, Aprovechando esta 

'Serle de diluciones 'Se determinó la Km aparente de la enzima que fue do 

4 u" <flgur<t 4>. 

En las reglones donde se determinó la actividad de esta enzima a 
.6 

10 " de TRH el orden de las reglones no varia (tabla 5) por lo que se 

conflrm.\ lo\ dl5lrlbuclón estimada a 5 X 10"'8 K. 

Con el fin de conocer si la dtstrtbuclón heterogénea de la PGA 11 

en cerebro se debiera por un lado a la presencia de una lnhlbldor 

lntrt:nseco de la enzima en aquellas reglone'i donde la actividad es 

baJi\, o por otro lado, al enmascaramiento de la enzima por 

lnler~cclones con l'pldos de membrana de estas reglones, se realizaron 

tos slgulenles experimentos. 

La il.ctlvldad de la PGit 11 fue determinada en membranas de 1. 

olfi!.lorlo, m. espinal y mezclas de éslas 1:1, 1:3, 1:10 y 1:20 en base 

~l contenido proléico. Los resultados son muy slmtlares a lo 

esper~do, suponiendo que no eMiste tal inhlbidor <tabla 6). 

Por otro lado, las membranas de ambas regiones fueron tratadas con 

Trllon X-100 a una concentración final de 1% y recuperadas por 

cenlrl fugac ión, La actividad se midió en sobrenadante y en membranas1 

P.n amb~s reglones la actividad espec,fica de la enzima aumenta en 

membran.ts tratadas con el detergente respecto al control, esto es 

debido que se solubi l tzan preferenclalmenle otras protelnas 

membr.tnales, pero la ~urna dP. tas actlvldades de la fracción soluble y 

membrana\ es igual a la actividad de membranas controles. Estos 



rP.S•Jlt"'dos indican que no hay •Jn t.?nmasi:aYam!ento· de 'la en:1m~ Ctabt.1 

7 J. 

Finalmente no o:.c encontró correlación entre· la dtstribuclón de la 

PGA 11 y algunos par.\metros d~l TP.H: s1Js niveles·endógenos, liberación 

in vttro basal o estimulada, o receptores (arttculo !), 

111) TOPOLOGIA ne LA PGn 11 EN HEHRRANA. 

La d1strtbuctón regional heteYog~nea de la PGA 11 sugiere que esta 

enzima llene un papel espec(fico, y pudiera e'ilar involucrada en la 

tnacttvactón del TRH stn embargo la PGA 11 debiera estar localizada 

eslr<tlegtcamente en las membranas para inactivar al TRH en el espacio 

exlr;¡celular, Sl siguiente punto fue determinar si el sitio activo da 

};¡ enzima est.1 orientado hacia la cara e>eterna de membranac¡ 

'5 tnaplosom.1les. 

- Efecto del choque osmótico y tratamiento con detergentes sobre la 

PGA 11 sinaptosomal. 

L• lisis por choque osmótico de sinaptosomas intactos no 

incrementó la actividad de PGA 11 de manera significativa (arttculo 2); 

la falt~ de un aumento en la actividad de sinaptosomas lisados no se 

debió a la pérdida de prote(na membranal o a la inaclivación de ta 

enzima durante la recuperación de membranas después del choque osmótico 

<arttculo 2>. El tratamiento de sinaptosomas con Triton X-100 o 

saponina incrementó la actividad 12 y 42Y. respectivamente <articulo 2). 

Solo el último efecto fue significativo. La saponina reduJo un lOX la 
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actividad de PGA 11 purificada, lo cual indica que la falta de un 

incremento mayor de la actividad de la enzima, no se debió a la 

tn~cttvaclón por sapontna. Estos datos sugieren que mAs del 507. del 

sltto activo de la enzima estA orientado hacia el lado externo de las 

m~mbran~s. 

- Efecto de la trlpsina sobre la PGA JI sinaptosomal 

Para obtener mayor evidencia que la PGA 11 o gran parte de ella es 

ectoenztma, stnaptosomas intactos fueron sometidos a tratamiento con 

tripstna el cual reduJo la actividad de PGA JI entre 70-SOX sin afactar 

l~ ~ctivtdad de LDH, sugiriendo que la lnactivactón se debe a una 

proteólisis de ectoprotetnas y no a una proteóttsis general d~ 

protetnas sinaptosomales. Esta disminución de actividad no se debió a 

una tnactivactón de la PGA 11 por sf sola, ya que fue muy estable hasta 

tos 20 minutos de tncubactón <articulo 2l. Estos resultados apoyan la 

hipótesis de que gran parte de la PGA 11 es una ectoenzlma. 



FIGURA t. La actividad degradativa de TRH tue determinada 
tanto en la fracción soluble como en la membranal, a 
partir de 3 concentractones de enzima. A: fracción Sii en 
presencia de buffer Tris-DTT-EDTA. 9: fracción membranal 
en presencia de buffer Tris. Determinación de dos 
e~perlmentos. 
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FIGURA 2 

A> Patrón de degradación de '3 H-TRH poy Sil en buffer Trto;.-HCl 

50 mft pH 7.5-DTT<2 mH>-EDTA<t mH>. An4llsls cromatogrjf ico 

en capa fina con el solvente cloroformo:melanol:hidróxtdo 

(5:3:t v/v/v/), 

Los picos correspondientes a <TRH-OH>-<Hls-Pro> y CProNH2) 

-(DKP> fueron ·recortados, eluldos 'I recromalograttados en 

un segundo sistema: isopropanol:agua:hidróxldo de amonio 

<70:29:1 v/v/v/l; representados en las graficas e y C. 

B> Recromalografia del pico <TRH-OH>-<Hts-Pro> del primer 

sistema; muestra solo la presencia de TRH jcldo. 

C> Recromatografla del pico <ProNH2>-<DKP> del primer 

sistema; se detecta la presencia de ambos m~tabolilos. 
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TY i.-DTT-EDTA 

TYl•-BAC 

Trl•-BAC-DTT-EDTA 

TYl•-BAC-pGluBNAF 

Trl•-pGluBNAF-DTT 

Trl•-pGluBNAF-DTT-EDTA 

Trls 

Trls-BAC 

Trl•-BAC-DTT-EDTA 

· DKP 

100+ 116) 

14.¡; 716)• 

107 12) 

o .12> 

o 12> 

o 12> 

DKP 

100±.519) 

150 ±.916)WW 

23 12) 

s JI· 

.ProNH2 

100±.616) 

13±. 916>• 

.137 12> 

o 12) 

o . 12) 

o 12) 

HEHBRANAS 

ProNH2 

100 ±.414> 

111 ±.616) 

3 12) 

TRH-OH 

100 514) 

o 16) 

o 12> 

o 12) 

109 12) 

90 12) 

Hls-Pro 

100 414) 

o 16) 

o 12) 

Tabla l. ilclivldad de las enzimas que degradan al H-TRH en las 
fracciones solubles y membranales de cerebro. 

tOO ul por duplicado de fr•cclón soluble (0.t-0.3 mg de protelna> 
y membrana! (0.2-0.6 •9 de protefna> oblenldo1 por et m•todo 1 fueron 
prelncubados en pre1encla de los agentes durante S Mlnulos a 37•c; dos 
dlluclones m41 de las fracclon•s fueron an•llzad•t. La reacción fue 
lnlcl;:ado'\ al agregar 10 ul de 3 H-TRH <100000 CPM), y ter1tlnada al 
agregar 110 u\ de .tcldo i1.cdtlco al 40Y. de1puds de una hora de 
tncubaclón. Las concentraclones finales de los agentes en buffer Trls­
HCl 50 mK pH 7.4, fueron1 DTT 2 •ft, EDTA l Mft, bacitracina <B•c> 2.5 
•ft, piro9lu8nattilamlda (pGluBN.af> 2.5 "'"º Lo'i producto' de 
degrfl.dación •• analizaron por cro•alogr•f'• en capa fin•. Lo'I d11to• 
eil.An e>epreiadoo¡ como la Media +error e•l.lnd•r de 1.a medi.a de las 
o1Cllvldades nornialtzada'i al control. La• .actlvidade'i espac,ficais 
pro•adlo fueron; en Trl1-DTT-EDTA para Sii: 37 fmolas de DKPl•ln/Mg 
pral, 3 f110las de proNH2/•ln/•g prot, 80 fMolas de TRH-OH/eln/•g prot., 
r en Trts-HCt 50 •K pH 7.5 para la fracción 1neMbranal1 8 fMOla'I de 
DKPl•in/119 prot, 6 fMola• de ProNH2/Min/IR9 prot, 15 f"'°l•s his­
pro/•ln/mg prot. • p 0.0005 coMparando al grupo Tris DTT-6DTA r •• p 
0.025 comp4rando fl.l grupo Tris. 

.• 
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CONDICION 

CONTROL 

TRATADO 

DKP 

18 ±_2131 

16+1151 

ProNH2 

Tabla 2. Efecto del lavado con NaCl 1 " tobre la tor11acldn de DKP y Pro 
NH2 en mellbrana1. 

61 hOfllosenado de cerebro te dtvldtó en dos partes lguales, el 
fracctonaMtento de uno de ellos fue tratado con NaCl l K. La acttvtdad 
fue deter11tnada en buffer Trlt-HCI 50 •K pff 7.4-bacltraclna 2.5 t11N; El 
an~llstt de degradacldn fue hecho cOflo te Menciona en ta tabla t. Los 
resutt.a.dos etl.ln exPre11dos COfrlo f111ola-s/111ln/mg Prot. +•1 error est.andar 

·de '" 111edt.t. -



DKP ProNH2 

CONOICIOH 

Trh-BAC 11 3 

Tr l •-BAC-HE" 0.2 m" e 3 

Trh-BAC-HE" 1.0 "'" 13 0.2 

Trh-BAC-NEN :!.5 m" 13 0.3 

Tabla 3. Efecto de la N-ethllMalelmlda <NEH> sobre la producción de 
ProNH2 y DKP en membranas. 

La tracción membranal de cerebro obtenida por el método l fue 
prelncubada en buffer Trls-HCl SO mft pff 7.4 con los agentes a ensayar 
durante 5 •lnutos a 37°C y la actividad enzlm.ltlca dete..-mlnada como ~e 
indica en mdtodos. Los resultados, promedio de dos ewperlmenlos, estan 
expresados en fmolas/mln/mg prot. El Y. de variación de los duplicados 
es del tOX. El análisis de degradación fue hecho como se menciona en la 
tabla l. 

! 
1 

1 
' 



H~lodo l 

H~lodo 11 

PGA 11 

90 ±12(6) 

97 ± 6(6) 

T~bla 4. Actividad de la PGAll en membrana~ de cer•bro Preparada~ por 
do~ métodos de tracclonamlento. 

Membranas totales de cerebro fueron obtenidas por el método 1 y 
11; lA ~cttvldad fue determinada en buffer Trls-HCl 50 mH pH 7.4 en 
Presencia de bacltraclna y N-ethllmalelmlda 2.5 mM e/u, como se indica 
en l~ tabla t. Tres concentraciones de enzima fueron utilizadas para ta 
determinación. Los resultados están expresados en fMolas de 
DKP/mln/ml. ±el error estándar de la media. 

'~ ~ . . 



FIGURA 3. Actividad de la PGA 11 de membranas totales de cerebro, a 
diferentes concentraciones de sustrato. 

Hembranas de cerebro rueron obtenidas por el mdtodo 11; la 
actividad de PGA 11 y el an~llsis de degradación se indica 
en el art(culo 1, eMceplo para la concentración final de 
TRH. La actividad determinada por triplicado se indica en 
pmolas de His-ProNH2. 
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FIGURA 4. Gr.afica de llneweaver-Burke de la actividad de PGA ll a 
diferente~ concenlr•clones de TRH. 

Membranas totales de cerebro fueron incubadas con buffer 
Tri~ HCl SO mH pff 7.4, por triplicado en presencia de 
bacitraclna y N-ethllmaleimlda 2.5 mft, a diferentes 
concentraciones de TRH ( 5 X 10·8 , 10·1 , 5 X to'") , tow6 M> 
El análisis de degradación se hizo como se indica en el 
articulo t. 
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PGA 11 

REGION -· 10 " 5 X -· to " 

L. olfatorio. 6.8+0.75 (8) 261 + 55 (5) 

Hlpoo:ampo, 5.4 ± 1.6 (6) 223 + 18 (3) 

N. accumben'S-septum lateral. 2.8 + 0.6 <4> 178 ± 23 13) 

Corteza cerebral po'iterlor. 2.9 + 0.6 (4) 142 ± 12 14) 

Hlpot.ltamo. l.7±0.4 14> 135 ± 22 (4) 

"· oblongada. '.2 + 0.2 ( ~ ) 36 + 10 M> 

• Adenohlpófi'Sls. 0.17± 0.07 (4) 31 ± 6 (4) 

Tabla 5. Distribución ro9ional de la PGA 11 en cerebro de rat• • dos 
concentraciones de su'Slrato. 

La actlvid•d de la PGA 11 '58 determinó cOflO te tndlc• •n el 
.irt fr.ulo t' o"l C)CC:Clliclón de lil conccntractdn final de TRH. Los 
resul toldos e>epre'Sados como pmolas (para to'"' M de TRH> o fmolas (para 5 
X 10-• H de TRH> His-ProNH2/min/mg de prot. mue'ilran la media +la 
dcsvl.1cl6n est.1ndar de 1.1 media. El número de determinaciones 'Se indica 
entre Polréntesis. 

[ji) 



PGA 11 

P.EG l ONES VALOP. VALOR 
OBSERVADO ESPERADO 

Lóbulo O 1 f ator lo, 100 ± 9 ( 4) . 

Hédultt E'5Plnal. 17 ± 3 ( 4) 

59 ± 1 (4) 59 

1 3 '1:> ±- M> JO 

10 25 (2) 24 

20 19 (2) 21 

Tabla 6. Actividad especfflca de la PGA 11 en Lóbulo olfatorio, H~dula 
espinal y mezcla de estas dos reglones. 

La act-lvld;id c'!.pecffica de PGA 11 fue determinada en membranas de 
t. olfatorio, m. espinal, mezclas di? 4stas l:l, 1:3, 1:10 )' 1:20 
respectivamentP. en relación a su contenido de prolefnas. Los resultados 
est.in e>epresados como la media+ et error est.indar de las activldadefi 
especifica'i normalizadas al valor en el l. olfatorio. Las actividades 
especificas promedio para 1. olfatorio fue de 13 pmolas de Hls­
PYoNH2/mlo/mg prot. y para m. espinal de t .B pmolas de Hls­
ProNH?./min/mg prot. El valor espcr.irtn •.innific.1 la actividad especifica 
esperad~ en las mezclas de ambas regiones, en caso de que no exista 
~lgún lnhibtdor lntr(nseco de la PGA 11 en m. espinal. 



REGIONES PGA 11 

l .. o1f.itorin. 

No tr.:i.tado. 100 ± 9 14) 

Sobrenr1dante. 30 ± 7 14) 

Hembr;¡n,ls. 75 ± 6 14) 

Sob. + Hem. 106 ± 6 14) 

"· esptni\l 

Nn t r a t.ado. 100 + 9 141 

Sobren;¡dante. 36 ± 9 14) 

HP.mbr-'\na.s. 80 + 4 14) 

Sob. + Hem. 116 + 12 14) 

T"1bla 7. Efecto del Tritón X-100 sobre 1.1 .:iclivtd.1d de PGA 11. 

Hembranas de l. olfatorio y m. c~plnal obtenida°" por el mátodo 11 
fueron 'tnr.:ubadas con Tritón X-100 ''·concentración final, durante 30 
minutos ;¡ 4•c. Las membranas fueron recuperadas por centrifugación y 1~ 
.:tclivtd.:i.d de PGA JI determinada en el sobrenadante y membranas. Los 
re!.ull.:tdos estan e><presados como la media +el error csl.indar de la 
medi<1, de las actividades totales normalizada5 al control tomado como 
tOOX. El número de determinaciones se indica entre paréntesis. 



DISCUSION 

La importancia de un mecanismo rAptdo de tnaclivación para los 

neuropépltdos una vez liberados al espacio stnAptico, se basa por un 

lrtdo, en lrt disponibilidad de los receptores para poder registrar la 

llegrtd.1 de un nuevo mensaJe; y por otro lado, en la eliminación de los 

péplidos remanentes en el espacio extracelular. Conocer el mecanismo 

fisiológico que regula los niveles extracelularcs de estos pdpttdos, 

nos permitirá comprender más sobre el funcionamiento de las neuronas 

pcpltdergic~~. ~~t como aplicar estos conocimientos al tratamiento do 

enfermed~des mentales. 

Se ha descrito la e~lstencla de diversos mecanismos do 

inaclivación para neurotransmisores clAsicos, los cuales pudieran 

funr:ionar para los neuropápt idos tales como: a) captura del 

nP.urotransmisor luego de liberado, por la célula presin.!ptlca, 

potsin.áptlc<'I o célula gli.~l vcctn~; b) modificación covalente del 

transmisor liberado¡ c> hidrólisis enzimática de los transmisores. Por 

otro lado, para hormonas polipeptidlcas se ha descrito la 

internal i zacion del compleJo receptor-transmisor por endocttosis 

mP.d i :id;i; por receptores. 

Se ha reportado la existencia de un mecanismo de acumulación para 

TRH en rebanadas de cerebelo (78) y de hipotálamo (79), fenómeno que 

ocurre con una Vmax muy baJa; sin embargo, en sinaptosomas no s~ ha 

dcmostr.1do la Pt"esencia de dicho fenómeno (131, Torres el al no 

publicado>. Además experimentos hechos con sinaptosomas y cdlulas 

gltales muestran que no existe un sistema activo de captura de 



Sustanct~ P <132>. El conjunto de esto~ resultados y otros sugiere que 

l~ captur~ no es un mecanismo de inactivaclón importante para los 

nP.uropéptid~s. 

Existen algunas evidencias apoyando la hipótesis de que exista 

internaltzactón de los neuropépttdos, al menos en el eJe hlpotalámtco­

adenohtpoflstarto, ya que se ha demostrado que TRH administrado 

e~Ogenam~ntc es internaltzado por los tirotropos y lactotropo~, 

dlstribuyendosc en diversos compartimentos ~ubcclulares <133>. Por ot~o 

lado, se ha reportado que un agonista de LHRH es lnternaltzado en 

gonadotropos l134> y que al igual que TRH se distribuye subcelularmente 

en diferentes compartimentos. Stn embargo, queda por definir cual es 

la vta metabólica de estos pépttdos luego de ser lntcrnaltzados, y~ que 

no se sabe st son degradados por vta llsosomal o por enzimas solubles o 

no son degradados; ast como deterMlnar si este fenómeno es general para 

estos y otros neuropdptldos en las dlvers~s reglones donde acttian COfftO 

neurotransmisores. 

En cuanto a la modlflcacldn covatente, se ha reportado que ta 

forma acetltada de la alta KSH es la que se libera de la pars 

lnter•edia de hlpóflsls de anfibios (135>, no se sabe sl esta 

modltlcacldn ocurre Justo antes o durante la ltberacl6n de la •lfa KSH. 

Se ha demostrado que la rorNa acettlada de este pdptldo es ~Is potente 

que l~ torNa desacetllada; por otro lado, la acettlactón de la 8-

endorftna cancela su actividad blológtca C136,137>, lo cual sugtere 

que las modlflcaclones covalentes, pudieran regular la actividad 

blológtca de los neurop4ptldos. Al igual que para el ~ecanls•o de 

lnternallzaclón queda por definir sl este mecanismo puede generalizarse 

para otros neuropdptldos y sl ocurre en otras reglones del cerebro. 



la lnactlvaclón da los nauroP4plldos. Si bl•n, un naurop•ptldo puede 

••r degradado por diversas enzl•as, lo importante es deter•lnar cual de 

ellas Juega un papel flslológlco en la lnacttvacl6n, y sl la 

degradación puede actuar como un elemento regulador de la función del 

neuropdpttdo. 

El obJetlvo del presente trabaJo fue deter•lnar •1 la• 

dlstrlbuclones regional y subcelular de la PGA 11 son las adecuadas 

para apoyar la hipótesis de que la enzt•a pudiera degradar al TRH tn 

vivo en la sinapsis. Debido a que un neurop4ptldo puede sufrir 

diferentes cortes primarios por diversas enzimas, el TRH ofrece una 

gran ventaJa como modelo para el estudio de la degradación enztmattca, 

debido a su pequeno tamano y a que solo puede sutrlr tres corles 

prlm~rlos. 

Existen enzimas capaces de degradar al TRH en suero 

(llrollberlnasa>, en tracción soluble (PGA 1 y PE> y tracción membr•n•l 

(PGA ti> de cerebro. 

La PGA y l• PE astan concentradas en la fracción soluble 

cllosóllca (89,90); por lo tanto para que 4st•s tengan un papel en la 

lnaetlvAclón del TRH llber•do a la sln•psls, debe existir un mecanismo 

de liberación de las enzimas del cual no existen evidencias <102, 

VargAs et al no publicado>, o bien, actuar luego de un proceso de 

captura par~ TRH, fenómeno que ocurre con una Vmax muy baJa, y cuya 

relev~nct~ f lslológtca no ha sido determinada. 

,.,. 
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Por otro lado, al inyectar in vlvo lnhlbldorit~ especlflco~ 

C99,tOO> para la PGA 1 y la PE, o incubar teJldo nervioso in vitro con 

ellos, hemos observado que no alteran los nlvaleoa endógenos de TRH 

CtOt> ni afectan 'IU liberación in vltro ClOl>. Cabe tambl4n 'lenalar que 

PGA 1 y PE no son teJido especttlco (91,98), ni son espccttlcas para un 

neuropdptldo (87,94 >. En base a todas estas caractertstlcas , es poco 

probable que PGA t y PE sean las responoaables de lnactlvar ln vivo al 

TRH liberado A la slnapsls, 

El caso de las enzimas solubles que degradan neuropéptldos parece 

ser general. Por eJemplo, eMlsten enzimas solubles: amlnopeptldasas 

Ct38> y dlpeptidllamlnopeptldasas (\39> que degradan encetaltnas. Sl 

bien se ha reportado que una de estas amlnopeptldasas se libera ln vtvo 

en respuesta a eslimulación <140>, no se ha demostrado su papel 

ftslológlco en la lnactlvaclón de las encefaltnas. Las enzimas soluble<.i 

también tienen una variedad de sustratos (141,142>, estAn concentradas 

en el citosol y no el el slnaptoplasNa C138,143>, su distribución 

reglon~l en cerebro es homogénea (118,144> y estin presentes en 

diversos órganos e 118, 145). 

Por lo tanto, la presencia de una enzima membranal en la 4.ilnapsis 

TRHdrglca, resulta de suma importancia, como en el caso de diversas 

pepttdasas membranales con posible función tlslológlca en tnaetivar 

otros neuropépl idos como encefal tn1.s C 128>, Sustancia P e 146> 1 

Neurotenslna Ct47>. 

Los resultado'i obtenidos en la e'itandarlzaclón del método para 

determinar la actividad de PGA ll, muestran que las caractert5llcas de 

la5 actlvldades enzimáticas solubles y membranales, determinadas en 

fj f 



nuestr~s condiciones ekperimentales, son similares a lo reportado 

anteriormente. La PGA 1 es la responsable de la producción de DKP en la 

fracción soluble, mientras que la aparición de TRH-OH se debe a la PE. 

Recientemente se ha reportado la presencia de una PPDA soluble (120> 

sen'iible a PUl"'Omicina, que Pl"'Oduce Hts-Pro a partil" de ffio¡;-ProNH2. En 

ninguna de nuetras condiciones fuimos capaces de detectar His-Pro o 

prolina en la fracción soluble, debido tal vez a una pobre recuperación 

de las actividades responsables de producir este melabotlto. En la 

fracción membranal ta aparición de DKP e His-Pro se debió a la acción 

da PGA lt y PPDA respectivamente. 

Tanto en la fracción soluble como membranal se detecta ProNH2; 

Kretder el al (95) sugirió que este melabollto proviene de la 

degradación directa del TRH. Sin embargo, Hatsul et al <121> ha 

reportado que ewtste una lmtdopeptidasa capaz de degradar Hts-ProNH2 a 

ProNH2 y que es sensible a N-ethilmalelmtda. Nosotros demostramos que 

en ambas fracciones la aparición de ProNH2 sigue el patrón de 

producción de DKP, y que su formación es inhibida por N-elhllmalelmida 

en la. fracción membrana], lo cual sugiere que la producción de ProNH2 

se debe a la acción de la tmidopeptidasa reportada por Hatsui et al 

<121>, es decir a un corte secundario del TRH, antes de que Hts-ProNH2 

se ctcltce a DKP. Por otro lado, la aparición de ProNH2 l!n membranas es 

tntr.fnseca, -stn embargo se ha reportado que la imldopept tdasa no se 

encuentr~ enriquecida en alguna fracción en particular <90>. 

La PGA Il produce His-ProNH2, metabolito que es inactivo, pero una 

vez clctizado a DKP puede ser activo en el SNC y adenohipóflsl'i, Sin 

embargo no s~ ha demostrado Ja existencia de receptores para DKP, asf 

como tampoco se encuentra concentrada en terminales nerviosas C148), 



pur 1n que nn ... e 'io'lbr '"'""·"lvfa que tanto la formación dP. DY.P puP.d>? 

tomarse como un mecanismo de biotransformaclón. 

) 
1 

A dlferenccla do? la dlstrtbuctón regional homog~nea de la PGA 1 en 

cerebro <Se>, la distribución regional de la raf\ tl es heterogénea, 

1 

1 

con una ~tfcrP.nr.ta rln 10 vecP.s entre 1a región de mayor acttvirl~rl 

<lóbulo olfatorio> y la región con menor actividad (parle cervical del 

cordón espinal l. Este hecho no se debe a la existencia de un lnhibtdor i 
inlrtnseco de la PGA 11 cuya distribución no estuviera homogénea, ya 

que 1'1 actividad en una mezcla de membranas de lóbulo olfatorio y 

cordón espinal es igual al promedio de las actividades en cada región. 

Tampoco <:.e debe a un enma<:.caramtento difo?r>?ncial de la enzima por 

componente<:. membrana les, ya que el tratamiento con Tr l tón X-100 no 

revela mAs actividad de PGA 11 en las dos regiones. Estos resultados 

concuerdan y ampllan lo reportado recientemente por Friedman et al 

<149>, quien demostró que la distribución de la PGA 11 en cerebro no es 

homogénea, La distribución heterogénea de la enzima lleva a proponer 

que 1'1 PGA 11 posee un papel especifico¡ sin embargo, su distribución 

no concuerda con algunos par~metros de TRH, como su localización, 

liberación basal o estimulada, o sus receptare<:.. Esta falta de 

correlación puede deberse a que el sitio de liberación de TRH y sus 

receptores estan leJanos, o bien, que la PGA lt puede tener otros 

~ustratos endógenos aun no determinados. 

Hemos demostrado que la PGA 11 o al menos gran parle de ella (70-

80%> es una ectoenzima, es decir, que su sitio activo se localiza en la 

cara externa de membrana<:. plasm~ticas sinaptosomales. Esta conclusión 

sP. debe a las ~t9uientes obsnrvacione~ que demuestran que l~ PGA tt 

cumple con la mayoria de los criterios sugerido<:. para clasificar una 



enzim.1 como ectocnzlma (150>. Utilizando como modelo slnaptoc:.omac;, 

tntactoc;,, o bien célulac:. intactas fetalec;; corttcalec;; en cultivo, se 

puede detectar la actividad de PGA tt con un c;;ustrato que no entra en 

et loe;; ( 131, Torree;; et al, no publicado>. La disminución de la act ivldad 

de PGA 11 por el tratamiento con tripc;;tna c;;e debe a una hidr6llc;;ls de 

ecloprotetnac;, y no a una prote6llsts en general¡ como tampoco c;;e debe a 

una lnacttvact6n de la PGA tt por c;;i sola. Por otro lado, la ruptura de 

loe;; c;;lnaploc;;omas o célulac;; por choque osmótico o tratamientos con 

delergentec:. no aumenta generalmente la actividad de ta enzima. El 

aumento de actividad de PGA 11 por la permeabiltzaci6n de c;;inaplosomas 

con saponina probablemante se debe a un desenmascaramiento de una parte 

de la actividad membrana! más que a una actividad intracelular, como se 

hr\ reportado para otras enzimas (151). Finalmente, la PGA It no e'i 

ltber.:ld-1 de la'i células en cultivo. 

De manera congruente con la conclusl6n de que la PGA t l es 

ectoenzima, hemo'i de\erminado que en rebanadac;; de hipotálamo la PGA 11 

ec;, 1'1 principal enzima degradando TRH. Por otro lado, hemos obc;,ervado 

que el uso de lnhlbidores ec;,pectrtcoc;; de la PGA 11 (99,100), asf como 

LHRH un competidor para la PGA 11 (105>, aumentan los· niveles de 

recuperación del TRH liberado en rebanadac;, de hipotálamo inducida por 

dec;,pol~rtz~ctón. 

Ec;;t~ topologta de la PGA ti y los efectos de los inhibidores 

apoyan la hlpOlesis de que pudiera inactivar al TRH en sinapsis Y que 

por \o tanto pudiera ser clasificada como una neuropeptidac;;a, segun la 

clasificación de Scvhartz <152>. En la tabla 8 c:.e muec;;tran loo;. 

criterios propuec;,los para def inlr a una enzima como neuropeptidac;.a, 



l. LOS PRODUCTOS DE HIDROLISIS SON BIOLOGICAHENTE INACTIVOS. 

2. LA ENZIHA ESTA CORRECTAHENTE UBICADA PARA PRODUCIR LA HIDROLISIS DE 

LOS NEUROPEPTIDOS LIBERADOS A LA SINAPSIS. 

3. LA ACTIVIDAD ENZIHATICA DEBE EXHIBIR CAHBIOS ADAPTATIVOS PARA 

HODIFICAR LA NEUROTRANSHISION. 

4. LA INHIBICION ENZIHATICA DEBE PROTEGER AL NEUROPEPTIDO LIBERADO A LA 

SINAPSIS. 

5. LA ESPECIFICIDAD POR EL SUSTRATO DA CUENTA DEL AUHENTO EN ACTIVIDAD 

BIOLOGICA DE LOS ANALOGOS SINTETICOS. 

6, LA INHIBICION ENZIHATICA DEBE REPRODUCIR LA ACCION BIOLOGICA DEL 

NF.UROPEPTIDO. 

TABLA 8. CRITERIOS PARA LA IDENTIFICACION DE NEUROPEPTIDASA CSCHUARTZ, 

1981). 
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Los dos primeros crlterlos son cumplidos por la PGA ti. Para los 

puntos 3 y 4, existe resultados preliminares donde se ha demostrado quP. 

el uso de lnhtbldores y competidores de la PGA ti, protegen al TRH 

liberado e)Ctracelularmente. Por otro lado, se ha demostrado que el 

estado tiroideo modifica la actividad de la PGA 11, al menos a nivel 

.\denohlpofislarlo (126,127). Finalmente los criterios S y 6 no han sido 

explor.\dos. 

Las caracterfslicas Mencionadas anteriormente para la PGA 11, son 

semeJa~les en parle a las propiedades a las enzimas membranales que 

degradan encefallnas Cel modelo de inacllvaclón de neuroptiplldos mas 

estudiado>. En membranas Plasmitlcas de sinaptosomas existen tres 

enzimas: dos amlnopepttdasas, H y" 11 CIS3> y una endopeplldasa 24.11 

Cencefallnasa> CIS4> capaces de hldrollzar encefalinas. Estas enzimas 

no son especfftcas para las encefaltnas CISS,156>, sin embargo, existe 

Aunque no estrictamente, una correlación entre la distribución de estas 

eni:tM<ls, las encefal lnas "I receptores para las encefal lnas ( 155, 157>. 

La amlnopeptldasa M 11 y la endopeplldasa 24.tl 

dtstrlbuclón regional heterogdnea similar en cerebro; 

encuentran enriquecidas en c•lulas neuronales Cl59,t59>, 

son ectoenzl•as Cl59,l60). EMtstan evidencias de que la 

t lenen una 

ambas se 

mostrando que 

endopept ldasa 

24.11 est~ en vecindad con los receptores oplaceos Cl6l), ••f como su 

patrón ontogeni6t leo es paralelo al de las encefal lna'S y receptor•• 

optotdes Cl62>. El uso combinado de lnhtbtdore'S de estas enzimas lleva 

a la recuperación total de las encefaltna• liberadas al medio tn vltro 

Cl63), ast como a reproducir la acción biológica de las encefalina'S al 

tnyect~rlas ln vtvo Ct64>. 

'·' ·' 



para otros neurop4ptldos, en donde si bien, tas enzimas Involucradas no 

son eo¡pecfflca'i para un neuropdpt Ido, si presentan una diversidad de 

propledadeis compatibles con la posibilidad de ur 

mac~nlsMO general de lnactlvaclón para los neuropdplldos. Sin embargo, 

cabe senatar que eMlste una propiedad que diferencia a la PGA 11 de 

todas estas enzlMas; su estricta especificidad. Actualmente no se puede 

definir si la PGA 11 es un caso particular, o si realmente se te puede 

considerar como un elemento de otra clase de neuropeplldasa: l•s 

Hace falla un estudio •As detallado acerca de las propiedades de 

la PGA 11 para poder determinar su relevancia flslológlca en de9radar 

al TRH en sinapsis. Esto se debe lograr al anallzar eNtensivamente el 

efecto de inhlbldores espectttcos sobre los efectos tislológlcos del 

TRH. Tambillfn 5er.!í importante producir anticuerpos para la PGA 11 

pur i t le ad a o utilizar inhibldores espectticos radioactivos para 

determlnar con preslción la distribución regional y subcelular de la 

enzima por autorradiogratta o inmunohlstoqufmica. También podrían 

ayudarnos a definir Ja Jocaltzaclón celul~r de la Rn~tma y sabor si 

coeKiste en la misma neurona que TRH. Por otro lado, es imporl•nte 

conocer si el patrón ontogenll!tlco de la enzima sigue et patrón de 

apartctdn de TRH y receptores a TRH, para determinar si la enzima 

controla los niveles de TRH a lo largo del desarrollo del SNC. 

1 ., 
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I' 3 .1 

Recientemente se ha reportado (165) que el TRH llene ercctois 

benef leos cuando se ap l lca a pac lentes con ese teros l s art1lolróf lea 

l•teral (enfermedad en la que ocurre una degeneración de flbrais 

motoras>; por lo que el diseno de an~\ogos de TRH mAs potentes que ~ste 

y resistente a la degradación pudiera tener- 01plir:.1r.ione'5 clfntcas. 



. . 
t. C•l"o?>?t1 . .1.n. and Ha~-1:·1:.(·1~.~i.-'._:- .. __ ;-r\949;> -ob-sP.rVa\;i~n>~- of --~he 

H.fpophys i opórt/¡ t Ves se 1 s of - the L i Vi ng; Rilt:~'-- :·_J;:' ,--. fh.i S iOf~ ;·-1os, _, 359-
.' ".:::.--'.--: ·<:<-.< ~·:,_~-. ·.,;.-·· .·;:_-~-.:'; 
.. - . ' -. - . :- -_., , .. :;_.:' -.: ,._. , . :' -~-

:: :::~=;:-·:~~;t;:x:~i2~t.~~~tf \;1+~~~dt~~~li~~~ii:{.f 1fr~~b·~;·~~~N·:~:::: .. · 
l_s·O_l-lt~_ori_:;)_:,-~; .. -:_i_é!f >;~~~rh'fr_O.tr?.~}_n:~i-_~4f té.a~ i n9:-F-~ctor ( l RH> - f rom Porc i ne 

·. Hvp•:-it.h~ l.o:m•.is~· .. ;Endi:1cr.i nology.'. 78~-,~:726-:-732~ · · 

~. •~ü~·:~~H:t~t1~~~¡t~~!~;~tT~t~{~·~f~ F~~i~~~=a~Íng ·~~•'m~~~•I :: Al~~ 
·f'ropc•s~d -~Arninoacid· SeqtJo?nee• -B·Í·Ó~ti~m. BioPhYs. Re'i. Comun. 43, 
::1.;:.::4~·;1339~:',/~~· :':." ,·~---~·_.: 

5.:1..;~"1~~:~'-.~)~¿-i,~·~,~;¡~¡,,- ;.,t'~:- Ri"i~i·· ( .• and Riviet· .J. ll98li Chat·aclet"i?.at.ion 
ot'- -- -.3 - ·41:.:-_,:,_R~~-i'.diJe _ Ovine Hypotalamic Peptide lhal S.timulales 

··s.?'r.-·,~_.?ff0f!$' _o_f·--~!='r~ir.otropin and B-t.ndorphin. Scit:nC•'? 21:3. 1394-1397 

6. -B~-iho?n·_-~:~._~ F.s•:h f., Brazeau P., Ling N. and Guillernin R. (1983) 
lsol.alir.•n ;,inr;t Chat:.:ícler-iz.alir.•n of lhc Por-cine Hvpolha1"1rnic Gr 0:-ylh 
Hormone R~le~sing Factor. Biochem. Biophys. Res. Comun. 116, 726-
734. 

7. P.ra~e;.11J P •• V.ale \.l •• E!1Jrg•Js R •• Ling N •• Butcher. M •• 
(;uillemin R. <1973) Hypothalamic Peptides that 
Se•:-l"~lion of Jmm:.1n('lreai:-tive Pil•Jitarv GroLJth Hol"mon•:-. 
77-7'2.. 

Rivier .J. ;;r,nd 
lnhibils the 
Scio:-r1ce 179. 

i::. Gt·.;-i:n .J. D. -11nc\ H~rr"is G.\.I, f 1947) J. Endo•:t'ini:•l. 5. 136-

'S'. Seh<il\y A.V. 't978i Aspecls of Hypotalamic Regulation of the 
Pi\•Ji\.arv (,J.¡1nd. Scier1ce 21);.. IS-28. 

1(1. Gui\lernin R. C197$} Peptides in \he Br.::i.in: The New Endoet·inology of 
lhe Ue1.1rr.1r1. Sr.- i .;ni:-:- 21)?. 390-4ú2. 

tt. Sch;illy A.V.~ Redding T.t..1 •• t3oYers C.V. and Bayyet J.F. C.1969) 
lsol~t io:•n ~nti Pr·opo:t"lies of TRH. J. P.io\. Chem. 244, 41)77· 

1?.. 'B•Jrg•JS R •• Ounn T.F.r D1?siderio O., \4ard D.N •• Vale W. and Gullemin 
fe. il97ú• Chara•:leri;>;.!\ir.•n r.•f Ovi11>? Hipo\ha\amic Hypophvsio\r"opic 
TSH Rele.::i.sin9 f;¡c\or. l~~ture 226, 321-::C25. 

l.?,. F1-;.ll~ot>1°-:. l~., E11Zm~nn F.. P.oleY J.. f:>:•t.Jt?t'S C. Y. and Schal ly A.V. 
<t96?} Oisr:-ovet·y of Modific;;r,lion of the Synlhetic lripeplide 
~ . .;-q1.!enet'l of lhe Thvt·otrr.•pin Re\e~sing Hor1none Having Act.ivi\y. 
Biochem. Bicphys. Res. Commun. 37, 123-126. 



14. 

1 !:'•. 

f:•.•t"9'J'S R •• íh.1nn l .F.~ f_1.;-~ido?r:_ir.··_ rl •• ~Jarct .fl.tl •• _ Valr.?_-~J.- and _(,•Jl lem_in 
R. ',.19.701 . C.har·_~_c_t o?_t i z.3t..i c•n_,_-_of , __ o,~ i ne_:, Hypo\ha 1 ami e Hypophys iot roP _ic -
T~.H-1"-! leasing: F;;1r.-li:ir_. tll l 1.1re :22t: •• ~32 t-.?.?!:1. · 

Me•:-: lvy .J~ F~'.::::-,-{;9_::;;f,---~--i:~-f-y!~-ft1~-~'-i,·~·:_i·~-~-·-:::·Hyp-~t:ha 1 ami e Pept ides. ln: 
HYpot. h~. 1-"rn_fc:: P_iiP ti et~·: Hr;ir-:mprie ~: and _Pi ltJ i t ar V' Reg•J 1 at ion. (Ed. .J. O. 

P~r ~ P.rrj;_~,~:-J;P,~ ~!~Z:?c~:t~:~;~rt.~'-~--D~~-~~~~~-~--~-~-~:~:~ ~ew -- v o~ .. k. 
• '·.·. :.- -;~··'··:-·-::'_::·:; <'.i;.c:,~:-.-~j;t.~-·;.'_';:.:.:: ,_. _;i_:.·; .o,,: 

Mr.l:o:-_1 •."":;;:•.l._f .:.~;.i-::_L i ~-,,·_c;:;J~--_.::.f\·Chan ·_L< • ·J1;tshep-f~ravo P. • Ch.a1· l \ .J. L •• 
P;.ir.h~r.~:.:-.11~·-;;:paiJ·~~¿_:_M.";~--~NealP.:·~"."1._ and.B.irker ,J. \1979> Biosynthesis of 
. P.r-?f_~- ·: P,o:op:t: fdC,-s:},'::;_~ J_n·: ·_,},:_P.r;;1fÍ1 · Pepl i des The N~i.J Etidr.u:-r i no 1 ogy. f.A. M. 
(;ottO/·-;~~i.lr_-.-·:E;~J.:'.'::'.PeC.l:';._::_;Jt-~- and A.E. Boyd 111. Eds.). Elsevier Norlh 
Ho 1 _(~rid,\f:,i~~;n;·tfd,i s·;g 1,'..c.Pr«e-~s'.-.- -ArnS tilrd.:im. PP 1S3-l86. 

t 7. R~pÓ~~'_'·J'."·H. -,'--.-Hi-~'k-1'~~-:~P·.-M~-----'_iind Di >:on J. E. ( 1979) A Mac~·omo lec u le Wir.h 
Gi •jP. s:_ f(i S-.? o_ T6-'-Tti.Yr6fr6p i T1 -Roi b;?as i ng Hormr.•ne. E:i or.hem. B i ophy s. Res. 
R~s;. C.c•rnmun. · 89~ 721-i28. 

18. L·~.;-h.;in R.M • .-W•J' P •• Ja.-:-1:$•:-tn J.M.D •• Wo\I• H •• Coopo?rman S •• Manc'el O • 
.. Jnd . G1:i1:idm.:i.n R. H. ( 19$6) lhvrotropi n Re le;is ing Hormone f'r·ecursor: 

_ Ch.:.1·:i~to:-ri.r-3tir.•ri in Rat. P.r.airi. Sr.ienr.e 2;31. 159-tr..1. 

1'?. Busby lJ,H.Jr. ~ 0.•J.acl~P.nbush G.E., Hurnm J •• Youngblood W.W. and t:i;:er 
.J.S. lt9:~71 An En::vmei.~I that. Converts Gl1Jtaminyl Peplides ir1t.o 
f'yrog\•Jt;;imyl Pept ides •• J. Biol. Ch<?m. 262, 85:32-8535. 

.?1). M.:iin'$ R.E' •• ('lvo;>rs A.C • .::.nd Eipper D.A. <19:?.SI Hormonal. 
tliet.;iry F;i1:-tors A1fecting Peptidyl Glycine alfa 
Mon,.···,,1yg•::n::i'f'1;> Acti ... it.v in V.;iriotJS Tiss•Ji:>'S of t.he Aci•J1t. 
F.:ndor:-rinology 116, 2505-

Dr•Jg -'ind 
Amidating 
Hale Rat. 

:?t. f!rot..'n'Slo?in M •. J •• P.;ill:ovit2 M •• Sa;;i.vedr-3 .J.M •• Bassiri R.M. ar1d 
1Jti9er R.t1. (1974) Thyrotropin Releasing H.:•rmone in ~:pecific N1Jclei 
o:•f R;.t f:1·.ai11. Sr.·io:-r1.;-e te5. 267-269. 

;.:;!. F.lde R. 
Pepticto:>'!­
Ann. fú?v. 

and Hol'felt T. (1979) Localization of Hypophysiotropic 
;,:ind Other Bic•l•:igir..allv Active Peptides 1.Jithin the Brain. 
Physiol. 41. 587-602. 

2.?.. r.~··:-iLJnst>?in M •. J., 
f.!ele;ising in the 
tJ1.1.;- \"'!.IS N>?lJt"OhS. 

Esl·:.;iv R.L. and Palkovit7 M. (\982) lhvr·c·lropin 
Median Eminence Is in Processes of Paraventrir.1Jl.:ir 
N·:•.11·opeplides 2. 197-21)1. 

::'!'1. P<:!lkovit'Z M. (.1924) Topc•graphy of Chemic.;il)y ldentified Neurc•ns in 
the C.ent.--?l NP.rvc••Js S.vst.em: Progress in 1981-1983 ln: 
U€•Jro.;-ndr.u~rin.;- Perspectives <Eds. E.E. Mlller and R.M. Le1Jd,). 
Vo:•l •. ;:. 1-69. E1'f-o?Vi>?r- Sr.-ienee P1Jblisho?r. Amslet·dam. 

';.!5. L~chan R.M •• l.J1J P • .:nd Jao:l~sc•n 1.M.D. í.1986) lrnmunolocali'Zation of 
•.he Thvrc•tropin Rel.::Jsing Hot·mone Prohormr.•ne in the Rat Central 
N-:.rvo•JS System. Endr.u:-rinology 119, 1210-1216 •• 

?.: •• Lo?•:-h.:in ~.M.. Molitr.-h M.E. and .Jackson 1.H.D. (19B3i Dislribut.ion 
of ln1munoreact.ive H1Jm.:!n Growlh Hormone Lil:e Material and 
Th•11·.-,trcopin F:el•?-<1sing Horm•:ine in \he R-3l Ceritral N1?r-.•01Js Svstem: 

f, 5 



F.v ido: nr.e. f or}.t he ir·_ c:C;~ Y. Js-t~~-,;'? =;:i ri: the ,_-s_;¡~-1~~-~-~ N~-~-r-.;:,r~·s·-~ -_ -,: ~ri_d·~·~/-~ nol ~9y_ 
11 .7:t ~:77_.884 -~- 0:-.'{:: ~-•• •.:~ ••• ·:_,._·¡_ :'.- · ··-; ~ ~: -'- 0:'.~-->~- ~-~- -~>· :;_.-·. :,.-.\::: \--. -.- --:.-,C:>(_·_-·.:_;:_,:;,-' -_-

, "<'', :~':;_':·-,-,';_¡',"._' - \:"i·. 

"-'"h~_n ':-_$•:.~~-; O>~:<:: Boc kf-~~ 1; l-\-J} f~~~;-~;11~~: n~~-·-::~: >_;_-;';?:·J"~~f (~'o_:3' éJS·~- ..:_~ .. ·:~.;-: .. '.~ti)'. t w:,: ·N ~ _; .-
s t~ 111b1J!..>?m· __ H.' ~;[;\t..'P.rh0.f.S't~d:·;~A. A-~-'J~',)_ErnS•in·;_:>f.'_._c.·~-:~: and_-~Sp_i-rid_f!J _; ,.;~5. __ (l ?Sl) 

. t!~i:1 
__ 

1·-:,)_j··~---;;:~~z1~~:~t~i~~:~~~~:~~~~~b~~tg~f ~?1~:,~tt~~'.f'{}ili~r~m~x;~tt~i~tB:i:a~~:1-~~~1~~t~::~t1c:;:~~-:;~·-~,7.~~: · 
Hokf >? 1 t :. -~-;:~.,_.:·, _F lux_e:"o.t;~·:··;:;::-,~:Joha.ns_s_?n'~,o.~r:~:.: J~_f .f coa t_t?-'.'.S',;·'·-~-· and ':Wl:\_J _te-;-_:·; .. ¡.,l/: > . 
í. 1 ~75 ;_:, ·. _;_. :!.h_•/i·~t,~_oP'T O\:~:R;_r!.á_s·1 ri9'!/~iHOr~r,;o.tt~_;:_.:'_fTf(H >::o,r __ cOi1-i_a"i r1~i_ri'9 .'.::';·. NCt·ve . 

~,~:;~.'..~i.~.~r~~.~~~~¡,~~i~f:~lw·l~~e[ilK~~i1~~~;1~~~~r8.ttf ~~~1f ;.;7·.c,~" d.·. 

29. · 01 i_vet'. - r..._. •'~_i_ S:sk.;¡_Yi~-Rot:.-·_, ·~ •. <.:;Ben~'Jonathan'-_-,N.~E<:and·-P_or.ter: '--J.- e·~-.::..:~-- 'C.-1974) 

~~ ~~~~1-,~~¿-{ ~~~'.;~;·:·;~-~j~t=~~~·ef:_~~-\-~:·-t~~/.;~~.'l~~~f ~l;:,t~~-tI.f~_":·~:~\(~-~-~'~e:~ ':-~:Ra t Bt"_'l in• ·: 

.?.\). 
·_o'.· -;,_.,-._-,,·,,_:-, __ ~-,,:_;;:-.... :• .,,._. ,-- ,,,-~-., .- ;;,·'e.·.·: _,-:.--f/;_ . -" 

P..:i.•:n>?.:i .. -_A.,~'.JJ~.:i'.J,.c .. s •. W .• P..:.:.Cho.:_G •... and. Pc•rter J.C. i.1978i A Subi:cJ \1Jl.at· 
Po-:i 1 -' __ .,f .-Hrpo.:.o~mot.i e~ 11 y·.' Res is t.:tnL- Part ic les Con ta i ni ng Thyt·ot rop in 
R·~1e.=i$i·n·q·· -HOi~in.:in-.?; ""'."H.:lanoi:-ite· Stim1Jlati11g Hc•rmone .:ind 
L1JÍ.;-ini::.iitfn'~if-·HOt-mone·-Rele.asing Hormone in the Rat Hypothalamus. J. 
Ue11i·~:-i(;'"1•:ni1 •. ~_1): )l.?.7_-9_4.?. • 

. ::1 •• J.gi:l:son I.M.n. ?rid R~ir.hlin s. l.l974i Thvrolrc•pin Rel~asing Hormone 
ClRH): Distribution in Hipoth.alamic and Extt·ahipothalamic Bt-.::iin 
Tiss1Jes of Mamm.:ili.an and S1Jbrn.;irnmalian Chordates. End•: .. ::rinologv 95, 
:::54-81. . .2. 

.?..? • Wincrl:ur A.. rtavis R. .:ind Utig•?t" R.[l. C.19771 S1Jbcelleulat· 
[listt·ibtJt ion of Thyrotropin Re leasing Hormone (TRH> in Rat Bt·ain 
~nd Hvpoth.:;ilr.i:ru!JS. Ftr.:iin Í'<•?S. l~ü. 423-4.~4. 

Mende:: M.. Jos1:-ph-Bt·a.vo P., Cisneros M., 
.J.L. l.1987) fl•?gional fli.,,tributioti of 
Thyr•:itropin Releasing Horrnone in Feat Brain. 

Vargas M. A. and Ch-3r l i 
In Vi tro Relea.se of 
P~ptides 8, 291-298. 

J.4. i:.h.:t1·J i .J.L.. ._loseph-f-:rr.i:·Jo P.. P.;:il?'i::ios J.M. and Kordon c. ( 197ei 
Histamini: lnd1Jcl'?d Release of Thyrotropin Releasin9 Hormone frc•m 
Mvp•:•thalamic Slice$, E1Jr •. J. F'h.;irmacc•l. 5·,?. i11)l-i11)3, 

35. lJ~rber9 .J.. Esl:.e:y R.L.. B;irnea A. Reynolds R.C.. and Porter J.C. 
i1977i R>?l>?.=.se of L1Jto:inizing Hc•rmo11e R1?leasing Ho:•1·m1:,1ne .:ind 
Thyrc•tt·opin Releasing Hc•rmone from a Sinaptosome Ent·iched Fraction 
i;•f Hvpo:•thalamic H•:irnogenates. Endi:icrinologv 100, 814-8.?5. 

3i; .•• Joseph-Bravo P., Charli .J.L •• P.:ilao::ios J.M. and 1<01·don C. (1979) 
Efft?•:-t of Ne1Jrotr.:ir1sruitte1·s on the In Vitro Ro:leas~ of 
lmm•JnO:•r•:ai:-tivi; Thrrotropin Rele~sing Hormone from Rat Medic•b:J-:.~1 
Hvpo:tl.h.:il.:imu). Fnd1:u::1·inc•l•:i9"f 11)4. 8\)l-81) . .;.. 

37. Hirook~ Y., Hollander c.s., S1Jz1Jki S., Ferdinand P • .:tnd .Juan S.J. 
i J97Si Somatost.ait in Jnhibits Rel.;a<Le of Thyt·otropin Re leasing 
F.actor frc•m Or03an C•Jl t1Jres of Rat Hypothal;imus. Proo::. Nat 1. A.:ad. 
:-:.o:-i. 75. 45!)9-4514. 

í. 1984 i '' -J nd1J1::ed 



lhyro:•tropin 
Hvp.-.t.hatami. 
L.;itt.>?•·i 45. 

Rele~sing 'Hormone Release from Superfused Ml!?diob-'tsal 
in R~I.; .. ln1dliition BY Som.:il•:·~latin. Ne1Jroso:-ience 

47-~·.'.2. 

39. Ann•Jn~ i.;tl•:i L., Di R~n;!r.• G.. Lombardi G •• Scof.Jacasa F.. 'Sr.he\ t ini 
(,.. f're~iosi ·P. and Scapagnini U. - (1977) The Role of Central 
tlc.1r.:td1~en-ergic N1?1J1·r.i11s in the Contr"ol of Thvrotropin Secretion in 
the Rat., Endocrinc•log·y 1(•0, 738-744. 

4V. L.:Jbri'? P.... P.ard•?n H., Portier G. and De Lean A. l 1972• Bi.ndi.ng of 
Thyrotropin Rele.;i;sing Hormone to Plasma Membranes of Bovine 
Anl~1·ior f'it1Jita1·v Gl.::ind. Pror.. Nat1. At:;.irJ. Sci. t,.-;-1, 28.3-2S7. 

41. Tan l·~.N. and T.ashj i.an A.M. Jr. (1981) Receptor M~diated Relea.se of 
Plasma M•?mbranc Asscu:iatect Calcium and Stim1Jlation of Calci•Jm 
Upt"lke by lhyrott·c:•Pin Rele-11sing Hormone in Pituitary Cells ln 
C•JltiJre •. J.Biol .Ch•:m. 256. 8994-91Jú2. 

42. B•Jrt D. R. -lnd 
C TRH 1; APpa1·ent 
.;,.;:. .::i:1.;1-3.?9. 

Snyder S.N. (1975> Thyrotropin Releasing l-lormone 
R€i:~Ptr.w Rinding in Rat E:~·ain Hembranes. Bt·airi Res • 

B•.irt n.R. 
Releasing 
R•?•:ep tors. 

and Tavlor R.L. (1981)i P.inding Sites for Thyt·otropin 
Hormi:•ne in Sheep Nucleus Acc1.1mbens Re~emble Pituitary 
Encto•:rino:dogt 106: 1416-142.3. 

44. Fink & •• t~och Y. -3nd Ben "roy.a N. (1983) TRH in Hyphophysial Por·tal 
Blr.u· .. ct: · tharactorrist.icr. i.•f Rele.ase .and Rel.ationship to Thvrotropin 
and Prol.:tctin Secretion. ln: Thyrotropin Releasing Hormone CEds. 
E.C. (,rlffiths .anti (;.~l. f:•inn>?tt.). pp. 12'7-14.?.. R.aven Press. Neu 
'i'ork. 

45. Tashj i-3n A.H •.. h·, f:aro1.1!.ol.:v N.J. and J~:in~en D.}(. C.1971 i Thyrotr;..pin 
Reli:-asing Ho:•rmr.•ne; Direct Evidence for Stimulation of Pr"olactin 
P1·1:1:ir.:ction bv Pit•Jit-3rv Cell'!o ln CtJlt1Jr~. P.iochem. Biophys. Res. 
Comm1Jn. 43, 516-522.. 

46. Pc•tter E.. Nic•:•lais~n A.t.... Ong E.S., Evanr. R.M. and Rsosenfeld 
M.G. C t981) Thyl·otropin Re leasing Hot·mone Exerts Rapid NrJclear 
E"ff-?•-:ts to Inc1··~.:isi: Pr•:idu·~tion of the Prim.ary Prol.:ictin mRNA 
lranserpt. Pt·oc. hl.:1tl. Ac"ld. Sci. USA. 78. 6662-6666. 

47. [hJrn•:•nt .J.E. and Lamv F. (1980) The Reg•Jlation of lhyroid Cell 
11etabolism, Function, ürowth and Ditferentiation. In: ihe Thyr'-'id 
Gl-3nd. C.Ed. M. De \lissr.her-. ), pp, 15:3-167. Raven Press. N~"-' York. 

48. Bl.:1ck...,ell R.E. and Guillemin R. {1973) Hypoth.:il.;¡mi.:- Control 
~.ecr~tior1. Ann. Rev. Phvsiol. 35. 357-390. 

of 
Adenc•h YPOPh '('SP.a 1 

49. GtJillemin R., Vam.:i:al:i E., Gard A., Jutisz M • .:ind Sakiz E. 
In Vitro Se•:retion of Thyrotropin (TSH>: Stimul.:ition 
Hypothal.ami.:- Pept ide llRF). Endocrinology 73, 564-5i2. 

<1963) 
by a 

50. Hinl~lo? P.M., f'erron•? tl.H. and Sch•:inbrunn A. <l9Sl) Mechanism of 
Thyroid Hormone lnhibition of Thyrotropin Rele.:1sin9 Hormone Action 

ti 7 



51. 

En-:! 1:.•:rin•:•lOi;v _lOS~: 199-:?1)~;. 

Mart i ·n· .... 1. B-~ ,_}~~~~~:~~--- ~-.::_-_'.t~n'd .-'Re ich l_i n _S. < 1970) Fei?dbacl: Regul at ion 
r.:•f TSH- :::ecr".?-tiOjlS>in.Rat..s Wft~ H,vpothalamic Lesions. Endocrinr.:•logy 
87 ·' .\ (1.::2...::1 (i37. -,:..-- ,:;,:.-.'.. 

' '._;.,.;·_· ~-;: • ·c··._;_.:,;.._·,,·,c 

52. P~·dm~:ifi'~t:;11ºiri"=.:~':\J >7 ,,_--t~e-~tl":?t~: •. J~·s·,~:'~7-:~·and·-_ ·cc;r,vey- -E~ M. ( 198 l > E f f o:c t s of 
Trfir.:·d·c;·thYrOiírl)·e·,~_;i.~--and -.. ;_:ri,_yiOXirie_ - on Thyrotropin and Prol.,.ct in 

·:;·1?•:1·iit·rOn·:tí·61n,P,;.;vjn·'=' -F'-i.\•Jit.arv Cells In Vitre. End•:icrinolog'f lOS. 
-~2'5:-:2.::1.·-.. - " ::::;:-~"·-:· · __ - .-. - . 

53. -~~.t',·;j¡~_ri:~-~~ N.·'i{·~'.:,,~··¿;~-'~--~.':W.lrl •• -- l-lab>?ner J.F. and Ridgway E.e. (1985) 
.fY:.;insC·,~:iPl'ion~.'l ·.· Regulation of the Thvt·otropin S1Jb•Jnit Gi?nes by 
_T!iY_1:·óJd J-l·~i1·mór1é·.--_~J.- .P._ir.il'. Chem. 2Q(•~ ?91)t)-29iJ3. 

5~. •Cro;ti ~lL; 
Th1r6fropin ·. 

' ¿,::1.:-~.:;5. 

and Ma1Jrt?r R.A. i.1984) Thyrc•id Hormone Decreases 
S1Jb1Jnit. rnRNA Levels in Rat Anteri•:.r Pituit"lrv. DNA 3. 

5S.·Sr.-anl0n tt.F. (1979i Cli. Endoc1·inol. 10. 7-

Grosvenor 
Rett?.:Jsing 
Function 

C.E. and Mena F. <198(1) Evidence that Thyrotropin 
Hormone and Hvp•:•l.h?l-'lmic Pr•:.l?•:t.in Releasing Far.-tor M?Y 
in the Release of Prol-'lctin in the Lacting Rat. 

E'ndo·:rinolog~· lt)7. ::;i; . .::--sos. 

57. Ridgw.;iy E.C.., ~~lib.:insky A., Martorana H.A., Milbury P., Kieffer 
.J.n. ar,ci r..hin \.J.\.J. l.1983) The Effect. of Som,Jt.ost.:i.tin on the Release 
of Thrrot.1·c•pin and ils Subunils from Bovine Anterior Pituitary 
C'i"l ls In Vit.1·0. Endo1:1·in•:olr..1gY 11:?. 1937-194~. 

58. T.a1Jro9 A., H.arris C•.W., Tong W. ;ind Chaidoff l.L. (1956) 
End•:•crin•:i1ogy 59, 34-

5~. hi:-er .J.s •• P.alkovit., M., T.:1ppaz M •• •-;.et-.o3bi-3n .J. and Bro!,.,lnstein 
14 ... 1. C1976) Distrib1Jtion of Releasing Factors, Biogenics Amines and 
f:.;l.:tlecl En;'.'Ytn•~s in the P.•:•vir1e M~di.an Ernirien·~e:. Endocrinolc•9Y 98. 
r.sto- ;,~. 95. 

r;.(I. ~.eg.;1·s1:1n 1.P •• l~a•JP.r .J., Wo:ilfe H.C., Hobtaker H., W1.1 P., .J.acl~son 
l.M.D. .:ind Lechan R.M. (1987) Thyroid Hor·mone Regulates TRH 
P.i•:•;tntftesis in tt1e P.:ir·a·1ent.ric•Jlar NrJr.\l:i1Js of the Rat Hvp•:.othalarnus 
:?.r.ience 238, 78-8(1. 

ol. Montova E., Si::ibel M •. J. and \.Jilber J.F. (1975iThvt·otropin Rele.asing 
Hcirmone Secretory Physiology: Studies by Radioimmonoassay and 
Afftnitv Chr•:imat1:1graph1. Endocrinology 96. 1413-141e. 

62. Muo::ll~t· G.P., Franco F.S •• Reichlin S. ~nd Jackson l.H.O. (1977) 
Clin. f\es. 25. ?98 A. 

,;..::. Jordan rt •. Perrim F. and Morne:< R. (1983) Circannual Variations of 
TSH Circadian Rhytm F'arameters in the Rat. Neuroendocrinol. 36. 17-
;io. 



ESTA 
SALIR 

TESIS 
DE LA 

NO llEllE 
BIBLIOTECA 

e.4. (.i:ollv _R •• ·.riiJ R•J.i$s..:.liJ p~:,,:T_'.'lcvh~ V. and [hJcham J.P. j 1977 J 

Endoerin61.- 101'~ ~-t39t.;.-: 

,..,~ •• G1·i:1sv01nr:••º c.;·E •. _ ;~~:n_-~·:_,~-~:,·::~~nd·_'in~'ft..,cirl11 N.S. (19791 Tt.e se~1·1:?tion 
F:.:it.e · of f'rol;,ietin-.:-'in'--.the Rat,._During Suct~ting and ils Met"lbolie 
GJ~:lr>lnC"_P. --=R.ate_:_: 'Af_ti;ir~:.· __ ,.UnCr'0?aS.i119 Intervals of tk•nsuckl ing, 
Endo~r i n-ol ;'_· .. 104 ;· -·*"72:-3?6-~·::; _,_._:·:.-c.·- '- ·-

- .. :~_: ~~ 

r..6. fl~ G.-"e>?'f :-w-.',J. - .arid Vf s·~.?\-· f·~--J ... ,_ ( 19€ 1 > Ev i clence f or t. he 1 nvc• t • .. em>?nt 
of" 1-!ypothat.anlio: [IÓpamine .: an·d_: __ TtiYrOtropin Re leasing Hormone in 
::.1J1;I. t ing Jnd1.Je~ct Relea se of Prot..i=::t in. __ J. ·'Endocrinol. 91. 213-223. 

67. Grosvenor C.E. and Men'!I F~· C1981> -J. Ani'm. Sci. 52, suppJ. 1, 115-
- 1-36. 

68. Sharp T., P.ennatt O.t.J. and MarsdlO'n C.1,. 
R~leolsin9 Hormone An'!ilogues Jncre.:tse Dop.'Jmine 
of R.3f. fll"'3irt. ·-'· N·:-•Jl"Or.'h~m. 39, 176.::-·176..: .• 

( 198?i Thyrotropin 
Rele.;i;se from Slices 

¿..;.. B.;-nnett (,.W.r Sh.:trp T., By.:1-:::ell H. and Marsden C.A. (1983) lRH and 
Catechol.:Jmirii;- N-:urotransmit.ler Release in lhe Central Nervo1Js 
$yste:m. In: lhyrotropin Releasing Hormone (Eds. E.C. úriffiths and 
1:,.w. Bennelt. l. f.'P· ?5.~-;:i,;.c;,. R-3.·J>?n Press. N•?t.: Yc•rk. 

7(1. Mi yamoto M., Narumi S., 
Thv1·otropin Releasing 

Nagai Y., Shina T. and Naga~a 
H1:arrn1:•ne: Hi pper.act i vi t y "3it1d 

v. (1979) 
M·::so1 irnbic 

Dopamine Sysl~m in R.ats. Jap. J. Pharmacol. 29, 335-

71. Yol1·b1·01Jgh G.G. (1976i TRH Polentiates E~cit.at.:arv Aclicins of 
Acetylcholin'? on Cerebral Cor·tical Ne•Jrones. Nat1Jre ;•63, 523-524. 

Y-'lrbrorJgh 13.G. (198:3i Thyrotropin 
Chr::•linet·9ic Neurons. Life Science 33, 

Relo:asing 
11-118. 

Hr.:ormon•? and CSN 

7:::. Ono H. and FiJlt•Jd;i H. < 1982> Ventral Root DePc•lo3rizat ion and Spinal 
Refli;-i: Augmentation by a lRH Analog in Rat Spinal Cord. 
Ne1Jropha1·m.:rcologv ,1. ¡-;3.:1-744. 

74. Schmidt-Achert l(.M., Askansas v • .and Engel t4.~~. l1984) Thyrotropin 
Releasing Hr:•rmon•? Ent1a111.:es Choline Acetvltransferase and Creatine 
1.:inaso:- In Cul bJred ~.pinal Ventral Hot·n Neurcins. J. Neur•:.chem. 43, 
5::-:r...-?$9. 

75. R.itstr::i;i R.r.. lhyrr::•tropin Releasing Hr::trmone lnfl•Jences on Behavio•Jt·: 
Poo;.sible inv•:olve1nent of Bt·ain.Monoaminergic System. ln: Centr.=il 
Ne1·.··:uJs Svslern of HYP•:•lh.:rlam1J; Horm.:anes and Other f'eptid~s.· (Eds. 
R. (;collu • .J.R. DIJ>::harme, A. earbea•J and .. •.R. Rochi;i:fort.;. pp. 123-
149. ~a.,,en P1·ess. f'J¿~ 't'r::orl~. 

76. Shr.n·p T.~ Tullochl.F.~ Bennett G.W., Marsdi?n C.A., Metcalf G. 
[11:ltm.3r P.~l. l1984> An~:i.l;.iptic Effects of Central Injected TRH 
An,:;,Jo9ues c•f lRH in the Penlobarbitone Anaesthetized 
N~•H"•:iplt.'Jl"fll"lCO 1. ;'.::. .3.39-349. 

and 
and 

R.at. 

i?. Yehuda S. and 1~-=-stin A •• J. {198(1) Peptides and Thermoregulation. 



7:::. Pi3ch>?co ,.¡·~F.~ -W~~~u~;·d ¿·~J~;.· Mc•~~lvY. ,.J.F. 'and Griffin W.A. <1981) 
TRH' in thi: RAT·c~rel;ir.!liJrn tt. Uptake by Cerebellat· Slices. Peptides 

70:,1. Ch-31· l i .. 1; L.- ~- ~ - f'·:in.:- G. • Mct:-: l ;.1v J. F. and- .Jr.:•s•?Ph-P.ravo P. ( 1984 ) 
Accumulation .of Thyrotropin Releasing Hormone by Rat Hypothalamic 
Sfi•~O:'i, --._1~· ·u,~ürOr:-h-:·ro, .. 4.2. 981-926 • 

E:as$iri R.M. 
Jrnm•Jno 1 Óg i c.;, 1 
H6rrñ0n~-- riRH)'~ 

.and Utiger R.O. (1972) Serum tnacliv~tion of the 
an~ f.iologlcal Activily of Thyrotropin Releasing 
Endocrinology 91, 657-664. 

81. P.a1J.;:1·--1"~. - And Liprr1.an F. C.1976) Attemps T.::11.,•;;u·d the P.iosvnth~sls of 
th.;- Thyrott·c•Pin Releasing Hormonoe and 5tudies on its Ea·eakdown in 
HYPt:.•f.h~ l~mic Ti sstJ.:;? Prep.a1·at ion s. Endocr i nologv 99, J.31)-:?45. 

S2 Pras..:id (.. and Peterkofsl~y A. (1976) Demostr·at i.:•n of 
Pvro9l1Jt.amy\,..eptidas1? and Amidas!? Avtivities To~ard Thyrotropin 
RP.leasing H•.:irrnone in Hamster Hypothalam•Js E){tracts • 
. J. F.:i•:il. Ch>?m • .?~.d .. 32?9-.32.34. 

S3. Ba1J>!"r f;., (iraf f~ •• J., F.aivre-Bauman A., Beier S., Tixier-Vid.:il A. 
-3nd l,leir1l~.:i1.;f. H. (1978j Inhibitic•n of f'rolactin Secretion by 
Histidyl Prc•line Dil~etopiperazine. Nature 274, 174-1/5, 

l?.4. Arm·;ntn:•1Jt R.1.-J. (196-;1 1 RaC Liver Pyrrolidonyl P•:iplidas•?. Bio•::him. 
Bir.:•phys, Ai::ta 191, 756-759, 

SS. B.:i1Jo;1· 1: •• l~leir1k:i1Jf H • .and Flohe L. (19811 Degr.::i.dation of TRF arid 
lRF An.alogu>?s by Br~in and Serum Enzyrne. In: Str•Jcture and 
/1i:f.i'.'it·1 of tJ.;i:tiJ1-.:il Peptido?s. (Eds. ~J. Volter and G, ~Jeit::el.>. pp. 
4.?.7-477, lJalter d.;o Gr1Jyter, Berlin. 

86. B•J-;bv W.H •. Jr •• 'r'r.:11Jngbl1:11:1d ~l.W, ;¡¡nd kiz•:;r J.S. (19821 St1Jdi~'i of 
$1Jbstr.ati: Requeriments. Kinelii:: Properties and Competitive 
Jnhibito1·s of the En:vm1:;s C.:itabolizing Tfi'H in R.:1t Brair1. Brait1 Res. 
-7!4.?. .?r:,.7- ,:'17<1. 

::::7, e.a,.let· l~. il98.::i F.ir.:u:hemic~l Properties of Tl:\'H tria•::liv.aling En::ymes. 
ln: Thyr·otropin Rele.:ising Hormone <E.C. Griffiths and G.t.i. Bennett, 
Ed:. ;, F:~···i?n F·i-~s. Net..' 1r'1:irk. pp lú3-1V7. 

SS:. f·r-.:i-:..:id (:,. 1101·i M,. lJilber J.F., Pierson W., Pegull?S .J • .:.ind Jayaram.:i 
A. il982} Dist1·ib•Jtion .and Met.abolism of Cvc:lo (His-Pro>: A N~w 
11~mb.;r of the Ne•Jropeptide Famity. Peptides :=i. 592-598. 

$~•. B.-1. .... ~•r11· P. and O Ci.:inn Ci. \19;::.31 Ari Fv.al1Jation of the RolP- of a 
Prro9l1Jta1nyJ Peplid.ase, a Post Proline C1eaving En.:rml? .;ind a Pc•st 
Pn:•lin~ tiip.;iptid'fl Amin•:·p~ptid.:ise. each F'urifil?d (r..:.•m the Sot1Jbl-= 
Fr·ai::tir.:•n r.:•f C11Jino:-.:i Pig Bt·.ain, in the Degradation of Thyroliberin In 
Vit,,·, ..... E1.Jt", .J. F!ir.:1r.:h.:;m. 137. 75-87, 

<;•(!, Torro;s H., Ch.;irl i J.L., Gonza1ez-Noriega A., Varg.:is M.A. and 

70 



• .lr.:1s•?Ph-f-:1·il····::i P. .:.1~861 ~.úbr::el lular flislrib1Jtion of tho? 
tlE-gr·r:iding Thyrotropin Releasing Hormone and Hetabolites 
E:r:i.in. N•:1Jro•:h•?rn. · Jn-t; <;1;--10Z-l l1). 

fn;!"tmes 
in Rat 

<;·t. l:.::eü::ul~· A. and .-~;_i·~t'O~~-:~l:".:i _-:J.--:~.·_· ( 1970) f'yrrol idonvi _ Pept Íd~~e-~·:·;. in 
Anim:.ll. Pl.3ntS and. H1Jro~O_.':T.iss_1Je$.-_·-_Eiit~._ .. J. 'E:iocl1eni~- 15,- 92.-96.·' · · 

92. F<;Jpnot.i ·J.H~-~': · 1a·v1ót-_.'.w~-'(~;_'º:·_:~~~::_:_~¡->:'o~---:\J.E~. ,_(19_79» P~,~-i~-¡c~i·i¿-~- :~,~-d 
(.ha•~ao: te.1· i -=~ t ~.on :- ót <a::¡ l ti Y_ro_t rop i fl-;-Re le_a_'i i Íig H.':'.rTf!?ne~ _o.?".a~i~.3~-~,,, f t'.'01n:.:· 
Rat 'C-tr,g in; BJ_oCh"em-.;::: 1 s,~:~:-··12~6~_1~1_1-~':- :-~: _: ,-; :::· 

·- "·ií0 ~~ 
9.3, :l'oshimr.:•.lo·: T~· ... -;(fr~lo1.1;-,:.~-:-:.fi··~c-~ -.- B.ñd Walto?r_:_R •. <1977) P~·stproline-­

C.loi-aving' .Eno:yme_: ·1deiltification ·as- Serin Protease us·ing ~ctive. 
~tl_~· Sper..ific~· tnhibit~rS:~· fl.i_oCh~m. 16~- 2942-.?948. 

'?4. Ot~li:u •. is\:y··H., -l~i.lk:·E.,- Pl?arce s..- .;i;nd.Wilk s. 
"and-Pl"•:tPe1·_tiP.s of ·a Pr_olvl Endopeplidas>? from 
Ni:1Jror.hem. 33. 461-'169.-

( 1979) 
F<nbbl \ 

Purification 
Sra in. J. 

.;-•!:•. 1·.i·1;id'=l" tl.5 •• l.lir1•:1\:1.!r t.. -2nd hrieg·;1· M.R. (1981 i f'.;i;th1.1ays of Tfil-I 
Do:-gr.adatic•n in R.;i.t Br.:iin. Neuropeplides 1, 455-463. 

90::. 1·.'1:.shiv.a \·: •• l~.;ili:• T •• lanal.:a R. and l(.alo T. (\.:;t$4) Brain Peplidas~s 
lho:ir Pi::rssible Ne•..tral .;.ind Glial Localizatic•n. Brain Res. 324, 261-
.271'.1. 

97. 1·.oshi1a l;., 01:.ada M •• fm-::ti t:., Y...ato T., T.anaka R •• Hatanal:a H. and 
l~ato T. (\985) Localization of Angiotensin Converting Enzyme, 
F'r•:i\1\ End.--.opepl id~·:.P. anó othet" Peptid.::is•'!S Jn C•Jlt•Jred Ne1J1··:inal or 
Gl ial Cel ls. Neurochem. lnt. 7, 125-t~ú. 

9$. He1·sh L.B. anti tl•:1~e1vv J.F. (1979i Enzym•?s involved in the 
t1egr.adation of lh)·rolrc•pin Releasing Hormone (lRH) and L1Jteinizin9 
Horm•:on•? Ro?\e.:ising H.-:irmone lLHRMl in B•:ivine Brait1. Brain Res. 168. 
~5z-s .. ~.i. 

99. t.Hlk $., F1·iedm.an T.C • ..;1.nd l<line T.S. l19S5l Pvroglutamyl 

1VV. 

Di-3::omo?thy1 l~o?tono?: Potent lnhibi tor of · Mammal i;,in Pyroglutamyl 
P..-1.:it íri.¡- Hvd1·0\as1:. Bic•chem. Biophyoz.. R•?S. Ci:•rn111un. 131), 662-668. 

Fr iedman T .c., Orlo•.J>kY H. and \4i 11~ S. e 1984) Prolyl 
End•:O?•:plid.ase: lnhibition in vivo by N-P.en:. Y 1 o::yo:.:u·bon i l-pro 1Y1-
prolinal •. J. Neut·ochem. 42, 237-241. 

1\)l. 1:.h::lrli .J.L •• Mendez H •• J•:os•?ph-Bravo P. !lrid ~lill: S.(1987i $p•;o:ific 
lnhibitors of f'yro9l1Jtamyl Peplidase 1 and Prolyl Endopeplidase do 
not. 1:h.3nq•.? th-: Jn Vi lro Rel.;ase of TRH or its Conti?nt in Rod.:-nt 
E:r,lin. Ne1Jropeptido:s 9, 373-378. 

l\12. F"li•.•r.:-f:.;i.1Jrn.3n l~ •• Loz;do;s C., B.::irri?l A •. Ti::ier-Vidal A. and Ba1Jer 
L. 1.19$6) Possible Rol>? of Neuropeptide Degrading Enzymes on 
Th11·ilib.::.-in ::.~.-:1·elir..1n in Fel.::i\ Hyp<:•thalamic CtJll•Jres GrCt!.ln ir1 
s.~r-um Fr.¡oe Medi um. IJet..tropept ides 7. 125-137. 

\ I).::. .Joseph-tr ~·_.o f'. • Lo1.1d.;::; C. , Ch ar l i J, L. .and Kordon C. ( 1979) 

71 



~·•Jbr.~lltJlar [lis\rib•Jtion of Brain Peptid.;i~es 

L•.tf.-: ini;:iTl9 Hi:wm::1ni? Ro!lo!a-Sihg H.:•rmone (LHRHi and 
fiE1i?asing.H6rID6ne .CTRH;. Brain.:R~'i-. 16é., 321-3;~9. 

De9r"1di119 
lhyt·o\t'opin 

J1)4. Gr.;ant?-,.''-:A •.•. _,,,Pt1étan-·:;·.·:.J~---,:.-:.3·0d .O:'CiJiun G. i.l980i Localiz.:!ilior1 of 
Th \'l"•:• 1 i bE r. t n .-'- Pyr-09 l1J __ \_JJmY.l .".-F'ept ida se on Synaptosoma l Me-mbrane 
_Pt·~p~;·at t.::n-s oL:-Gt.!iho:-a .. :,F:i9 :9t·ai'i1-_TissUe. Biochein. Si:oi:-. Tra11s. s. 

l•i~•. ::::\ :'~;~'.ctl,irinJ~\::~.;!iharLÍJ.L:.· and Joseph-E:ravc• P. <19Z5l 

·.· ~:~~;~!;~Jt~~Tf~,-~~~~~~:·.~~?~~:::yro~~~!~~~I . ~;'.i no RalPep~~~~~~ 
l tJ~.; 1) ,,_,_"'.r.,•nu.:.1~,:,:L-.J:._:1,~:and.!.':;¿o:_i;.:1_J01n>_:.'~_u._-·:".--\( 1 , ~-4 l _ Loca\ i ::.at ion of a Narro""' 

. __ $pi;:;~_i ({~ (fY:2:.ThY(6r~.ti"i_r,:r~-;:,_i:tYdrOYY_zr~g- ·-F'Yro9 lut amate Ami nopept idas e 
·:_._in.:·s't':ri-ap\t')S0'1ii~\J_;t1~·mb-í~:3n~s~;,·o·r-,Gi.Í.irl.?a ·pjg ._. Bt·ain. E'1Jr. J. Biochem. 
:;~ 1 ~ ~ ·>':' :_27, f~·2;e~·;_,~§(l~~-~?;'~~i~~;'~s::::_:. ~-;:~-::0:.:,,,-: 

l 07. _,,;·;.~~.o'~~~·,.::·::·¡:-~(~.~',:,:: ¡:~d __ "ij~,¿~'~:~~.:-~ ~;~~-:-·' ·<Ti·;·~5-; Put· i f i ca\ io11 of and •cinet ic 
11~mbr.;.ne 

Eu1·. J. 
:S_t ud·i es .. :~;:.- __ on _.~:·:a~. ,-;-l~arr-ciW .. -.;,· SPec i f ic i l y S>· naptosoma l 
_-P11'.~?g_l_1Jl.ain~\e · ::;:-'Atti_i.nbpefi·t'idaS·e· from G1Ji11ea Pig E:1·ain. 

_E:jochem. ,· t5(1; _47-52.~- ·· -

108 •. -o··connor E: •. __ and.0;1:.uinn G. (\987i Active Site St1Jdies on .a Narroi.i 
.Specifici\y Thyr-oliberin Hydrolysing Pyroglu\ama\e f-1minopeptidase 
f"iJ\'iíied f1·om $yri.aPlos.:1r11:ll Membrane of GtJini?a Pic;i 81·.Jin. J. 
Neurochi?m. 43: 676-6SV. 

11)9. \,Ji \1: i: .•. 
f'ri:-pere\ ies 
Th~t'•J1.r·1:ipin 

For10 lApri\ 

F1· i•?dn1.an T. C.. 
of Rabbi t 
R.;1-:.:i·:.ing 

19s¿.;. 

.and \.lilk E.t~. ll986i 
Brain Thyrol iberinase, a 
H•:ir·m:in12 Do:-91·ading En;:ym.:. 

Purifica\ ion and 
Hembr.ane Bound 
FASEP. Abslr".ai:·l 

110. B.a1Jel' t-.. •• 
Po:·pt idJJSt? 
E:.:-11·;l. E1J1· 

tloi..•.:il~ P. -'lind t-'~leinkau.f H. 
Hydr"c•ly;:ing lhyroliberin 

J. E;i1:u:hern. l\S. 173-176. 

(19Sl) Specificity of .a Seruro 
at \he Pyt·oglut.amyl Histidine 

111. B.auer 1:. ~nd Nc•\.l:.lk P. (1979) í..h.aracterization of a Thyroliberin 
Di:g1·ading Ser1Jin En::yro>? C.at.alyzi11g th•? hydrolisis of thyroliberin 
at th>? Prroglut::irnyl Hislidine Bond. E.ur •• J. Biochem. 99. 239-246. 

112. Fri.;:d111;¡¡,11 T.C • .and Hill: S. i.19851 Th-:? E"ffect of Jnhibi\or; of 
Prolyl Endo:·peptid"lse and Py.-ogl•Jt.amyl P>?Ptide Hydrolase on TRH 
[li:91·.:iriat.ion in Rat SenJro. P.iochem. Biophys. fil?S. Commun. 13;.?. 787-

11.::. S.a1Ji:1· I· .• íl97-:>I B.::g•.:lalit'.10 oí [11;-91·.ad;.iliori of Thyrotr•:iriin Rele;.isin9 
Hormi::•ne BY Thyroid Hormones. Na\tJre 259, 591-593. 

ll4. \.lhi\e u •. Jeffcoat.; S.L •• Griffiths E.e • .anlj H·:1pper l<.c. 
Ef f.:.·ct of Trroid Status on \he Thyrotropin Re leasing 
D~g1''!din9 A•:-\i·-·it.v of Rat S.:.-rum •. J. End•:.crinol. 71. 13-l'?. 

( 1976) 
Hormone 

115. N.:.-ary J.1 •. t~iiiffer J.D., Federico P., Mover H., Maloof f. and 



1 1 r: .• 

t t 7. 

~.r. .. :•r.t;;il: tt. f l~1 76l Thvt~·ot-t.·opi~1 FteiE>~oi.i~-9 Hr.:•t~-m~ric;- Developm·int of 
lnolctivoJtic•n $y-st-::-m D1Jt"ing MoJtur.3.tion'of:the Rat. Science 19~. 
4(1.!-·h)e-.. i ,j,:C\··<:~:'----_ .. :_._, __ , :-·-;.---' .. 

01 i. vo:1·' 1~. _. -~,:,.f.'?t'.l:~·,;_ .. )_7~~;.:~.'!~>!;:;,:~~r~~:~~-:~~-:_-d.~6~:,_ · -l l 977 l Dt]ve lopmental 
tha~'Je-s -: in: .. ~bé_;~~e9!;~_~,~~:!,~_n:.ot .. S\.J~'Y,io,~ ioP_ i_n."·Re leas i_ng Hormonoe by t hf! 
::.e1·nrn anrJcE:rain·:'.l-1s$iJ.-j~:;,of~'.-th'e'.-;Mal~'-·~at.-_ .J. Endocr.i.nol. 74. 339--
.?:4(,-~. , 'J:_.}-~?;:.;·.:-;--:;.~¡-t-'..~:2:J.·::;;;c· ,--"''-::-::·Oc.-·-· . 

':_\~ -\_'' .--· .... -:, (,:;··-·.:» 

O _t.9~ri.!;.'.~j_· -~.·: _Ei;i~-~-~-~.áj:~ér.t~O_{~IJ_-{ri·~:~_-.c 13.· ;·:-·~ 19.86) ~Pos l Pro 1 i ne Oip•?P t i.d v l 
Ami nopept id.::is'er'k~f rom. ;·'Syn.,ptosom.:;i 1 -11embranes of Guinea Pig Bra in. 
_E1ji~ ~--::-~~··._El iOi:h~ií;~·::~:.154 ;-<-32'?~3.35~ 

,.,, .. 

t1s. :Le(';- c.-.'· :. _and_:sOYdeY 
R,.:l~~: ~1;ain-.·. ~J.:· Biol 

s·."H. \1982) Dipeptidyl Aminopeptidasie 111 of 
Chem. ·2s1.· 12.1)43-12050. 

11'?.:"fothimotr.:•· ·T• .:ind Walter R. (1977) Pos\proline DiPeptidYl 
.::-Arn'i:OOpé'Pfid.=is.;o:_"-._ (Dipeptidyl Amiriopeptidase tV> ft"om Lamb t~idnev. 
-BiOcJ:iiiin~-- BiC.ph)'s. -Acta. ; 391-401. 

l~1J. Er•:•1,·n·? F' • .:ind o··C•Jinn G. (198.?:i ,J. Biol. Chem. 258,- 6147-6154. 

121. t1ats1Ji T., Pr.::isad C. and Petet·l:oisl~y A. (1979) Metabolism of 
Thvrot1·opin Relitasing Hot"mone in Brain El{\racts. ,J. Biol. Chem. 
l54. .2.4.;:o.J-;i4 ~!: •• 

122. B1·.::ibant G •• \.Jicl~ings E •. J. and Niescttlag E. (1981) The TRH 
11.;.· t.::ibr.:• 1 i le Hi s \ i dy 1-Pt"o 1 i ne-Di ketop iperaz i ne 1 Ot~P) 1 nh ib i \ s 
f'1·ol-=-•::tin So?~retion in M~le Rhes•.JS Monl:eys. Acta Endocrinol. 98. 
189·· l o!'·-1. 

12-~. E:atJ.er I·". G1·af l{ •• J •• Fai ... re-B~1.iman A •• Beier S., Ti:.:i.;:r-Vidal A. 
,::ind t:teink.:i•Jf H. í197B> lnhibition of P1·olactin Secretion by 
Hi s t. i dv 1-Pi·ol i ne-Di\'>? top i po;ra~ i. rie. Na 1.1Jre 274, 174-175. 

12"1. Charli J.L •• Garat B.r 11artin>?z-Escalera (i., F'once G., Miranda J. 
1ncl .Jos•?ph-E1·avo P. i.1984) ln Frontiers In Prola"tin 8ecretion: A 
l11Jltidisciplina1·y Aproach <Eds. F. Mena. and C. Valverde.>. pp. 
23·?-24S. A•::ad•?1ni•: P1·ess. Ncu York. 

1..:5 ... 1.ni:l=s>:•n 1.11.D., Papapetrou P.D. and Reichlin S. Metabolic 
Cl>'?olran~e of Thvrolropit1 Releasing Hormon•; in the Rat in 
Hypothrroid .¿ind Hyperthyt·oid $tates: (;omp.arision 1o1ilh Ser·•Jm 
[1eg1'lid.sli•:in in \lil1·•:i. End•:•crino\ogy i.1979) lt)4. 129;.-1;>98. 

Ba•J•r K, 
Riale-:i.sin9 
-?.77. 

{ 1987) ("'denohypophyseal Degradat ion 
Ho1·mon~ Regúl.::ited by Thvroid Hormoniis. 

of Thyrotropin 
Nat•.ire 330: 375-

127. Pc•nce G •• í..h.::irli .J.L., Pastt?n J.A., Ac~:ives C. aud Joseph-Bravo P. 
i 1988) Ti ssue :!.pee i f ic Regulat ion of Pyrogl•Jtamate Aminopept ida se 
ll f..ctivitv bv ThYr•:iid Hormones. Neuroendocrinology (en pren':oa). 

128. ~;ch\J;;i.rt;: J. C. C 1983) Met.oibol i sm of Enkephal i ns and the 
1 nar.t. i va ti ng Ne1Jropep t id.aso? Conr.ept. T retis. Nti!urosc i. 6, 45-48. 

73 



1'.:9, Rr.1y G.ii. (1970) In: The Current St.tte or Llqutd ScJntlll•tton 
(F.d. F..D. Bl!nnett.). pp. 170. Grune •nd Str.ttton, Mew C1lunt ing, 

)'or ... 

130. l .. owry O.H • .tnd Ro$Unbrough N.J. (1951) Proteln fte•sur•rnent Uhit 
F1>ltn PhCJn•>l Ro.tgonl. J. Btot. Chem. 193: 265-275. 

131, P.1rk11r C.R,, N11.tv1?'S V.B., B.trne" A • .tnd Porter J.C. 11977> Studtes 
on thl? UplolkP. of H-ThrrotroPln Releolslng Hormone •nd lt'i 
Mat.\bolttP."i by Sln.tptosome Prep.1ratlons of the R•t Bl"'•ln. 
F.ndor.rtnology 101, 66-75. 

1n. Seg:twol T., 
Ob'i1?rv.1t ton 
thl? C11ntrol.l 

N.tk.tlol Y., YaJtMa H. and Kltagaw.t K. (1978> Further 
on tho L.tck of Active Uptake Srstem for Subsl•nce P ln 
N1!rV1>u'i Sy'ilem. J. Ph.trm.tcol, 27, 573-580. 

1."3.'3. Morl!l G •• G1>urdJl D., Grouselle D., Brunet N., Tlwter-Vldal A. and 
Ouhot'l P.M. <1985) lmrnunocytochemlcal Evldence for Jn vivo 
tnl1trn.tllz.1tton of Thyrollbertn lnto R•l Pttultary Target Cells. 
NP.uroando~rtnology 41, 31~-3?.0. 

1."34. Oualto T.M., Nett T.M. ol.nd Farquhar M.G. < 1983) F4te of a 
Gon"dolroptn RiJlo.tsing Hormona Agonlst Inlernalized by R.it 
Pttutt~rr Gon"dotrophs. F.ndocrtnology 11~, t-to. 

135. M.\rlons G.J.M., Jonk'i B.G. ilnd V.\n Overbeeke A.P. 11981> N- -
.\r.c!lll.\llon l'i Ltnkud to -"SH Releolsa frorn Pars Intermedia of the 
Amphtbt,,n Pltull.tr)' Gtand. N.1ture 294, 558-560. 

136. A.kit H., Young F.., U.tlson S.J • .tnd Goy D.H. <1981> Opiate Blndtng 
Prop11rtl1!'> of N.ttur.tlly Ocurrtng N .tnd C Termlnus Mldlfled Beta­
F.ndorpht O'i, P11p t ldl!s 2, 289-~92. 

t37, Smyth O.G., M.\'i'>CJY O.E • .\nd Zolk.tri,1Jn S, (1979) Endorphlns Ara 
Storrtd ln Blologlc.tlly Active <lnd ln.tcltve forMS. lsolatlon of 
.tlf.t-N-.t1:1tlyl Pc!plidct-a. N.t.lura 279, 252-254. 

138. Ht!r'ih L.B. Ct98'.l Oa9roldalton of EnkePhalins. The Se•rch tor i1n 
F.nkaph.tlin.\'11t. Molar:ulolr '1.nd Cetlutar Biochemlstrr 47, 35-43. 

139. V.1n Amstc1rdAm J.G.C., V.\n Buuren K.J.H. and SoudiJn U. <1983> 
Purtftc.1lion olnd Ch.1rolctertz'1.tton of EnkePhollin degradtng Enzymes 
from C.\lf Br"1in Strl.ttum. Biochem. Btophys. Res. Commun. 115, 632-
6'11 • 

14ú. Nt!uroscll!nCA 1985, 

141. H•Y'hht. H. 11978) J. 8iocham. 81: 1363-137?.. 

14~. V.\n 8uur1!n f{.J.H., IJ.tn Amslerdam J.G.C., Hulder J.R.A. and SoudlJn 
U. <t985i l'iol.ttion and Charilclerl?allon of an Ekeph•lln 
Dipepttdyl Amtnapopttdase from Calf Braln Strliltum. Neuropepttdes 
.; •. 181-389. 



143. 

14~. 

Horo;th11m\t:1t e .• 
Dl~lrthutlon of 
.\nd G\t"l C~\l'i. 

H.unpr11chl e. And 8.\uer K. (1983) HeterogenOU'i 
F.nk~Ph.tlln degroldlng Peptld~'ie'i Bet~een Neuronal 
Bloch~m. Blophy'i. Re'i. Commun. 115, 423-429. 

Hut K., U.\ng Y., Uong K., T'ioll H. and LaJtha A. C198l> 
.,nd Subcotlu\,\r Dtstrlbutlon of Met and Leu Enkephalin 
Actlvlty tn R.at BrAln. Neuropeptlde'i 1, 167-173. 

R.eglon.tl 
Degr adlng 

145. P.t\mlert F.F.: •• Putrellt J.J . .lnd Uard P.E. (\985> 
Ph~rmAco\. 34, ~309-2317. 

Blochel\. 

146. Lee c .• S;i.ndbqrg R.E.B., H~nley H.R. and !versen L.L. <1981) 
Purlflr..'lllon .\Rd Cho\YAclarlz.\llon of a Hembrane Bound Sub'ilance P 
tl1!9r;i.dln9 F.nzym•! from Hum.tn Bratn. F.:ur. J, Btochem. 114, 315-327. 

147. Ch11clar F., Vlncent P • .\nd Kltolbgl P. tl986> Puriftcation and 

14B. 

Ch.\r,.clt?rll.\lton of ol Nove\ Neurotensln Degradlng Peptidase froni 
Ro\l Br-tln Syn.tptlr: "umbr.tne. J. Bio\. Chem. 26\, \1274-11281. 

Yi\n .. gls""'" T., PrAs"d C. "nd Perterlcofsky '· C 1980> 'The 
Subr:allu\Ar "nd OrgAn Dislrlbutlon and Natura\ form of Hlstldyl­
Proli.nt!-tllkHloPlP•?r.\Zlne in Rat Br'1ln Determlned by a Speclflc 
R~dlolmmuno.t~~"Y· J. Blol. Chem. 255, 1290-

149. Frledman T.C. and Ui\k S. <1986) Dellneatton of a Partlcu\ate 
Thyrotroptn Rale'1stng Hormone Degr'1dlng Enzyme ln Rat Braln by the 
Use of Speclftc tnhlbttors of Pro\yl Endopepttdase and 
Pyroglul'1mY1 Paptlde ffydro1'1se. J. Neurochem. 46, 1231-1239. 

150. K.'\rn.ovt.kY N.L. C\986> Ectoenzymes. Thelr Modulatlon. and 
Siml\'1.rlty. In Cel\ular Blo\ogy of Ectoenzyrne!.. tEds. KYeutzberg 
G.U. et .\\.>. pp. 3-13. Sprlnger-Vurlag Berlln. 

\51. Oe Pierre J.U. '1nd Karnov"Sky K.L. <1974> Ectoenzyme'S of 
GuinP.a-Plg Po\ymorphanuclear Leucocyte ll. Properttes 
Sult.lbl\lty .-\'S K.trker'S for the Pl'1smai Hembrane. J, Biol. 
?.49. 71?.l-71?.9. 

lhe 
and 

Chem. 

tS'.:. Seh1J.lrt1. J.C., H-1\froy B. and De la Bolume S. Cl981 > Blologlcal 
lnActivAllon of EnkaPhollln'!i and the Role of Enkephalln dlpeptldyl 
C'1rbo><ypaptld.tsa CF.nk•!Ph.titin'1se> a"S Neuropeptidase. Lite Sctence'S 
?.9. 171~-1740. 

153, Giro.¡, B., Grao; C., Sothonne 8. and Schwartz J.C. (1986) 
CholrAet11rl.r.\l\1)n of Amlnopepttdasos Responstble for lnactlvating 
F.nd091tn1lU'i <K1tt> F.nkePholtln in Braln Sltce"i Using Peptida'ie 
lnhtbttors and Antl-Amlnopepttda"Se K Anllbodies. Mol. Pharmaco\. 
?.9. ?.Bl-?.B7. 

154. HAtfroy B., Swertz J.P., Guyon A., Roques B.P. and Schwartz J.C. 
<l97B> High Afftntty Enkepha\tn Degradlng Pepttdase in Braln is 
tnr.rP.-l'illd Aftnr HtlYPhlnP.. H'1\Url! ?.76, 523-526. 

\55. Har"o;h L.8. (\965> Characterlzation of Hembrane Bound 
"mlnop1rplld.ts1?'i from Ro\l Brailn. ldentlflcatlon of the Enkepha\in 



01?9r11d\n9 itmln1lP1tptldA'i1J. J. Naurochem. 44, 1427-1435. 

156. Turnttr A.J., M.tl'i.\'i R • .\nd Kenny A.J. <1985> Btochem. Pharmacol. 
34. 1347-135,;. 

157. U~k1m:tnn G., H.tm1?l F.., Fournle-Z.tluski H. and Roquet¡, O.P. 
liul1:irAdlogr.1phy Comp.,r\t¡,\on of the Dt-strtbutton of the 
F.nd1:ip1!P t ld.t'i1t F.nkl!Pho\ 1 tn.\se olnd of m .tnd d op lotd Receptor 
Br.it.ln. Pro1:. ff.tl\, Acold. Set. 83, 1523-1527. 

<1986) 
Neutro\ l 
tn R"'t 

158. U"ko¡1nolnn G., H.tm1?l F.., 
Heuron:tl Loc.tll?olllon of 
ln R.oll Br.\ln R1fVt!.\li!d by 
3163-316•. 

Deloly-Goyet E. and Roquet¡, B.P. (1986> 
the Neutral F.ndopepttdase •Enkephaltnase• 
Lestons olnd Autoradlography. Embo. J. 5, 

15~. ff<l?.Um F.., ChAng K. dnd Cuatrac.\sas P. 
( H>-LP.uctna-F.nkaph.tlln by lntact 
Sctt?nce'i ?.4. 137-144. 

(1979> Rapld Degradatton of 
Neuroblolstoma Cell5. Llfe 

16ú. •:•!nny H.A., Fulcher t.S., He Glll K.A. olnd Kert¡,hawa D. (1983> 
Protl!tns of the Kldney Mlcrovttlar Membrolne. Reconstttutton of 
F.nd1:ip1?ptldA'il! tn Llpoo;oma'i Shows That lt ts " Short-Stalked 
Prott?tn. RtochP.m. J. ?.1t. 755-76:;!. 

161. M<llfroy e .• Sw11rtz J.P., Llorens c. and 
RP.glnn:t1 Distrlbutton º' • Hlgh-Afllnlh 
P11pt \dA'i" <•F.nk~Pholtin~se•l and Effects 
Lt>r:'1l l 7.Al ion In lh~ vlcinily º' Op tata 
ffP.UYQ'iC li!n1:~ Lelluro; 11 • 3?.9-334. 

t6~.ne 1 .. e,..um~S., PolteyG., Gros C. and 
Ontogenest~ of Sy'ilam'i Enkephallnergtc. 
ttgonl'il'i ttnd Anlolgonl'il'i <F.d. F..L. U;¡y.), 
f'r~c;,.,.. Owford. 

Schw11rt z J. <1979) 
Enkephaltn Degradtng 

º' Lessions Suggest 
Recep\ors In Bratn. 

Schw~rtz J.C. <1980> 
In Endogenous Qplate 
pp. 179-182. f'ergamon 

t63. OP. l" BAume S., Gro'i c., Yt c., Ch~illet P., ffarcal5-Collado H., 
Con'ilitnltn t. olnd Sr:hw.¡\rz J.C. (1982> Selecttve Parttclp11lion of 
Both •F.nkophAlln.t'ie• and Amlnopepttdolse Acttvlttes in the 
Helttbolt~m of F.ndogenouo; EnkePh"11ins. Lite Set. 31, 1735-1756. 

164. Cnn'ilf!lnltn t., 'Jl.ticulescu A., Cholillet P., Natan L., Aveau)C O • 
.tnd Schw.1rtz J.C. <1986) Dlssoctated Effects of lnhtbltors of 
F.nkeph"ltn-H11l"boll<ilng Peptld.14ies or Naxalone on 'Jarious 
No~tcepllve Re'iPOn'ies. F.ur. J. Pharmacol 123, 37-44. 

165. Hun'iat T.L. 1 To1ft J. and K.tsdon D. <1987) tntrathecoll Thyrotropln 
Rf!llP..t~lng Hormone in F.mlotrophlc L.tleral Sclerosts. Neurological 
C\ lnl.-:s S, 159-l?ú. 



Nr11r111rirnrr l.rllrr.t. 79 (19K71:u1 ;\14 
El...:vir:r Sdr:nlilic f'uhli,hr:r~ lrcland Ltd. 

NSl.f~75J 

Regional distribution of the membrane-bound 
pyroglutamate amino peptidase-degrading 
thyrotropin-releasing hormone in rat brain 

;\ll 

Miguel Vargas, Milagros Mcndez. Miguel Cisneros, Patricia Joseph~Bravo 
and Jcan Louis Charli 

Drpurtamrnw dr Him¡uim/ca dr l'mtrina.t. Crnlr1> dr lnl"r.1ti¡:ari11t1 s11hr1• lri¡:rnf('ria Gr11rti1·a )' 
Bi<l1rrm11",.:la, Unhrrs/JU1/ Narl11nal Aulrmílma dr /tfl'.\lr11, Currnarara ( !tfr.tlc11} 

(Rccch·cd J Junuary J9R7: Rcviscd vcuion n:ccivcd und acccr1cd 15 Arril 19K7J 

A"1·.rwnrtl~: Thyro1ro¡iin·rclcasin¡; honnonc: rc¡ilidasc; Mcmbranc: Pyr(l1du1am111c umino rcr1idasc: 
Brain regional di~trihulion 

Thc hrain regional dislribu1ion of mcmhranc-bound pyruglutamatc aminopcrtidasc·dcgr.tding 1hyro· 
trorin·rclcasin¡; hormonc (TRI!) in 1111 wns studii;:d using u spccific radiomctric an.:ay. Thc dis1rihulion 
was nol homo¡¡cm:ous: a IO·fold dilfcrcncc was obscrvcd bclwccn rcgions. Thc highest uctivity wns 
dctcctcd in o\íactory hulb whilc lhc lowest wus in lhc ccn.·ic-.il part ofspinal cord. Thcrc was no corrclalion 
with thc regional distrihution oí cn7.)'mc 11c1ivi1y vs TRI! lc\'c\s, prcviously rcpurlcd TRl-I rcccptors or 
in vilro TRH rc\cusc. Thc dilfcrcntial dislribulion of this cnlymc is consislcnt wilh thc h)'p(llhesis 1hul , 
il is rcsponsihlc for cJ.lraccllular dc¡;radalion oí ncuroacti\'C pcptidcs. 

Thyrotropin relensing hormone {pyro-Glu-His-ProNHi: TRH) is probably 
in volved in iníonnution transíer in the central nervous systcm [12). lí so, its cxtraccl­
lular Jcvcls should be controllcd by rapid inactivation processes. Although wc have 
prc\•iously shown that rat hypothalamic sliccs can accumulatc [)H-Pro]TRH by a 
proccss similar to thc uptakc ofneurotransmittcrs 13], the tissuc to mcdium ratio and 
V m:a\ wcre low so that its rclcvancc in inactivating cxtraccllular TRH is not yct 
dcmonstratcd. On thc othcr hnnd. TRH can be dcgradcd by various brain peptidascs 
in vitro. Two of thcsc, pyroglutamate aminopcptidasc (PGAs) (EC 3.4.11.8) and pro­
lyl endopcptidasc (PE) (EC 3.4.21.26) are soluble {1] whilc ano1hcr is a mcmbrunc­
bound pyroglutamatc amino pcptidase (PGAm) oí narro"'· spccificity {S. 11]. This 
enzymc is localizcd on synuptosomul nu:1nbra11c!> [11, 14] and 1nay be rcsponsiblc for 
cxtraccllulnr inactivation oíTRH. In thc prescnt invcstigation, wc havc studicd thc 
regional distribution of the PGAm in brain and comparcd it with thc regional distri­
bution ofTRH like-immunorcactivity (TRH-Lt), TRH rcccptors or TRH rclcase. 

Corrt•Jpmu/..,tre: J.L. Clrnrli. CEINGEBl/UNAM. Arartado J'osial 70479. Me-.ko D.F., 04510, Mcxko. 
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Animals uscd wcrc malc uduh Wistar rats gh;cn a standard diet (Purina chow) and 
tap water ud lihitum. Brain rcgions wcrc rapidly disscctcd, wcighed and proccsscd 
cithcr for radioimmuooussay (RIA) or cn1.ymatic assay. For RIA. tissucs "-'ere soni­
cutcd in 20% acctic acid, centrifugcd at 12, IOO g for 10 min at 4ec and thc supcrna­
tant cvaporatcd, Thc rcsiduc "-'US cxtractcd with 1 mi 90% methanol, ccntrifugcd, thc 
supcrnatant dricd und un aliquot of the residuc subjected to RIA as previously dc­
scrihcd (7. 10). 

For quantificntion ofthc PGAm activity, thc tissue was homogenizcd with a Pot­
tcr-Elvehjem homogcni1.cr in 10% (w/v) Tris-HCl. 0.05 M, pH 7.4. The homogenutc 
was centrifugcd at 1000 g for 15 mio the pcllct homogcnizcd with thc buffer and ccn­
trifugcd again. Thc two supcrnatnnts werc poolcd and ccntrifugcd at 12.000 g for 
15 min. Thc 12.000-g pellet was wushed und homogcnizcd in Tris buffer. Ali thesc 
steps were pcrfonncd ut 4"C. An aliquot was tukcn for digestion with NaOH and 
protcin detcrmination {8]. The rcst was dilutcd 1 :1 with buffer containing buctilracin 
and N-cthylmalcimide (final concentrntion: 2.5 mM). This buffer allows thc spccific 
determination of thc POAm activity [14] by inhibiting the activities of POAs, PE [16) 
as well as of postprolinc dipeptidyl aminopcptidase {5] and histidylprolineamide 
imidopcrtidase [9] which could degrade His-ProNH;?. Two further enzymc dilutions 
Y.'Crc used to cnsure lincarity und thc bcst urproximation to initial vclocity. Befare 
cnzy1nc ussay, the membrancs (25 Jll) wcre preincubated for 5 mio al 37"C. lncubu­
tion was for S min al 37"C in thc prcscncc of 100.000 cpm (3H-Pro}TRH (New Eng­
lund Nuclear, 100 Ci/mmol) (addcd in 5 Jd). At time O and 5 min, 5-Jll aliquots wcrc 
taken and spottcd directly on cellulose phosphate paper (Whatman PSI). Thc ascend­
ing chromatography was developcd in 1 M acctic acid [2}. In this systcm His-ProNH2 

does not migratc while TRH, His-Pro diketopipcra7.inc, pyroGlu-His·Pro, Pro and 
ProNH2 do. After drying the papcr, the first cm was cut, His-ProNH 2 elutcd with 
1 mi 2 N NH40H and mixed with 10 ml Bray's mixture and counted in a liquid scin· 
tillation counter. Zcro time valucs were subtractcd from thc 5-min valucs and cach 
dctcrmination performcd in duplicate. 

TRH-LI levels in brain varied widely from 197 pg/mg wet wt. in hypothalumus 
to 2.6 in the posterior parl of the cerebral cortcx (Table J). These \•alues corresponded 
closcly to thosc rcportcd by other authors 16]. Thc POAm was also unevenly distri· 
buted with a 10-fold differcnce bctwecn thc rcgion with thc highest activity (olfactory 
bulb) and region with the lowcst activity (cervical part of the spinal cord) (Table 1). 
Regional variation wns not duc to thc presence of an inhibitor in sorne of thc regions. 
Activity dctected in u mixture of membranes from olfactory bulb and cervical part 
of spinat cord (3 times more proteins from the se<:ond region) was cqual to the sum 
ofthe activities in cach rcgion. 

These data extcnd rccent rcsults from Friedman and Witk 14] who showed in a 
limitcd study that thc rcgional distribution of PGAm is not homogeneous. They are 
at variance with the regional distribution of PE and PGAs in brain. Thcrc is only 
a 2-3 fold difTcrencc bctween regions of highcst and lowcst PE activity [15). The ratio 
of the lowcst activity of PGAs over thc higest activity in brain is only 0.72 [12}. Thc 
subcellular distribution of the PGAm is also very diferent from that of PGAs and 
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llr<1in n•Finn, "·ere c.lii.o.cc1cd, "ciPJcc.l unc.l cithl.'r J>U>l:c~\.t'\I ínr RIA oí l'GAm U!>5:t)". Fur RIA. 1iuUe!> 
"ere 5onil.'l1ll·d in UIX"lie udd, L't'nlriíu¡:cc.l ami 1he su1X"rn;1I01nl drit'd. nlr;1elLoc.J "'ilh me1hum1l 11nc.l i.uh­
jccled In RIA f7J. For enTyme U\!<a)', lhl.' 12,000·,1.' IX'llel "·;1~ n.·~u~IX'nc.lcc.l in 0.0,'i h-1 Tris·IJC'I hutrer rll 
7.4 containin¡; 2.5 mt-.1 h¡1ci1rncin ;1nc.l 2.5 mM h'-c1hylm:ildmide. Aí1er 5 min rrcineuhalilin 111 .17·(' 
10(1,IHIO crm l'll·l'rnJTRll "·ere uddt'd und incuha•i~•n c11n1inuc<l for 5 min. His·f'lfJl'roNll: rrodut't'd 
""';¡~ dcicrmined hy ion ciu:hnnf!.c p;11X'r chr11maft1Fn•rhy ¡;!J. Dala urc mean±S.E.l\.t. Numbcr uíc.lc1ermj. 
rnuinn~ urc in rarenthcscs. n.d .• no1 dclcnnincd. 

Olím:rory hulh 
llirfliic;1mpus 
Nudcus uccumbcns·latcrJI ~r•um 
Posterior pan oíccrchml corlcx 
Hyrolhalanms 
Ccrchdlar corlcx 
Ncurohypophysis 
Mcscnccphalnn 
l\.kdul/a nhlonl,!ala 
Adcnohyrorhysis 
Po ns 
Ccr\·ical pan oíspinal cord 

PGAm 
(Ímnl lfis·ProNll1/min/m!? 
rrot.) 

261±55(5) 
223±45(.1) 
178±28{3) 
142±12(4) 
135±22(4) 
67± 7(4) 
54± 5(4) 
47± 6{3) 
36± 10(4) 
31± 6(4) 
28± 4{3) 
24± 1 (3) 

TRll 
(p&{mg wcl 11:1.) 

32 ± 4(12) 
S.0± 0.6(12) 

141 ±29(12) 
2.6± 0.7(6) 

197 ±21 (12) 
n.d. 
118 ±18(15) 

16 ± J(4) 

14 ± J(7) 
4.3± 0.8(17) 

ro ± 1 c11> 
20 ± 3(8) 

PE. While more than 50% of PGAm sediments with synaplosomes, less 1han 10% of 
PE and PGAs do so fl4J. Morcover PGAm is probably Jocalizcd on lhe ex1crnal face 
of lhc synaptic plasma mcmbrane (Charli et al., in prcparation). Thc prcscnl dala 
are consislent with thc hypolhesis that PGAm is in volved in TRH exlracellular cata­
bolism at the synapses. lf this is the case, thcre muy be a corrcla1ion bctwcen the 
distribution of tl1c cnzyme and sorne TRH parJmelers. Thcrc was no corrclation of 
the PGAm distribution with TRH-LJ lcvcls (Table l) or TRH receptors (data from 
rcf. 13). Wc havc demons1rated that in vilro TRH relcasc is highly variable from rc­
gion to rcgion in brain (IOJ. Thcre was no correlation \\'Íth in vitro TRH basal rclcasc 
vs PGAm distribution: i.e., cervical part of spinal cord and olfactory bulb, rcgions 
\\'ith thc highcst basal rclcasc (60-130 pg TRH rclcased in JO min/mg protcin (data 
from rcf. JO)) had cithcr low or high PGAm ac1ivi1y, rcspcctively. This occurred also 
with in vitro K • -stimulaled TRH rclcase; i.c., olfactory bulb or nucleus accumbcns­
hucral scptum, regions with the highcst PGAm activity, rclcascd cither Jow or higl1 
amounts ofTRH (7 or 62 pg TRH rclcascd during 56 mM K + stimulation ovcr basal 
rclease pcr mg protcin rcspcctivcly (data from rcf. 10). This Jack of corrclalion may 
indica te PGAm is in volved in thc ca1abolism of othcr ncuropcptidcs. 

Thc authors \\'ish to thank Dr. E. Mata and Dr. L. Cintra for providing 1he ani-
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uf lh)'r1>lro1>ln rt!lP..t'iolng hormone (pyrogluhtsproNH2> in br•ln, the 

lopo9r,.phic:..tl org.¡n\.t:.tlton of pyroglulolmate .tmlnopeplido!i'iB 11 on thfJ 

pl.t·•m-1 1rurmhrdine w.t1c;, lnve'io\igo\lP.d. lts activtty was only slightly 

inr.ro .. s1!d whon tnt,11ct broltn "ioyn.:t.plosome'i were lysed by osmol te 'ihock or 

Trypo¡in tre.¡\ment of intact syn.iptosomeca 

dit'ilrt>yeJd 7ú to 80 ). of enzyinl! olClivity wtthout affecting lactolte 

dnhydra91!nol"it!. Pyroglul.\mate tlminopept id,.o;.e 11 act tvt l)' wa'i present in 

prtmary cutture'i of fot!la\ 1ntce corttcoll celts. lt was detected in 

tnt.tcl cttll'i, Wols not releol'ied by the cett-. and. ll'io actlvtty was not 

in1:rP.ol'it!d by s.lponin pretre:tlment. lrypstn treatment of the cells 

rt1du1:t!d p)'rogtut.\mo\le aminopeplid.t'ie 11 by 7úi. "'hile not pyroglutamate 

,,mi nop1!p l i d.t"it! l ""d l .tc l "te dehydrogl!n.\'ie .. 

The~e d.tl.t supporl brain pyroglut.tmate aminoperflidase 11 as an 

e1:lol!nlYml!. Thay suggl!'il that thi¡, enzyme could be re5pon'Slble for 

thyr·otropin r1?l1~.t"Sln9 hllrmone e>clro\t:ellular cal.tboli'im in bratn. 

,. 

:.· 



lhytnl r1>11 in pyrogluhtsproNH~J hac.. bcen 

a p,,.rt1c1pant of tnformation trano¡fer In the central 

ll•! rvc>U•i •;y•; l 1~m , Thl! o•tstence of such 4 role 'ihould be accompanied by 

m1?1:h.tnt'im1s1 of TRH rt!mov'11 from ,.cttve 'itte'i. NeuropePttdes are 

ct.t"it ly dP.gr<1d11d by pnpt id.\r;.e-.. lwo 'ioluble enzymes present in 

hr.\in .1re .1blP. to dogr.\dP. TkH in vi tro: prolylendopeplidase <PE; EC 

.~.'l.~l,¿,,, .\nd pyroglut.\matP. .\mtnopepttdase CF'Glt 1; EC 3.4.11.8J 

18.tuar, 19831. Current evtdence o¡,uggests ther 1ntght not parttcipate 

tu 11>etr.ic1?ltul.tr c .. taboli'im of TRH ICh.¡rli et al, t987J •nd lhetr 

involvt?ml!nt in tnlrolcel lulolr degr.\d.tllon rematni;. controverstal <~aivre­

R.tumoln Hl '11, 198t>; Charli et al. 1987; Torres et al, 198oJ. On lhe 

olhur· hr1nd. on br<lin m1!mbro\nes e>etsts " pyroglul-tmolle amtnopepl idase 

(f'GktlJ dlsttnct from the wldely dt'ilrtbuted PGAJ. PGllll ts " 

m1!lr1tlo1?nlyme of n-1rrow speciflctty <o··connor olnd O .. Cutnn, 1984; Gr.r•t 

1?t "'· l9BS: Frtedmoln .\nd Utlk, 1986; O .. Connor and O .. Cuinn, 1987>; onlY 

'im.tl 1 p!!pl tdl?'i whose 'ilructure i'S pgluhi'iX olre cleaved <O .. Connor and 

CJ·Cuinn, 1985.t; Utlk, 19801. The papatn solubtlized form of the enz)'11a 

h.ts -1 m1>lc!1:Uldr Wl?tght of 23U,üúú d<!llons 

IYB:l.:tJ. Th1!'.il? propt?rlies are similar 

t8dUtH• 1 19B:JJ. ~Gl\11 h 

'i)'Oo\plo'i•>m"l mt!mbr"nl!s (O·"Connor and o~cutnn, 

<o~connor dnd o~cuinn, 

to those of serum 

matnly local1zed on 

1984; Torres et al, 

19801, r1t the pl.t'imol membr.tnt! Jevel (0 .. Connor and O'Cutnn, 1984J. 

Hlght!'il olt:livll)' ts found ln bratn <Frledman and Uilk, 198t.)J, where 

ro9tonal dio;trtbulion i'S not homogeneou'i <Friedman and Ui lk, 198b; 

Uolr9ol'i et al. 19871. PGAlt properties "re tndic;stive of a true 

nP.uropP.PlidP. specific Pl?Plid.\se <Uilk, 1986J. However, befare such '1 

hypolh1!'ii'i 1:.tn be conf irmed, further propert tes of the enzrme have to 

be •;.ludiud. In thi'i communicat1on we have lnvesltgated tf its 

I¡ 



nt1•!nt.\l1nn on hr.11n Pl.\~m"J mr.mbro'lnt?s ls t;,ultr.d for ln:tctlvating .in 

tuietr.ii1:t:illul.1rly ln•:"lilt!d Pt!Ptld•!. 

F.XPF.Rl"F.NTAL PROCF.DURF.S 

""tt!rl.\1-. 

"·'''! Ui•¡,l,\r r<ll'i C?.00-300 g> kept under controlled lighttng 

c:nndllii>n'i <light-. on "' 7 AH .\nd off Jtl 7 P"> :tnd fed ~ ltbltum were 

u•i1!d in m1> 0il •!M.pnriml'!nlo¡. 14 do\Y'i COI foetal entce were U'ied for the 

prtm.\r)' 1:utturf!.¡, {l- ?.,3,4,:S- 3H l prottne-TRH ( ( 3H-prol-TRH> <107 

Ct1n11n1>lt!1 w.t'i pur1:h.t'it!d ft·om New England Nuclear Co. TRH wao¡ obtatned 

ft 0 1>m Pt:inln'iul" L"h1>r.\tortt!s. Medid, ser<l, glutamtne, the anllbloltc-

o\ntlmy1:1>ttc mixture and the vttamtn miM were fro1n Glbco Jaboratorleo¡; 

p\,.-;li1:\J,,.r1? for 1:1?1\ cullurP., from Cost'1r and glucose for cell culture, 

frt>m Dlfr.1> lo\h1>r.\lorlt!'i· Ali other chemlcal'i were reolgent 9rade from 

Slgmo\ Ch1!ml1:t\l C1>. or J.T. Bt\kar. llln eMchange p.1per chrom.tlography was 

P•!rformt!d on Uh.\lm.\n Ci!l lulo'ie 

prolyl proltnal 

phospho'\te 

IZPPl 

PBI 

•nd 

sheet s. N-

pyroglutamy) 

dl.\l•>mt:ilhylkt1ton1! <PDHK> wt!rt! g1!nt!rous giflo¡ from Dr. S. Uitk. 

Pur i f i1:,\l t1>11 •>f [ 3H-pr1>l-TRH 

Uh1H1 lh!•:t!'i'i·try, [ 3 H-prol-TRH w.ts repur t f ted lo 9SX r.ad iochem lea 1 

puri ly by high pt?rformolncl! lhin lotyer chromatography (Charl i et al, 

t994J. 

Syn.\p l 1>'i1>m,?'i 

J1)'i1U>h-Rr .\VI) t! l 

Wt!r"t! PYt!P.\Yt!d 

~1 119791. The 

.\ccordtng to 

O.B-1.~ " 

Bradford 

inlerpholse 

< 1972> and 

of sucro-.e 

gt·.\di•~nt w-t'i dllutad l1> 0.45 ff -.ucro'Se with Wolter olnd centrifugad at 



3:->,00ú tJ fu, :lú mln. 

" -.ur:rl)!o•~ 1<1 mH lris-HC1 pff 7.4 <tnlo1r.t syn,11pto!oomc1j,) or ir.onic<11ted in 

10mtt tri'i":"HC1 pH 7.4. ltfter -.onic"1tton, 'iYno1Plo..,omo11 mP.mbrane\ were 

YP.•:ov~rP.d by 1:P.nlrlru9 .. tton .tt 75 000 9 for 30 mln. 

t>P.rfr1rmP.d "' '1 ºc. 

Al t "ilep\ "'ere 

TP.H dt?gr,\d.\l l•>n hy PG1t1 l W.\S meAsured u'ilng " oapecific a\'iAY 

(IJar9,11o¡; el o1t, 1987) eKcept for TRH 

Bri~fly, otfler S mln pretncubollion of lhe membrane'i 

(60u9 pr1>lt?ln' t>r 'iYO•tPltlSOml!'i C75ug proleln) in 0.0SK 'iOdium 

1>h1>'iPh.tlt? huff1H· pH 7.5 .:anlo\ln1n9 ?..5 r.1tt bo\c.llracin tBAC> and ?..5 "'" 

H-t?thy1rnt\1P.tr.tld'! CNF.H> tf\nt\1 concenlr.ttton5), 100 000 cpm {3 Hprol-TRH 

<tú- 6 tt1 "'P.YP. Add1?d ""d tncub"tton Colrrted out .. t 37°C (flr.al vol 31 

utJ. ln1:uht\llon mP.dium of -;,yn.tplo'iomes conl.1ined al'io 0.2Stt l!iucro\e. 

Su1:rt>'iti in1:rt?•1'it?d mP.mllrotnt? PGA11 olctlvlty; dat.a "'ere corrected 

;u:1:1lt'din9ty. ltt llmt! O o\nd 'iUbsequenl time5, Sul ol.liquot'i were 

lmmedt.tf~ly o;pt>llP.d •lll cetlu\o.,¡e pho'iphate pdper. Chromatography W.\'i 

dtivttl•llJt?d wllh 

lht! ftro;t cm 

""r.tnli\l<llion • 

H ot•:e tic otc id; ht s [ 3HlproNH2 produced Wol'i etuted from 

(8duer .tnd Klt!inkotuf, 1980.> and counted by llquid 

Zero time Vol\Ue'i were sub'ilracled from other time 

• tnd t!o\Ch determino\lion performed in duplica.le. lnillal 

ve1tl1:tli1~o; were dt!lermin'!d from the llne..¡r P"1rt of the time-course 

c:urv~ 'up le> t:> mtn for intotcl synotplosomesi. 

Dttgro\d.tlh>11 of TR.H by primo\rY cultures of foetotl cortical cells. 

C1lrllt:<\\ tio;'iUt!: Wo\'i obto\ined from 14 do1y mtce foetuses. lnltiation 

1>f c;ullureo; Wi'l"i t!:'io;enli.t\ly lh<'ll descrlbed by Falvre-Bauman et al, 

1980, with 'i1lmt! m•ldifit;o\lions. Brtefly, mothers were killed by 

cttrvir.~1 distoco\tion, embryos removed, placed tn·cold oalertle Phoo¡;phale 



huftt!rt!d -»Alln1? fPRS1, fronl"l cortew d1\\ecled under • \tereo\coPtc: 

mi1:r1>••1:0PI! .utd pl,.1:t!d tn [lull>t!cr.o·\ modifted E.\gle'\ medium IDHE"> 

1:onl .. ini11g to:;.. l1>ut .. t bovtnt? caHrum CFBSJ. Poolad f ragment\ trom "' 

lhr-1>U9h hypodermlc nt!t!dl11s of decre,.stng di.\m\Jler. ltf ter 

dio;..,.1>1:l<tll1>n, th1! 1:t!llul,¡r 'iucapencalon w.is cenlrifuged 10 tntn •t 450 g, 

""d thP. t:P.lt-a Wt!YP. r·t!"iU'iPt!ndlfd in DHEH supplamented with 10% FBS, 0.25j<. 

91 IJCll'it!, mH glulamlne, 8 u/100 mi insulin, 1~ vitamin miN •nd 

"ntihilllic-~nttmycotic 'iolutton CtOO u/100 tnl Pentcyltn, 100 ug/ml 

o;.lrt!plomyr.tn .tnd 0.25 u91mJ fun91zone> Cfinal concentrattons>. Viable 

r.P.tls, dt?l1!rmtn1td by lryp,.n blue exctucaion, were Plolled in poly D­

lyo;1nt!-t:1l .. tad 35 ar le mm well"So o1l 10 5 cell51cm 2 in a tot.tl volume of 4 

•>r mi rt!'iPt!1:ltvt!ly. Cultures were m.tiintained al 37 ºe in an 

"lm1l'>Ph1n·t! •>f 13}. CCJ2 • 9~:;. ... tr o\Od 951. ral.\tive humldity for up to 14 

Ht?dium w .. s ch.tn9t!d every lhree days, rePl.:sclng half volume by 

frt!'ih ml!dium t!Vt!ryllme. Cylt>'iine-.tr.tb1nofuranoside < 10 uHJ wa'i 

in1:tudt!d .tt ftflh d.tY for inhtbtltng prolifeYolllng non-neuronal cell'i. 

H11r-ph1>l119y 1>f 1:t!lls W"'i stmll.tr to previou5 reports <Dtchter, l978i. 

Hn t!Mlt!ndt!d rt;!part 1ln lhe pt·operlies of lhe'ie cellca 1.till be publl'ihed 

t! l <it!Wht!t"t! \C. Gut!r·r.t, J. L. ~.t!dondo, C. Cru<?, J. L. Cholr l t and P. Jo5eph-

l•> study TRH dP.9r.,d~tion by inl-lcl cell~, cultures <10 dars in 

vttr·,,, Wt!t·t! W.t'iht!d lwicl! wtth PBS oJnd preincub"'ted in DHE" contatntng 

~lu1:t>'it! \ü.~s;,,, 9lut .. mtne Cl mHJ, ZPP (10-5 H) and PDHI\ c10- 5 HJ 

\ftn.11 r.•>n•:t?nlr.tlians; madium AJ wilh or without s<1ponln for 3 min .at 

7.PP ~nd PDHK .\rt! polent specific tnhibitor'i of PE and PGAI 

Yl!'ipt!1:livttly <Frll!dm.\n l!l oll, 1984¡ Ullk el d, 19851. After 

di'i1:.trdtn9 the m•idium, a:all'i. wl!re rtnsed with PBS, preincubated for 5 



rntn tn fl'lt!d1um lt h•?ltn·,i r1ddtn9 ( 3H-f'rol-TkH Ctct"H flnt11I concentr111tonJ; 

d•!9t·.\d.tlt1>n w,11~ ttnf!.tt wtlh ltm1? u1, lo one hour. 10 ul •l•cuols per 

du1,ll1:Att! 1>f lfu? tn1!diurn were -apottll!d on P-81 chromatography paper and 

h1 .. [ 3 Hl pr1> NH>. produ1:t!d d1!lt!rrnint!d .ts dt!scrlbed 

lo .. tudy TRH dt?gr"d"tton by f'GA1 ar PGAll from broken cells, 

1:ulturt! .. wert! W.\'iht!d 3 tirnt!'i wtlh PBS, scr.tpped and homogcnized in 30ú 

ul ú,05 ff Trto;-HCI PH 7.5 per pl.tle; rnembranes And soluble fractlons 

prep.1¡1·t1d "~ deo;1:rlbad <V.trg<toa et .JI, 1987>. Brlefly, the 1000 g 

'iupe1·notlotnl Wrl'i 1:entrifu9ed <tl 12 OOú g for 15 mtn at 4ºC. Supernatant 

W"'i u-;ed lo rne.t'iure PGHI t!'i'it!nl l.1:1 ly as reported <BAuet· otnd Kletnkauf, 

190üJ t!>u..:epl th .. t o;ubslrAlt! And lnhtbtlors concentrations were: 10- 6 H 

TRH, ?. mH dilhillthreilot (DTT J, tmH ethylenedlamine tetra:acetic acid 

CF.DTlt> .l:nd ?..5 mH BAC. Pellet wt11s U'ied to determine PGAll as descrlbed 

f1>r synrtple>'it>mt!'i. PGAI or PGitl l independent v:tlues reported are mean of 

~ delarmint11lions lakan from the llne.tr part of the time-course curve: 

up \1) t5 min fot· f'Glt.I rtnd 60 min for PGAll. Mean protetn 

t:1>nt:t!nlrAltl)n uo;ed in lhe .l:'i'i.t.Y'i wert! 639 ug/rnl <membranes) and 749 

ug1ml ,.¡1)\uhlt! fr.t1:lion1. 

L.1:1: t Alt! dehydrogt?n.t'itt < L DH J .te ti vi t y wAs de terrni ned ( Johno;.on and 

UhlllAkt?r, t963J .tfler tS min pretncubAtion of the .. amples wilh 0.1). 

\ff.n.\IJ Trll1>n A tVü .\l 37°C. Protef.n wa'i quantif ied following Lowry 

"' .\l f 1951. Sl.\lio;.licAl otnAlY'iP.'i were performed u .. lng Sludenl's t 

t t!'i 1 • 

RF.SULTS 

TI) dt!lt!rmint! the lr.!nsmi?mbr<!nt! topology of PGAll on brain 

membr·.tne-a, w~ i-aol.tled synaplo'iomtts and meotsured PGAll activtty from 

tnt.\1:l ,, ... br1>kt?n prept\rAlion'i wlth "o¡peciflc .t'i'iolY for PGAll <Torres 

r ,, 
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Synaptoo¡.omi?s· lysi'io by osrnotlr. 

~l11>1;li d1d n1>l 1:,.¡u .. tt .. 'iignlflc.\nt lncrer1se ln r1ctivlty (l•ble JJ. No 

tu .... uf m1?mbr.\nl! prull!ins or PGltll aclivtty Wols ob-..erved durlng 

r.P.ntrifugAlton "ilP.PS subsecuent to lysts. lriton X too or saponin 

t rl!"lmP.nt of 'iYho\P l•>somP.s. incre .. sed PGA t 1 OIC ti vi t y by 12 or 41,. 

rv.o;p1?1:tivttly (f,1¡hle 11. Thi.s su991!'ilP.d th'1l "considerable part of the 

v.n.o:yml! "c:livtly h.ti lts '1Cllvtt stte f"ctng the e>Ctracellular space. In 

o\9l"t!t!mt!nt with thi'i hypalhl!sis, 7ú to ev~. º' the actlvt.ty could be 

Ah1>lt'ihed hy tt·yp'iin tre,¡lmt?nl af tnt,..ct synapto'iomes <Table 2>; whlle 

ht?tng 'il.thlt! .tl lt!.t'il f.:,r· ~V mtn \olht!n tncubat ton wa'i performed in 

1:1>nlt"1>l 1;1>ndtli•>ll'i ''"bit! ~,. Digt?stion of ectoprotetns only and not of 

whc>lt! 'i)'O.tµl1>'i1>m.tl proll!ins is infl!rred by the lack of modificalion of 

1 .. nH .t1:t ivt ty ..\'i'ir:u:i.\lt!d \Ji th the synaplo"iomes <Table 2;. 

cort ic.tl 1:1?1 l'i \olere u-:.ed to conf trm the or tentat ion of 

The<ie cut tures wer·e compocaed of a mi>eture of 

vi.thle nt!ur1>n,.¡l .\nd n1>n nt?uronal like cells \Viability verlfied in 

r.ontrol p\.\lt!'i by complt!le trypan blue e>eclusion>. 

m111:h htght?r tholn PGittt ,T .. ble 4>; however, 

PGAJ aclivilY w<1s 

neilher a S min 

Pt"t!\n1:uh.tli.1>11 .tt .'37°C wtth ü.?.S mH ~-iodo.\cetamide, which lnhlbitca PGAI 

'ª"uP.r, t98.';J1, nor a t H NaCJ W..\sh of the membranes, changed the 

spt11:tfi1: ..\cltvtty of f'Glt 'iupportlng the speciftcily of the assay used 

f1)r PGitTT dt!lt!rmin..\lion ldollo\ nol shown>. Horeover, TRH was degraded 

tint!"rly wtth tlmtt by inl.t.cl cellca to htsproHH2: dueto PGAll activity 

"iin1:t! f'Gitl W.\'i t:1)mpletel)'~ tnhibiled by PDHI\ 1preincub..\tton of 

hypolh.-\1.\mic o;li1:t1'i with lü- 5K ZPf' .\Od PDHI\ completely inhibils PE olnd 

f'Gitl .t1:l\v\tltt'i i.Ch.tr\l t!l .,\, 198711. Serum thyroliberinase activity 

W.t'i Vl-!r)' l1>w in lht! 'i!frum .¡upplemenled medium (-7:!.ú ± 0.5 fmoles hispro 
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SEH, n=J:J as well as ln cultur·e 

rrutdlum lh<ll h.\d bl!P.n tn conto1ct( wtth the cells for three days.. total 

PGAll <lClivity obscrved wtth tntdct cells was similar to \ha\ observed 

tn d mnmbrolnP. prnp<lration from equivalen\. These results suggested 

lh•I PGH.11 acttvtty ts e><prcssed by tntact cells and not by 

S.\pi>nin, .at reported concentration-s tCzaJkowski and Farb, 1986>, 

indut:1?d -¡1.u?lling of celts .\nd decrease of neurttes network, matnly on 

n1!u1·an-likt! C•?\ls • .ts ucll as loso;, of membr.lne protetns <Table 3, 

1? ><Pt!Y t m1?n t M 1 1 .\nd ONH. 'not shown) • Total PGH.11 acttvtty was 

~igniftcolnlly r~duct!d: bu\ not acttvtty per mg membrane protetns <Table 

-'· e>eperiment 11 lJ or ac\1v1ty per ug DNA <no\ shown>. This 'Suggested 

\ó'i'i of Ct!\ \u\ar m.iteria\ and PGlt\ 1 during the rin'ie fol \owtng o¡apontn 

much \ower concentration'i, ce\ l'i were 

p1?rm1?Abi \ i znd 'ª'i P.videnced by o¡laining with lrypan blueJ 

sll\I 

bul 

m.tintdint?d lhe1Y ;sppeaY.lnc.e and aYg.inizalion and there Wa'i no la'ii& of 

n111mbt'dOl! pYolein 'T;sb\.! 3, t!)(pl!Yimenl'i 11 2 and 11 3J, ln thi'i ca'ie, we 

c1>u\d n1>I dl!lt?ct f'Gitll in lhe fir'it rin'ie coming fyom o¡aponln treated 

cc\\s; .tcltvity pey we\l and o¡pecific acllvity were only 'ilight\y 

d1!t:r't!.\'i1?d by th11 tra.t.lm1~nt \table 31. 

Fin.t\ly, lre.tlmenl of cel\'i with tryp'iin prior to thetr 

h1>mog1?nlz.t.lion dccYeas1!d f'Gttill dcttvtty by 70"1. wlthout decYea'ilng 

o;,ub'il.tnlt.\\\y LDH ar PGHl actlvitle'i or tnductng cell'i ruplure (Table 

•1 I • 

'J 
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DISCUSSION 

U.i h.\Vt! .. t1Jdit!d f'Glt11 "clivlly tn 'iyn.1p\oo¡omeo¡ o\nd brolin cellc; ln 

1:1.allurt! ln "" t!flort \Q dt!lP.rmtne the \oc.o1\lzo1\lon of il'S> active sil•? 

t)n br"'º p\Asmo'I mt!mht"o\llt!i. 

lht! d.tl.:t PYt!'it!nlttd, con'ilstent in 2 etcperimental mode\\, 

dt!m1>nitr .. ttt lh.tl mi>'il •>f f'Gltll i'i "" ectoanzyme ti.e. an lnlrinsic 

p\A'imA ml'!mh•·Ane t!lll)'fth! wtth .in exlro\cellular\y localtzed active slleJ 

in br;iatn. 

1 , lht! 

Thi."i r.1>n1:lu-.ion is c;upporled by the fol\owing obc;erv.tliono;.: 

ttn1.:ymt! .tctivlty i"» datecled in lntact cel\'i wilh a non 

pt1nt!tY .. llng 'iUbilr.\lt!. ltllh1>u9h accumu\t\lion of TRH has been reporled 

in hYP•>lh.\\.\mit: slit:~'i \Charl\ I!\ al t9B4J, no up\ake hol!t been ob-aerved 

ln nerve ~nding prepñr.tlions (l'aYkeY et Al, 1977; H. lorreli, J.L.Charli 

And t, Josdph-B~avo, unpub\lshed obi¡ervatlons>. ~urlher evldence that 

Actlvlty obst'!rvad Wo\S nol dua lo TRH up\olke by cell'i or synaptosomes 

or through the\r rupture durlng lncubatlon carne from the linear 

r.h"r"1:lar\st te-. of lhe t lme-course c.uYves before a plateau was yeached. 

;:.;,, f'llftll i'i Ol)\ ra\aol'ied frllm lhe ce\ls. 

:S1 Serum lhyr1)llberlno\'it! t:i>nlamlnallng the cells ls not accountlng 

fo1· thl-> a1:llvlly .;lnca lt Wol'i Vt!YY low in the serum supplemented 

medium \aven lf f'GRll o\'i'So\Y of cells OJolS performed wlthout r\nslng, 

•>nly V.S~. of lnt ... ct cell o\c;tlvlly .tl most could be atlrlbuted to 

t hYt'I) \ t her l Oo\'it'! I • 

t~ftll a~t\vlly i.; not lncreased 

pt?rmao\blll¿o\\lon of cett'So 

by homogenlzatlon, solublllzalion 

'i y l\""I> l 1>'i1>mt! 'i 

'i.\l>l)ll i l1 i 'i 

OY synaptosome'So 

Wt'!Ye lre .... tv.d wilh lio\ponin. lhl'S s\ight 

m1>1·e likely duP. lo unma-sklng po\rt 

8)1.Cepl when 

lncrease with 

of ectoenzyme 

011Ctivtty ""d not to revaaling intracet\ular olclivlty, as suggeo¡led foy 

// 



5 nur. lt?of td.,'»r. f "º"' pfg gr.tnulocyte\ Cflr. f'lcrrc and 

•:.,rnovo;.~y, IY/41. lh1 .. r.ffHct m.\y not h<tve becn \een on cells beci1u'f? 

low r.Qn•:t-?ntr .. t t•>n'i W•!TP. usud in e1iepertments 1 ¿ and 1 3 i1nd htgher 

r.:•>nr:P.ntr.,lion"i º'"~d tn P.XPHrtrnt?nt M 1 lnduced loss of cel1 membrana 

\dP.r.Tt!oll'it! of m-llt!rl-111 Woll'i not dt!tdctod ln the 'iynapto-s.ome'i experimenl'i 

o;.in1:H lht! .. 'i'i,\Y w .. "i Pt!rform1!d wtthout c;..epar.ttlng synaptosomes from 

m~dium1. 

51 PGtt11 .t1:ttvily i~ 'ilrongly dt!r.reol'ied by trypo¡ln treatment of call'S 

1)1· .;yn.,pl1>'il)mt!->. This is not dueto ruplure of cells ·ar synaptosomes, 

or dt!~1· .. d.tlt1>n •>f tnlr.\i:ettul.tr protelns. 

Tl'u!'it! t!Vidt!n1:e futfttl m•>sl of the crtteria menttoned by Karnovsky 

'19601 to qu-111 tfy .tn enzyme AS an ectoenzyme. From our data we can 

est 1m111te tho111t "' le"""t 70,.. of the enzyme l"i an ectoenzyme. 

Further dat111 lhat "i.Upport lhe concept of PGAll being an ectoenzymP. 

r.ome from the Ob"it!Yv.tltons th<tl PGA!l ts lhe main enzyme degrading TRH 

'1ddt!d tn the e>Ctr'11:t!llul<tr "iPACe of hypothalamlc sltces <J.L. Charli, 

lt. Rolle!. And f. J1>seph-Bravo, unpublished observationsJ and inhibitton 

of ~Ghl1 increa~t!'i T~H recov~ry fYom hypothalamic sltces (Charli et al, 

19Bii1. Togetht?r with previous studies <O .. Connor and O"'Cuinn, 1984; 

Torrtt-> ttl "'' 19801, lhi"i suggests that lhe maJority of the enzrme 

'1Ctivtt 'illt! i"i loc"li1.ttd on lhe externa! face of ~ ~rnaptosomal plasma 

m~mbr<ln~. ThP. do11to11 from lhttse sludies "'S well as the heleregeneou' 

dl"ilrtbulion of PGHtl in br"ln <Friedman <1nd Uilk 1986t Vargas et 

.\l, t9Bi1 <lnd it-s n.trr·,,y "iPt!i;iftcity <O .. Connor and O"Culnn, 1984; 

Uilk, 19801 makt? il "prim~ Cdndldate for inactivating TRH or related 

peplidt!'i t·H.t!"ittnl in lht! br.iin 1:111lr<lcellul.tr fluid. Thts reaction could 

ht! t"t?'iP1>n'ilblt! for· his proNH¿ productton in br<1tn e>Ctraceltular space 

~., th~t P<lrt of htsltdrt prolyl dtkeloplperaztne present in brain in a 

l . . 
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19Búi, may be lo llh'Arllll' 
tn¡ 'ff~I~ M Ut.11'1'. 

Crtttcdl experiments 4ihowin9 fft'6t endogenou~ TkH · ~Mlro\C'!''º'"r flutd. <\ •• 
i'i rfflP.A'iP.d in lhP. vicinity ot the enzyme olnd degr~ded by it •re needed 

to d11mr>n"'>lro\\P. tGlttl involvemtJnt in controlling TRH levels •t the 

On tht? 1Jther h<lnd, lhttrP. is no evidence that PF. and PGAl are .able 

1lf lht!'iP. an1.:ymt!'i do no\ m1>dify in vitro TRH releolse from hypo\halamic 

'i\\r;P.o; \Ch,,.,r\i ~l .\l, 19971; t!M•>9anou-s TRH .tdded lo hypo\halamic ~tices 

i'i 01>\ dtHJrAd.td 'iUb'ildnllo\lly by lhese enzyme-. (J.L. Charli, A. Baez 

.\nd t. Jtl'iP.Ph-Br.tvQ, unpublished observo\lionc¡1 and finally they are not 

rP.\P..\'iP.d by 1\C\ 'il\mul.\lion of primary cultures of hypolhalamic cells 

,f~tvrt?-8.tumo\n P.\ otl, t5'8oJ or hypolhaltt.mlc sltces <tt.6\. Varg'11"i, tt. 

t\1-?ndt!l, J.t. Ch.\t·\t .\nd f', Joo¡t!ph-Br.\vo, unpub\lc,;hed obc,;ervatlon"i>. 

fln"\\y, .;\\though TRH can be accumu\ated by hypothalamic "i\ices 

Vm"x of the phenomenon vtt.s lo~ and there is no 

tn •:onr:\u.¡ton thts 'iludy dt!mono¡lrates that PGl\1 l i"l an ectoenzyme 

ln hr"'" ""d 'iUPP•lrls lht! hypolhe'ils that the main pathway of 

t!Mtr.\1":t!\l1.al.\r lntt.1:ltvtt.lion of TRH ts through actlon of PGl\11. 

- ' -
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l"'h'~ t. F.tf.•o:t .. ot o~mr>llr. ~hock, 1rlton XlOú 4nd ~apontn 

lrtt,.lmt!nt-. on 'iyn,.pto\om,.1 f'Gktl olnd LDH olclivltie\. 

f'rt!pl\r .. t ion PGAll" LDH• 

(lo:,nu't h: '"ih1>4:lo. 

tnt .. r:t otyn"p to•¡omf!'i lúú :! 5(5) 100 :! Slb1 

Syn,.Pl•>->nm.\1 mf!mbr.tnt!'ib 110 :! 24(5) 49 :! 8(4)• 

1)5~ t f!YCJt!n t lrt! .. lmt?nt º' o;.yn.tplosome'ic 

tnl.tcl 10(1 ± 8(6} nd 

lrllon i:1úü 112 ± 13\b) nd 

s .. p1lni n 141 :! l4(óJ•• nd 

FlrAi.n ->Yn.\Plil'itlmt?'i wP.re prt!p.tred .tnd PGttl I and LDH act tvt t tei& eva\uated 

,..¡, tndir..tled in F.Mperimt?nlat Procedures. Acllvitles are not ewpressed 

1>n "pt!Y mig h.t'il'i bul refered to the 'iame Amount of starting material • 

.t: º"'"' tndl•:.tltt lhP. mt1.tn± SF.H of the activttte'i norm;¡\tzed to control 

l tntAr.l .¡,yn.tploisorne'iJ. The nurnber of independent determinattons t~ 

wtthln p"renlhe~l'i. Far inlo\cl synaplosomes, mean PGAll spectfic 

<lr.llvlly W.t'i 4.S pmole'5 hlsproHH21min1m9 protein and mean LDH speclfic 

.t1:llvtly w .. 'i ?...2 umolt!'i HkDH2imin1mg proteln. b: Synaptosomal membranes 

wertf prP.1>.tred by rt!'iU'iPttn'ilon ""d -.onic.tt ton of the synaplo'5omal pet let 

In IVmtt Tr i'i-HCl pH 7 .4. lhe membranes were separated from 

syn~pl~Pl.'tsm by cenlrlfu94tlon ~t 75,000 g. e: lntact '5ynaplosome'i 

were pretrP.Ated ln ú • .25 H 'iucroo¡e wl th or wl thout 0.1% Tr l lon X 100 or 

ü.F,il. ~•ponin 1fin~\ 1:'""~"nlr~lii:in\j l~1r Jl(1 111in •I >'11° C. llftfAr>"I 

pr~tncuhAlion .'tnd incub.¡tton with TRH. Syni1pto'5omes were not sepolrated 

from prfit1·tt;¡\m~nl m'?dium bafore PGA11 .\'i'i"1Y· Sapontn reduced purif ied 

f'Gk11 .\•:tivlly by tú> •• nd: not datermined. •: p ( 0.0005; ••: p < 0.01 

I:' 



Tt1hlt! ~. F.fft11:t •>f lt·yp-.tn trttt1lrn1:nt on ,,.n .. pto,om11J PGA11 and LDH 

o111~ltvlllt!<i. 

~GAll 
control 

mln 1üü 'ÁJ 

1nin 122 iitJ 

"''º 9~ '?..' 

Jü 1nt n nd 

lryp,in treated 

10\J ± 4(3J 

4t> ± 6i3)1t 

26 ± 4t4)1t 

17 ± <21 

LDH 
lrypsin treolted 

100 ± 8(4J 

100 ± 16<41 

99 ± 7<41 

78 (2J 

RrAln o¡yn.\plao¡omeo; were prepared and PGAll and LDH aclivltles measured 

<t'i dt!'icrthed in Jhcperlment"l Procedures. For trypsln treatment of the 

o¡yn.tploo¡~mtt"i. th~'ie were re'iuspended in 95 ul of SOmH trls-HCI pH.7.4 

1:1lnl.ttntn9 ?..mH C.tCI .tnd 0.~5H 'iucrose (3.3 mg proteins/ml >. Dlgestion 

wtth ú.ú6'jo. lrYPiin "' 37°C W.t'i 'iloped by addition of 0.23 mg/11'11 

tt·ypo;ln tnhtbttot· JJnd lro'Jn5fer of -syn.tplosomes al 4ºC for 10 min. Data 

\mtt.\n ± SF.H; numbttr of indapendent dl!tertnln.atlono¡ wlthin parenthesis1 

"'t•it n•>l P.><PYl!'i'ittd on " per mg bo1.'ils stnce trypslntzat ton causes a loss 

in 91tner.tl c:ttll membr.tne protf!tn <l'i well olS o1 loss of PGAll. Thu'I 

e><Prtt'i'iin9 lhit d"lol on "Pttr mtllfgrolm bol'li'i would not reflect the 

.th"i1>lut~ o;P.no;llivily of the PG&t.11 to lrypsin. 

p~rcenlo19~ nf v.tlue .Jl time O. nd: not determined. •: p 4,. o.ooos 

r:ompolrf!d lo t tmA ü. 

.~r· 



lo11hlt! ."~. f'Gk1t .-i1:ttvtly -In PrlmJlr)' cultures. of corttc11I cell,.; etfect 

of · ~-'Pnni~ _-, lrt!-'lmt!nl 

Control 

S.\ponin ú. t;'.!Si'. 

ú.5úi'. 

S "''º" i n '' • ü\J~i'. 

Conlr1ll 

\.t1:ttvtly per 
Wt!l 1 J 

71 ± 5\41•• 

,;7 ± 9\8J 

49± 9i8J 

189 ± 8\óJ 

lól ± ~Ü\t>J• 

PG~ll b 

to¡pectftc 
activtty1 

E•per lment 11 t 

2.ú ± ú.5<4> 

2.1 ± ú.1<4> 

F.:wpertment M ;¡ 

2.0 ± ú. l<Bl 

1.4 ± 0.2(8)M-ll 

E•per lment • 3 

4.1 ± 0.2(6) 

3.4 ± 0,4(6>• 

mqmbr .\ne e 
protetn 
(per wBll> 

65 ± 5l6) 

35 ± 2\ó)ltltlt 

34 ± 6(4) 

4ú ± 6<4> 

46 (2) 

48 (2; 

F.)Cpt!t"lmt!nl'i M 1 .lnd 1 2 were performed in lb mm we11'iJ experiment 1 3 

in ~:;mm '-'t!ll.¡. Cultur~d corttc.tl cell'i <tO da)''i in vltro <DIUi> were 

rin'it!d twtc:t! with PBS o\nd pre-incub.tled in medium R. <DHEH, 0.2Si'~ 

g 1 u1:cl'>t!, 
_s _s m" glul;tmlne, tú H ZPP and 10 H PDHK> with or wtthout 

lhe medium was di'icarded, cell~ were rlnsed 

wllh PRS, Pr~incub.tted for S mln in medium H and incubaled 11t 37°C in 

15ú 1lr 3üú ul mt!dlum K conld.intng 2úü,00ú or 300,000 cpm [ 3 H-prol-TRH 

\(in.\\ conl!~nl.l"d.lion 10-6 "' for expertments 11 t and lt 2 or • 3 

tü u\ "11icuots per duplicale. of the medium were drawn 

.\nd .;p,,t ted •ln P-81 Uh.tlman paper al time O, 3ú and 60 min to mea'iure 

:.1 



U.t\ut?'i> .tre "'11.tn ~ SEH of lhe number of tndependenl 

tndh::,.led tn pArenlhe\l\. lhe htghe\t \IPOnln 

t:nn1:t!nlr.\ll•>IPi U'it!d inhtbllttd po\rll..,\\y Purlftfld PGAI\ •clivtty 20i~ •l 

tn1,.¡,\. "1 fm1>ltt'i hi'i pro HMf! per 1nin par well. b: pmoleto ht\ pro MH2 

Pt!tº mtn Pt!Y mg membr,.ne Protelns. e: ug membr.\ne proteln\ per well. 

nd; n1>l determlned. •: p 'ü.05J ••; p < O.Ot¡ •••1 p ..: ú.OOOS compared 

- .. -

• .. , .·1 ... 1 



1 .. htt! 4. F.flt!1:t 1>1 lrypstn on PGltt, PGkl1 otnd LDH otct1vttle-s 

Con t "'' 1 

Trypo;ln 

in 1:ortt1:.tl •:P.11 .. tn 1:ulturH. 

PGll 1 

lüü i 3<41 

9,., :!: 9(41 

PGltl 1 

100 i3(41 

~6 i3(5)., 

LDH 

IOOi6i41 

122 ±t9i6i 

C1u·tic.tl •:t!ll 1:u\turt!'i lPYOP-19.\lttd in lb mm welt-.;, were washed wllh 

PRS. t111~uh"lt!d wtlh l)r wlthout ú.l?.S~. trypsln ror 10 mtn al 37 ºe, 

tr.\noaft1YP.d "'' 4 ºC .\nd "'"tnlo\tnP.d for 10 mtn tn the presence of 190 ug 

hovtn~ po\ncr~"s trypsln tnhtbtlor. AfleY trypsin trealment, most cell~ 

rP.mo1ilnttd int ... 1:l while othP.r lo'Sl tntercellular contacts and became 

9lobul.\Y, No dt!brls .t;ppe.irad suggasttng there was no rupture of cells. 

Unh1>und ctt\l<i wt!re recoverP.d by centrtfugtllion; '1llached cells were 

rinittd, rtt1:1>Vt!Yt!d in ú.05 H phosphate buffer pff 7.S and pooled wlth 

1:ttll'i y111:ovt1rt!d b)' 1:t!nlrifu9<llton. Enzymotlic analyse'5 were performed 

.t'i dt!sr.riht1d. Dotlot dYt! expres-sed tn percentage of control value. They 

1:orrtt-sp1Jnd to~ lndP.pendanl expertmenls m.tde from cultures m.aintained 

for o •>r 14 doty'i in vttro. For control, me.an activitles were: PGAl: 

7.8 i6 DtU1 or 1ó.9 it4 DIU1 pmole-s hts pro HH2 produced per min per 

wt!ll; PGlttl: 21 \6 DIV1 ó'f 81 <14 DIV> fmole-a his pro NH2 produc:ed per 

mln pt!r wttlli LDH1 t.9 umo\e.¡ NADH¿ per min Pt!r well. a1 vatue-s are 

t11ri"'n :!. OF.H of the nurnber of independent deteyminalions between 

p.:trP.nthP.<itl'i. .,: p " 0.0005 compared to control. 
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