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El propdsito de es': irabajo, implicite ensu iTulo, es estable~
cer tos valores normales de las horronas tiroideas { HT ) en el suero de dos grupos
vertebrados de consumo humanc: Bovinos y Caprinos. Conocer los valores norma-
les de ésins hormonas no sblo satisface un interés meraomente académico, tiene co
mo objetivo inmediato el sentar bases experime ntales concretas para realizar estu
dios posteriores ehoomi;\cdos o conocer la probable participacién de las HT en los
procesos de produccidn animal . Varios autores (1-5) han sugerido la participacién

de &stas, ademés de otras hormonas, en el proceso de la lactacién en diversas es~

pecies mamiferos.

Las hormonas tiroideas ejercen un amplio nimero de acciones y efectos
biolégicos, sin embargo su principal papel fisiolSgico es la regulacién del me tabo
fismo celular en la mayorfa de los tejidos corporales. Actualmente se reconoce
que las HT regulan la oxidacién de carbohidratos y grasas, la formacién de compo
nentes enziméticos esenciales y la sintesis de profeinas estructurales y de "expor~
tacién", dando como resultado el crecimiento, desarrollo y conservacién ptima
de fos organismos (6~9). Conviene aclarar que el proceso de la lactacién es mul
tifactorial y se conoce la participacién de cuando menos los siguientes: 1 factores
hormonales; 2 facfores nutricionales; 3 factores conductuales y 4 factores am-
bientales, Ademés entre los factores enddcrinos se ha estudiado con mayor detalle

la participacidn de honmonas hipofisiarias, por ejemplo, pmlacting y hormona de




crecimienio; o bien, d2 aigunos esicroides, como son, estvbgenos y cortisol (10~

12).

Con el propdsito de hacer més clara la importancia del frabajo, se de
cidid revisar en una primera seccidn y de marera-breve, algunos aspectos sobre la
fisioclogla y filogenia de la gléndulc tiroides. A continuacibén se describen los -
principios fundamentales del Radioinmunoanglisis (R1IA). Posteriormeite se desglo
sa el protocolo de trabajo y la metodologia especifica. Asi, en la siguiente sec~
cién se presentan los resultados obtenidos, para terminar con su andlisis y discusibn
en el contexto de la informacién pertinente que existe en la literatura cientifica

sobre éste particular.

[. FISIOLOGIA Y FILOGENIA DE LA GLANDULA TIROIDES

Cabe hacer notar que précticamente todos los conocimientos actuales
sobre lo glandula, asi como los detalles respecto a la sintesis, metabolismo y meca
nismos de accién de las hormonas ﬁroidt‘acs, se han derivado de estudios realizados
en rocdores y en primates, principalmente en el hombre. Y no es, sino hasta hace
pocos affos, cuando la endocrinologia comparada ha tomado un papel importante -
en el aporte de conocimiento en esta rama de la investigacién, por lo cual el ma-
terial bibliogréfico es muy escaso con respecto a otros organismos que no sean el

hombre o bien animales de laboratorio.




AL Aspectos Morfofuncionaies .

La prirmera descripcién de la gléndula tiroides fué hecha en China ha
ce més de 3000 afos. Sin embargo es hasta 1520 cuando la cultura occidental re~-
toma esfe conocimiento e intraduce entre otros; los ¥irminos, cretinismo, para re~-
ferirse a aquellos pacientes con el sindrome caracterizado por anormalidades som§
ticas y refraso psicomotor; hipotermia, para referirse a una baja en la femperatu-
ra corporal y mixedema, para definir la retencibén anormal de aguo y profefnas en
el cuerpo de algunos adulfos, ademés de otras alteraciones en el metabolismo ge~

neral (6).

En la mayoria de los mamlferos la gléndula esté formada por foliculos
encapsulados por tejido conectivo ricamente vascularizado por una densa red capi
lar que los rodea., Lo gléndula tiroides que tiene un origen endodérmico se deriva
de la formacién de un botén ventral en el piso de la faringe embrionaria, entre
la primera y segunda bolsa faringea. La gl@ndulo inicialmente se diferencfa como
un cordén celular que después se separa formando un acino que daré origen a los -
folfculos tiroideos. Las células del acino secretan un flufdo llamado “coloide ti=
roideo” cuyo componente principal es la tiroglobulina que se acumula extracelular
mente en el ceniro del acini. Al espacio donde es secrefado este coloide se le co
noce coma luz del folfculo. A las células del epitelio folicular se les puede dis=
tinguir dos porciones: la porcidn apical que rodea la luz del folfculo y la porcién

basal que estd en contacto con la red capilar. (ver fig. 1). Adyacentes a los folf
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cufos se encuentran [us cblules perufolicuiures o céhiu. 7Y que se originan de
otro derivado faringeo: el cuerpo Gitimo nranquial . EBstes cblufes sintetizan y se-
cretan la hommona calcitonina que participa en el metabolismo del Cat+. En algy
nos mamiferos la gléndula paratiroides puede estar embebida en el tejido tiroideo o

bien formar otra gléndula como tai { 13 ),

~

‘o -~ A.1. Metabolismo del Yodo y Sintesis de las Hormonas Tiroideas. El apor

te principal del yodo inorgénico es la dieta. El yodo es absorbido por el intestino
para pasar a la sangre y posteriormente es acumulado por las células foliculares ti~
roideas mediante un mecanismo de transporte activo conocido como ‘bomba de yo-
do". Una vez que el yodo es capturado a nivel de la membrana basal de las c&lu-
las del epitelio folicular, se convierte en yodo orglnico y posteriormente se une a

los residuos de tirosina que se encuentran en la tiroglobulina (6, 13).

Lo tiroglobulina (Tgb) es una glucoproteina globular de peso molecu~
lar de aproximadamente 600,000 d. se conoce que cada molécula de Tgb contie~
ne 115 residuos de tirosina y que su sinfesis ocurre en el »reh'culo endoplésmico ru-
goso de fas cBlulas foliculares, Aparentemente los residuos de tirosina son incor-
porades a la tiroglobulina y luego son yodados. La naturaleza quimica del yodo
org&nico u "yodo active™ no ho sido determinada con certeza, pero se cree que es
formado en las clulas foliculares por un sistema enzimético de peroxidasos que in
voivera la oxidacién de glucosa y la reduccibn de nuclectides pirimidicos para for

mar perdxido de hidrdgeno (HeOy). El yodo reacciona cor ¢l perSxido y se forma
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el yodo activo, el cual es unido inraediatamente a los residuos de tirosina conte

nidos en ta molécula de tiroglohbuline (6 ) ver figura 2,

La unién del yodo a la tirosina en posicién 3 da como resultado fa for
macién de 3- monoyodotirosina (MIT), un segundo yodo puede ocupar la posicién

5 en la misma MIT dando l;: conversién o 3, 5-diyodotirosina (DIT).

Se cree que por la conjuncién de una molécula de MIT y una de DIT
por medio de una unidén covalente se origina la 3,5,3'-triyodotironina (T3). Y
de igual manera la unién de dos moléculas de DIT dan por resul tado a la tiroxina
(T4). Lo T3 y la T4 son las dos formas que presentan actividad hormonal . Se co-
noce que la gléndula sintetiza otra tironina: un isdmero de la Ty, el cual aparen-
temente se forma en mayor cantidad en el higado a partir de la desyodacién de la
tiroxino . En este isémero el yodo ocupa la posicién 3,3',5 y por esta razdn se le
conoce como T3 reversa (T3). Hasta la fecha no se le ha detectedo actividad bio
|6gica (.6 ). (Ver fig. 3). Unicamente el 30% del yodo total combinado con ti-

rosina en la tiroides estd en forma de T3 v Ty, €l resto esté en forma de MIT y DIT.

A.2. Secrecién de Hormonas Tiroideas. La sintesis y secrecién de las

hormonas tiroideas esi regulada por una hormona de la hipéfisis anterior conoci-
L]

da como: hormona estimulante de la tiroides o tirotropina (TSH). Esta hormona

ademd@s de regular el metabolismo de las células tiroideas, estimula la coptaciéh y

oxidacidn del yodo, asf como la sintesis y la secrecién de Ty y T4. Se ha obser-

vads que al estimular o o timides con TSH, las ctlulas foliculares endocitan por
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FIGURA 2. Biosintasis de las Hormonas Tiroideas .
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ie dei coloide en donde s encueniran la tiroglobuiina yodada ( MIT, DIT, T3
y T4) y aminodeidos . Estas gotas de coloide migran de ja posicidn apical hacia
ia porcidn basal de las cBlulus foliculares donde se asocian a lisosomas formando
fagolisosomos. Se cree que dentro de estos se fleva a cabo la hidrélisis de la tiro

globuline (Tgb), lo que ocasiona lo liberacion de MIT, DIT, T, v T4, fas cuales

3
difunden dentro del citosol . Esencialmente solo la Tgb, la T3 y la T4 son libe-
radas de la célula hacia los vosos capilares que rodean el foliculo (6 ). Se co-
noce gue uno enzima citopl@mica desyoda e hidroliza MIT y DIT para formar yo-
do inorgénico y tirosina. Esta desyodacién de MIT y DIT es aparentemente un me
canismo de conservacién de yodo para después reutilizarlo en la formacién de -

nuevas hormonas, ya que la tirossina yodada no puede ser usada en la sintesis de

ia tiroglobuling (9 ).

Una vez secretodas,las hormonas tiroideos son transportados en la san
gre por tres proteinas plasmaticas: {a proteine fijadora de tiroxina (TBG) que une
cerca del 75% de las hormonas, la prealbimina y la albbmina que unenel 15y
10% de !a hormona respectivamente, en esia forma solamente una fraccidn muy

pequeia (mnenor del 1%) de T3 y Ty circulan en forma libre (9 ).

En contraste con los hormonas peptidicas, las cuales presentan un re
cambio me tchélico répido con uno vida medie bioldgica de minutos, fas hormonas
tivoideas al igual que los esteroides, presentan un recambio metabdlico fento y ~

una vida media bicldgice larga.

<
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En el hombre {14 ):2 ha demostrado que ei vecambio total de T4 se
realiza en unu semana aproximadamenie, mieniras que el de T4 ocurr eproximada
mente cada 24 horas. Estudios semejantes en bovinos han mostrado que el recambio

de las hormonas tiroideas, es més r@pido cuando estos animales se encuentran lac-

tando (15).

Estos estudios sobre la velocidad de recambio hormanal, asi como el
hecho de que la T3 tenga una menor afinidad a las proteinas plasméticas; pemiite
comprender por qué esta hormona penetra més rdpidamente a las ctlulas (cerca de

20 veces més répido que la Tg) (6 ), y por qué aungue sus niveles circulantes son

més bajos, la T4 es de 3 a 5 veces més activa.

A. 3. Mecanismos de Accién. Las hormonas tiroideas penetran a las céluias

por difusion pasiva al igual que los esteroides, pero difieren de &stos en que las hor
monas tiroideas no parecen unirse a ningin receptor citoplésmico, sino que pene-
tran directamente al nicleo, en donde estimulan la sintesis de mMRNA especifico

fig. 4.

Se ha postulade (16, 17), que esta estimulacién puede llevarse a cabo
al unirse la T3 a las histonas y no histonas, y asi llevar a cabo la accién de la RNA-

polimerasa, que iniciard la sintesis de mRNA.

'
Se ha encontrado hasta el momenio, que la Gnica hormona tiroides' que

puede penetrar ol niclec es la Tq y por tol razdn se sugiera que la Ty sufre una -
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FIGURA 4.
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desyodaciin en el citoplasma iransformbindoze en io formia activa, y asi puede -
penetrar al niicleo (17 ). Sin embargo se ha comprabado que solamente de un
33 a 40 % de la T4 que se desyoda v convierte a T3, de un 15 a 20 %.a &cido
te treyodotiroacético (TA4), y cerca de un 50 % se convierte arTg. En las dos

Glvimas no se ha encontrado significancia fisiolégica.

Con ésta informacién, se ho planteado que la T, pueda ser un precur
sor homonal, lo T3 la hormona activa y finalmente, que la ¢T3 y el TA4, puedan

tener algOn significado fisioldgico abn desconocido (5 ).

También se ha propuesto que las hormonas tiroideas tengan un papel
extranuclear, ya que a altas concentraciones influyen en el transporte de amino

&cidos cuando la sintesis de protefnas esté bloqueado (6 ).

Se ha camprobado que las hormonas tiroideas tienen sitios de unidn
en las membranas de la mitocondria, por lo tanto, es probable que se trate de re
cepfores especificos que produzcon efectos en la fosforilacién oxidativa y en la

sintesis de proteinas mitocondricles (17 ) ver figura 4.

A. 4. Regulacién de la Funcién Tiraidea. Como se menciond anteriommen

te, la TSH regula la funcién de lo gléndula tiroides; o su vez, la TSH esth regula
da por una hormone hipotal&mica denominada hormona liberadora de tirotropina
(TRH). El control de este mecanismo o eje funcional hipo t&lamo-hipbfisis-tiroi

des, es realizado en parte por las mismas hormonas tiroideas, que parecen actuar
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a través de procesos de rehoalimentacién en dos niveles: 1, por accibn directa so
bre la hipafisis, mediante un mecanismo de refroalimentacién (que puede ser posi
tivo o negativo segin el caso). Se h? postulado que la T3 al entrar al nicleo del
tirotropo & célula tiroidea, regulo la sinfesis de una proteino inhibidora del efec
to estimulante del TRH (18 ); 2, por accidn indirecta actuando a nivel del hi-
potalamo, este mecanismo considera que el aumento del metabolismo celular pro
vocado por las hormoras tir‘oideos, aumenta la temperatura de las células del cen
fro termorregulador hipotalémico. La hipertermia en éste centro disminuye la pro
duccidn de TSH y de tiroxina, de manera que asi’ se restablecen los niveles nor-
males y viceversa (18 ). Sin embargo, existen evidencias experimentales, que
sugieren que fas hormonas tiroideas estimulan a nivel hipotal&mico la sTntesis y
secrecién de TRH. Este efecto puede ser a nivel tanto de las neuronas TRH=- &rgi

——

cas, como de las neuronas aminérgicas que “inervan o las primeras (14 ),

Otro control de la funcién tiroidea que se deriva de los estudios ana
dmicos y fisiolégicos de Melander y col. (19 ) es la regulacién simpética ejer-
cida por les fibras nerviosas adrenérgicas que rodean los foliculos tiroideos, lo =
cual sugiere que estas monoaminas arométicas ( norepinefrina y dopaming) pueden

estimular la sintesis de hormonas liroideas por accién directu en los receptores -

alfa adrenérgicos en las células faliculares de fa gléndula.
B. Aspectos Filogenéticos

Enesia seccién se propone hacer una sintesis de los conocimienios
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que se han obtenido acerca de Lo gléandula tiroides y sus hormonas en los diferantes

grupos de lo escala zooldgica .

Enlos cuadros 1 y 2 se resume lo informacidén disponible sobre
éste particular. Sin embargo, hemos cormsiderado pertinente hacer notar algunos

puntos importantes:

- Hemos observade que la informacién ademés de ser escasa, se encuentra disper
sa, ya que no existe ningln estudio sistem&tico que hable de la funcién de las
hormonas o bien de los compuestos encontrodos en los diferentes organismos, -
principalmente en invertebrados (20 ~ 23 ).

~ Existe informacibn sobre algunos organismos que contienen compuestos yodados
y/u hormonas, sin mencionor su localizacién anatémica (20 - 24 ).

- En la mayorfa de las publicaciones sélo se identifica lo morfologio de la glén-
dula y la presencia de hormonas (20 - 26) y en aquellas en las que se cuantifi
can las hormonas (1-5, 26, 27), solamente se incluyen peces Sseos, aves y =
mamiferos.

- Casi en todas las publicaciones, los métodos utilizados cualitativos y/o semi-
cuontitativos son: cromatografia en papel, rastreo de yodo radioactivo, electro
foresis en gel de agorasa, electroforesis en papel y muy pocos trabajos emplean
métodos cuantitativos como el radioi nmunoandlisis (2-5, 28).

B.1. Vegetales. El grupo més primitivo en el cuul se han encontrado com

puestes yodados, como MIT y DIT, son las algas (& ).




CUADRO 1,

PRESENCIA DE YODOTIROSINAS Y/O YODOTIRONINAS EN

DIFERENTES GRUPOS DE INVERTEBRADOS Y ALGAS *

SUBPHYLUM CLASE GLANDULA SINTESIS DE YODO TIROSINAS
U OTROS Y YODO TIRONINAS
ALGAS NO SE CONOCE MIT y DIT
PORIFEROS ESPONJAS NO SE CONOCE MIT y DIT
CNIDARIOS CORALES NO SE CONOCE MIT, DIT
CNIDARIOS CELE NTERADOS NO SE CONOCE MIT, DIT, Tay Ty
( MEDUSA )
MOLUSCOS PLANORBIS NO SE CONOCE MIT, DIT, T3y T4
ANNELIDOS POLIQUETOS NO SE CONOCE MIT, DIT, T3y T4
( NEREIS )
ARTROPODOS INSECTOS NO SE CONOCE

MIT, DIT.y T,

* En ninguna de ellas se hace referencia a la fijacién de yodo inorgénico por otros tejidos.




CUADRO 2

PRESEMCIA DE ENDOSTILO O DE GLANDULA TIROIDES, AS) COMO FIJACION DE YODO
INORGANICO EN PRECORDADQS v VERTEBRADOS

GLANDULA SINTESIS DE YODO »
SUBPHYLUM CLASE U OTROS TIROSINA Y YODO FIJACION DE YODO
TIRONINA INORGANICO

Hemicordados Balenoglosus Endostilo No se conoce Mo se conoce
Urocordado Ascideas Endostilo MIT, DIT, Tq ¥ T4 No se conoce
Cephaloeordados Amphioxo Endostilo MIT, DIT, T3y Ty No se conoce

v Ciclostomos Endostilo MIT, DIT, T3 ¥ T, Notocorda

L. Ammocoete

E Lamprea Tiroides MIT, DIT, 73 y T4 Motocordada, ovarios v

R lesticulo.

T Condrictios Tiroides MIT, DIT, T3 ¥ T4 Esltémogo, Branquias

Bilis
E
Csteictios Tiroldes y tejidos MIT, DIT, T3 ¥ Ty Yoduro plasmbtico; ovario,
B parotireideo fun-~ unién a prot, plasmétices
cionales fen migracién).

R Anfibios Tiroides MIT, DIT, 13 v T4 Qvarios 'y capas pigmen—~

A tadas de la piel

D Reptiles Tiroides MIT, DIT, T,y Ty Vejiga urinaria

o Aves Tiroides {2 ) MIT, DIT, T3 ¥ T'_s tNo se ronoce

S

Mamiferos Tiroides MIT, DIT, T3 v T4 Gléndulas salivales,




B.2. lnvertebrados. Enles periferos, ceienterados, turbelarios, nemer

tinos v nemiodos no existen glandulas epitelialas y las neurosecreciones son el -
Unico coordinador hormonal (20 ). Sin embargo se ho reporfudo que existen MIT

y DIT enlos celenterodos y poriferos.

Par otra parte, se ha visto que en algunos celenterados como es el ca

so de Aurelia aurifo (21, 22) el yodo es capaz de producir el proceso de estrobila

cién (el pblipo sésil se desarrolla hasta el estado de meduso, que es de vida libre).
Por métodos como la cromategrafia en papel, e hidrdlisis parcial, se encontrd for
macién y liberacidn de MIT, DIT y T3, sin encontrar indicios de T4‘cxl administrar
]25,; par o cual se postula que la Ty no es el agente responsable de la estrobila~

cibn en Aurelia curita, sin embargo, estos estudios se encuentran en contraposi

cidn con lo informado por Spangenberg (23 ), quien reporta la formacién de T3

YT4

el sitio anaidmico donde se realiza la biosintesis de &stos compuestos.

. En toda esta informacién no se encuentra ninguna referencia que indique

-

Anélidos; S? ha 2ncontrado TRH (20), asi como MIT, DIT, T3y T4 6).

Arttpodos; Medda y col. (31) ho reportado que cxisten Ty y Ty, sin
embargo Morris { 6 ) reporia haber encontrade MIT, DIT, asi como T4, pero sin ha
ber localizado a la T3,

Moluscos; Se han encontrado todoes los compuestos yodados; MIT, DIT,

T,y Ty @0, 6).
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B. 3. Precordados y Verinbrudos. En ascidins, amphioxus y en la larva

ammocoete de las lumpreas, se conventra une evagimacién de 1o faringe, ta cual

se le denoming endostilo o glénduta subfaringea. Figura 5.

El endostilo no contiene foliculos como la gléndula tiroides, sin embar
go es capaz de acumular y concentrar selectivamente.yodo radicactive (25, 32 ).
El yodo se liga en forma org&nica con tirosina para formar yodotironinas, Im:luyeg
do posiblemente pequefnas cantidades de tiroxina. Se ho observado que en la ~
larva ammocoete, en el momento de lo metamorfosis, el endostilo se separa de la

foringe y adguiere carocterfsticos de una glndula tiroides tipica.

Existen dos teorfas que explicon lo fijacién e hidrélisis de yodo en la

larva ommocoete (25 ):

1. la tiroglobulino se formo en el endostilo, y &ste lo libera hacia el in-
festino, donde posteriormente es hidrolizodo por enzimas intestinales .
En esta formo es como se lleva a cabo la obsorcién de la hormona por el
epitelio intestinal .

2. la tiroglobulina es hidrolizada en el endostilo y lo hormona es transpor-

tada por secreciones mucosas hocio el intestino en donde es absorbida,

En las lampreas macho, durante la migrocién, se encontrd gran canti-
dad de yode fijado a la notocorda, mientras que en las hembras, lo mayor cantidad

de yodo se encontrd en ef ovario. E!' yedo se acumula en las «élulos muy vacuola

tai e fa nofocordo y pormane

feeme voduro Tnorciinies,
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Tombifin sa cnconird un peda o porcenhiije de yvodurs fijodo a fas pro
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teinas y de yoduro plosmético y con una excrecidn del yodo minima (26 ).

Se ha encontrado que la captura de yodo por el endostilo (en larvas),
y por la firoides en adultos machos, es reducida, debido a que la mayor porcidn
es captoda por la notecorda, vy en las hembros por el ovario; ademés, que el volu-
men glandular es pequefio. Sin embargo la sintesis de hormonas es muy répido.
Ofra caracteristica que se ha observado es que en la larva existe més coptacién -

gue en el adulto, pero la sintesis es igual en ambos (26 ).

En los miximidos, la tiroides aparece como un surco en el fondo de la
faringe. En individuos de &ste grupo, se encontrd fijacidn de yodo extratiroideo

en la notocerda, ovario y una paqueina cantidad en el testiculo. (13, 26 ).

Elasmobranquios. La gléndulo tiroides es impar, situada delante de la

horquilla de las arterias branquiales aferentes, y tiene aspecto maciso (15 ). Exis

te fijacidn extratiroidea en las branquias y bilis.

Se ha encontrado, que éstos organismos poseen una bomba géstrica, la
cual acumula yoduros en el estdbmago, y por ésto, se le a nombrado como homéloga
a la que existe en los mamiferos, asimismo se ha visto que la distribucién de los -

yaduros sanguineos y plasméticos son similares a los encontrados en aves y mamife-

ros (13), )

Sz ha reportado que en ¢l embrién de tiburdn, el yodo penetra en la
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Morfologia del endostilo y gléndula tiroides en diferentes grupos ver
tebrados (1) Endostilo de la larva emmocoete, (2 ) Endostilo de
ascideas, (3 ) Tejido tiroideo en teleostecs, (4 ) Tiroides en lam-
preas, (5) Tiroides en elasmobranquios, ( 6) Tiroides en c:infibios,
{7 ) Tiroides en lacertilios, (8 ) Tiraides en quelonios, (9 ) Tirai~
des en ofidios, (10 ) Tiroides en aves, ( 1) Tiroides en roedores,

(12 ) Tiroides en bdvidos.




tiroides unidndase o “us cBlulas epiteliales, epare 1ol con tus primeras gotas de

coloide el yodo ergénico.

Se realizaron experimentos sobre la captacidn de yodo, sintesis y ex=
crocibn de hormonas en tiburores del Mediterréneo, y se observd que era muy len
ta comparada con los tiburones de! Atléntico. Esto es debido a la gran cantidad

de yodo presente en las branquias (26 ).

Teleosteos. La dgidndula tiroides puede encontrarse en diferentes re-
giones del organismo (13, 25 ):
1. Difusa a lo largo de la aorta ventral y aortas branquiales;
2. Concentrada en dos 16bulos situados a nivel de la arteria anterior;
3. En algunos cosos parte del tejido tiroideo abandona {a regidén faringea y

ocupan ofras partes del cuerpo, como son la cabeza y los riftones.

Este grupo de vertebrados presenta gran cantidad de captacién de yo-
do extratiroidea en el ovario (26 ). En las especies migratorias ( 33 ) se observa
una elevada fijacién de yoduros a proteinas plasméticas cuando comienza la mi-
gracidn, esto es debido al alto gasto metabdlico por nadar en contracorriente ,

En las especies que no migran, la secrecién de yodo depende de la temperatura
del medio ambiente; a temperaturas elevadas (24° C) es muy rdpida, y a tempera-

turas normales es generalmente lenta.

En los tejidos tiroideos funcionales (cobeza y rimones), la sTntesis de




las hormonas €5 més répida que en la misma gl@ndula.

En los peces marinos la fijacidn es menor que en los de ague dulce, sin em~
bargo &stos Gltimos acumulan yodoe inorgéinico en tejidos no glandulares, cuando
la temperatura ambiental es baja. El yodo inorgénico se acumula en gran canti-
dad vy sin recambio por algin riempo. Las concentraciones de MiT y DIT son las

més importantes y las de Tz y Ty s0n variables .

Se ha encontrado que cuando esté presente la T,, la relacién MIT y

DIT es igual, mientras que cuando se encuentra T3, existe més cantidad de DIT.

Peces pulmonados. La gléndula tiroides es bilobulada, con una fina
coneccién central por encima del aparato hioideo. E yoduro se acumula en los
ovocitos en pequefias cantidades y su excrecién es muy lenta; sin embargo la fija

cidn intratiroidea es muy répida.,

Se ha observado que en los peces en general es muy comin la hiper-
plasia tumoral de la gléndula, y se ha sugerido que probablemente se deba o una
base genética (26 ). Estos tumores se han llegado a encontrar en rifones, ven-
triculo, gléndulas coroideas del ojo, higado, cerebro y glandulas de la vejiga na

tatoria. FEs frecuente observar que con la edad aumente la incidencia de hiperpla

sia funcional .

Se cree que la funcibn de la tiroides es de osmorregulacién, ya que

los especies marines que inician la migracidn muesiran meyor actividad tiroidea.
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Anfibios. la glandulo tiroides estd dividida en dos porciones, las

cuales se encuentran anexas a los bordes del aparato hioideo (26 ). Ver figura 5..

Existe captacién de yoduros ¢n las capas més pigmentadas de la piel
y en el ovario que acumula cerca del 43% y es controlado por TSH. Con drogas
antitiroideas el yoduro es fijado, igual que en los tiburones en los misculos y su
excreciébn es muy lenta; se ha visto que en la tiroides se capta poco yodo, pero

este se utiliza casi Integramente en la sintesis de homonas (26 ).

Se ha observado que la hormona es necesaria para la caida de las ca
pas cbrneas y que intervienen en la metamorfosis de algunos anfibios (la extirpa~-
cién de la glGndula inhibz la metamorfosis, mientras que la administracién de Ty
la provoca o acelera). En particular en el ajolote americano de grandes altitudes,
el tratamienio con tiroxina desencadena lo transformacidn en adulto. Estos orga-
nismos, sin embarge conservan sus branquios y su aspecto neciénico durante toda

su vida (%, 32).

Reptiles. Los lacertilios tienen una gléndula tireides par, situada cer
ca de la frBquea. En ios quelonios, ofidios y cocodrilos existz un érgano impar

situado cerca del corazén (26, 27). Ver figura 5.

La acumulacién de yodo extratitoideo se ha estudiado solamente en
quelonios, observndose poca captacidn (27 ). La excrecidn depende del medio

donde se zncuenire el animal; en medios hOmedos es répida y en los secos es len-
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fa, debids o que estos compuestos son reabsorbidos nuevamente de la orina. Se
han encontrado MIT, DIT, T4 y pequeiias cantidades de Ty, La caplura en medio

seco as muy pequena y casi toda es transformada en T4.

En los reptiles en general, la muda depende de los secreciones tiroi-
deas, y existen evidencias que la ablacibén de la glandula favorece la caide de la
epidermis viejo en las serpientes, mientras que lo impide en los lagartos. La ac-
cibn de las hormonas tiroideas puede depender de la ternperatura, en las iguanas
no tienen efecto a los 24° C, pero si lo Henen a fos 30°C. En los lagartos la ti-

roides se activa més durante la época de reproduccién (27 ).

Aves. Poseen dos gl&ndulas tiroides situados a uno y otro lado de la
trdquea (fig. 5), cerca de la rafz de los bronquios. La forma y el color de las ~
plumas puede ser afectada por la secrecién tiroidea, Se cree que también estd
relacionada con la modificacibdn fisiolégica caracteristica de la poca de la mi-

gracién (27 ).

Mamiferos. La gléndula tiroides deriva de la faringe por una evaginag
aién veniral que forma.un corddn celular que daré origen a las vesiculas secretoras,
En los mamiferos se forma entre la primera y segunda bolsa branquiales y esté cons
tituida a menudo por dos |8bulos laterales reunidos por una banda transversal, de-
nominada "istmo", cuya amplitud es muy variable. Los I6bulos estén por lo gene

ral pegados lateralmente a la faringe y el istmo se extiende sobre la tréquea.

Como se muestra en el cuadro 3 digunos investigadores han medido la




CUANTIFICACION DE HORMONAS TIROIDEAS EN EL SUERD DE GANADO

CUNADRC T

BOVING ¥ CAPRING UTHLIZANDO DIFERENTES TECHNICAS

GANADO BOVINO

METODO T, TOTAL T3 REFERENC1A
e {ug/100 mi) (hg/ 100 mi)
PROTEIN BOUND 1ODINE
(PBI) Y CBPA 7.41 (15)
5.3 - (27)
DIALISIS Y CROMATO-
GRAFIA DE GAS - 149 (15)
4.5 230 (1)
RIA 7.0 - (29)
7.1+ 0.56 140 + 10 (30 )
GANADO CAPRINC
METODO T4 TOTAL REFERENCIA
Lg/100 ml)
PBI 5.8 (27)




CUADRQ 4

CUANTIFICACION RADIOINMUNOMETRICA DE HT EN FL SUERO
D GANADQO BOVIMNG

T4 TOTAL T3 LECHE TEMPERATURA REFEREINCIA
fug/ 100 mi) {ng/ 100 ml) Lt/dia ABIENTAL °C  BIBLIOGRAFICA
3.07 - buen productora - -

3.98 - mala productora - (4
4.22+0.18 138+ 8.0 3.4+ 1.4 18 ‘
5.18+0.16 157 + 9.0 17.0 + 1.2 18 e

5.32 -~ 30.0 15

6.32 - 21.3 15

6.78 - 12.3 15 (2)

4.84 - 28.6 30

6.22 - 20.4 30

7.7 - 1.5 30
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concentracién de los hormonas tiroideas circulantes en gonado bovine y caprino,
utilizando diferentes métodas. Se puede observar que la cifra promedio de Ty
difiere considerablemente dependiendo del método, pero ésta variacidn persiste

abn utilizando procedimientos de RIA,

Son pocos los autores que uvtilizando el radioinmunoanélisis toman en
cuenta la produccién léctea y/o la temperatura ambiental . En el cuadro 4 se re

sume esta informacibn.

Hoy que hacer &nfasis en que las hormonas tiroideas no son las Gnicas
que infervienen en el proceso de lactogénesis y lactacidn. En la figura 6 se ilus=-
tran las relaciones enddcrinas de algunas hormonas que intervienen en este proce~

SO,




CONDUCTOS )| - ESTROGENOS
ATROFICOS
H. TIROIDEAS

W~ H,. CRECIMIENTO

~ CORTICOESTEROIDES

SECRECION CRECIMIENTO
LACTEA DUGTAL
™)
- ~ ESTROGENOS +
PROLACTINA PROGESTERNNA
- CORTICOESTEROIDES — PROLACTINA
7 — H.CRECIMIENTO
~INSULINA ~ CORTICOESTEROIDES
~ INSULINA

H. TIROIDEAS

CRECIMIENTO
LOBULO - ALVEOLAR

* MODIFICADO DE LYONS,W.R.PROC.R.SOC. B,149:303 (i958)

FIGURA 6. Homonas involucradas en fa mamogénesis y lociogdnesis de mami-

feros.
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li. RADIOINMUNOANALISIS
A, Aspectns Generules y Antecedentes,

Diversas técnicas desarrolladas en otras &reas de la fisiologla y de la

bioquimica, se han aplicado al estudio de los sistemas endbcrinos {6 ).

Uno de los primeros métodos utilizades, al cual se le denomina: Téc-
nica Clésica, consiste (en terminos generales), en la extirpacién-reimplantacidén
de la posible gléndula, o en la inyeccién de los extractos preparados de ésta mis-
ma; "cuantificando” los efectos producidos, simplemente por medio de la observa~

cién.

. Posteriormente se desarrollaron iécnicas més avanzadas, como es el
caso del Bioensayo; el cual se basa en la respuesta fisiolégica de los organismos
completos, en los tejidos o en grupos celulqres, producidos por la inyeccibn de
compuestos ya purificados y en concentraciones conocidus. Este método presenta
una gran desventaja, ya que la variacién de la respuesta producida de un organis-

ma a otro es muy grande, dando como resul tado ser inespacifica y poco sensible .

A fines de la década de los 40's, un isdtopo del yodo (el ]3]|) empe
zb a utilizarse para el tratamiento de la tirotoxicosis y se empleaba la técnica de
electroforesis de zona para estudiar la unién de la 131j~tiroxina enddgena a las
proteinas séricas sintetizada en la riroic'ies de los pacientes tratados con este isé

topo. Se encontrd que la mayor parte de la T4 del suero (sea enddgena o exbgena),




normalmente se une a una proteinag especitica: la TBG y el remanente se une a

la albOmine . Sin embargo también se observé que cuando existfan cantidades re
lativamente grandes de tiroxina en el suero, la TBG era "saturada" y el exceso
de T4 se unia a la albbmina. La proporcién entre la cantidad de firoxina unida

a la TBG y la unida a la albbmina era, por lo tanto, inversamente proporcional

a la cantidad total de tiroxina presente en el suero. Con &ste conocimienio, se
necesitaron unas cuantas modificacionss para desarrollar un método electrofordti
co simple y especifico para medir la concentracién de tiroxina en muestras de sue
ro. Este método fuk utilizado para medir otras sustancias, para las cuales se podia
obtener una proteina especifica a la que se pudiera unir la sustancia en estudio;

a ésta tenica se le denomind Anélisis de Saturacién o Uni6p Protéica Competiti
va ( CPBA). El refinomiento de &sta técnica did origen a la técnica de Radioin

munoanglisis (RIA) (34 ).
B. Principios del Radioinmunoandlisis

B. 1. Aspectos Fisicoquimicos. El RIA, es una t6cnica de andlisis fisico~

quimico, que deriva del CPBA, estableciendo en 1960 por Ekins (35) y modificado

posteriormente por Berson y Yalow (36 ).

El término de RIA, se emplea para designar de manera genérica a las
técnicas que utilizon anticuerpos (Ac ) como proteinas receptoras. El proceso se
rige por lo ley de accibén de masas y, dependiendo de la naturaleza quimica del

elemento saturable se denomina a éstas tBcnicas como: CPBA, REA (ensayo radioen
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zimético) y RRA (an&lisis de radiorreceptores ). Ademd&s, estos procedimientos
tienan como comOn denominador el empleo de antigeno o su equivalente radioac
tivo; y el principio fundamental en todas es el mismo (37, 38 ). Este principio
se basa en la reactividad entre un anticuerpo ( Ac ), cuya concentracibn fija en
el sistema limita el nGmero de sitios de acoplamiento: por los que compiten: ef
antigeno radioactivo (Ag'), presente en conceniraciones limitadas y escasa masa,
y el antigeno no marcado ( Ag ) que se agrega en cantidades conocidas (puntos -
de la curva estéindar) y en cantidodes desconocidas (muestras problema). Asi o
medida que se incrementa la conceniracidn del antigeno no marcado, disminuye
la posibilidad de que el antigeno radioactivo se acople al anticuerpo y forme el
complejo Ag'-Ac, siendo cada vez mayor la proporcibn de complejos Ag-Ac
formados, lo que da lugar a una menor cantidad de radicactividad medible en el

complejo.

B. 2. Bases Cinéticos del RIA. Lo ley de accibn de masas establece que

las velocidades de reaccidn son proporcionales a los productos de las concentracio
nes activas de los reactantes elevadas a una potencia igual a su coeficiente en la

ecuacidn balanceada de la reaccibn.

Para la reaccidén general Ag-Ac en el equilibrio i la relacibn es -

mol a mol) se tiene lo siguiente:
Ag + Ac TT5T Ag-Ac

lLa velocidad e la derecha:
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v = Lao] [ae ]

y la velocidad hacia la izquierda:
R2 ~ L Ag-Ac z

En donde [ _J significan conceniraciones en moles/ litro,

y el @ significa proporcionalidad .,

Para convertirlas en ecuaciones se introducen constantes de veloci-
dad K, y KZ’ las cuales representan los efectos de la naturaleza de los reactantes,
catalizadores, temperatura y otros factores, con excepcidn de las concentraciones,

las cuales afectan la velocidad de la reaccidn,

=k [ag] [ac]

R, =K, [Ag—Ac]

Puesio que en equilibrio R

Y R2 son iguales y dos cantidades iguales

a una tercera, son iguales entre si, se puede decir:

<, LAgf[Ac] = Ky [Ag-ac ]
Pasando todas las constontes a un lado y todas los variobles del otro
K]/K2 = l: Ag-Ac J / [Ag] [Ac]

Yo que la relacién enire dos constantes es a su vez otra constante la

relacidn K} / K=K, por tanto tfenemos:
Z




[ra][Ae]

Esta s la constante de equilibrio en el coso de una reaceidn inmu-

nolégica Ag-Ac y fundamenta la cinética del RIA.

Ya que la reaccidn alcanza el equilibrio, se definen las constantes

de equilibrio:

K {ag]lac] - [Ag-Ac]

e

Lo relocién del Ag Onido y el Ag libre en equilibrio:

U/L = [Ag=Ac | / [Ag ]

Suponemos que las constantes de equilibrio pora los Ag', asi como

los esténdores y problemas son iguales.

Bajo las condiciones del RIA, los componentes Ag v Ac estan relacio

nodos a la constante de equilibric observado:
T A .
[AgJ = [Agl - Ag—-AcJ

en donde Agi es la concentracién inicial del Ag, y por tanto:

I

[Ac] = [Aci - Ag-Ac]
en donde Aci es la concentracidn inicial del Ac.

Por esto la relacién entre el Ag libre y Ag unido es:




UL JAg-Ac | 0 " - Ag-Ac]

U/ o+ {Agi -~ Ag~Ac } [Ag-—ch

o

i~ ! 1 /
[Ag-Ac| <[ Aai| UL /L)

Combinando las ecuaciones tenemos:

/ ) ] ‘ L N\
K, ( [Agi | - M_/_L) f Aci - [Agi] U/L)-*-' [Agi {u/L
N /=) N\ W) ) /L)

2
/L o+ UL [1 TR Agi-—KeAci] - K_Aci=0

Esto nos represento la ecuacidn de una hipérbola. La relacién entre
U/L y la concentracién del Ag se describe en la fig. 7 que se aproxima la asinto=-

ta y cuya pendiente es =K .

e

Si se sufre un cambio en la relacién U/L, este es proporcional a un
cambio en la concentracién del Ag unido, siendo la constante de proporcionali-

dad - K,

La relocién del Ac unido al Ag' disminuye a medida que la concentra
cién de antigeno nc marcado aumenta. Los cambios en la relacién U/L son mayo-

res cuando la concentracidn del Ag es pequeisa comparada con la concentracién -

del Ac.
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FIGURA 7. Relacién enire U/L y la conceniracién de la tormona.



B. 3. Para que &stu metodologia sea mas eficient2, se deben de conside~-

rar los siguientes puntos. 1. La dilucién final del Ac debe ser tal, que permita

unir de un 30 a 50% de Ag' en ausencia del Ag no marcado . 2. El comportamien
to del Ag (de la curve esténdar) y el Ag (contenido en las muestras problema), de-
ben ser semejantes. Es decir, que deben ser capaces de competir con la misma efi
cacia por el sitio de unidn del Ac, e impedir la unidn del Ag' al Ac y por lo tan-
to, la formacién del complejo (Ag'~Ac). 3. Después de poner en contacto a fos
reactantes, se dejon en incubaciédn paro que se lleve a cabo la reaccibn. Aun-
que &sta puede realizarse a temperatura ambiente, es preferible hacer la incuba--
cion o 4° C, durante 24 horas; ésto es con el objetivo de tener mayor ofinidad y
estabilidad de la reaccibn. 4. Después de la incubacién se agrega una sustan-
cia que separe a los complejos Ag-Ac y Ag'~Ac (Fraccidn unida) de la frac

cidén que no se unié al Ac (fraccién libre) Sptimamente .
C. Metodologia

El RIA requiere de la obtencién, purificacién y radiomarcaje del an
tigeno que se desea medir; asi como de la induccidn de anticuerpos especiFicos
para dicho antigeno, ademés de la disponibilidad de un buen método de separa~

cién de las fracciones obtenidas.

C. 1. Radiomarcaje del Antigeno. Los principales requisitos y objetivos

de un buen marcaje del antigeno son:

~ Obtencibn y preparacién de un antigeno altamente purificado para que pueda
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ser marcado §in p2rocr sus propicdades inmunoldgicas .
- Que se logre suficienfe actividad especifica para detectarlo (a.e .= radioacti-
vidod/masa) aln ofadiéndolo en el siskema con ¢l minimo de masa (idealmente

entre 5 000 a 20 000 cuentas por minuto, y menos de 100 picogramos por tubo).

Los lincamientos generales para la yodacion de hormonas peptidicas
(segln el método de Greenwood v Hunter: (37 ) son los siguientes: Este método se |
nasa en que la mayorfa de las hormonas peptidicas contienen generalmente uno o
m&s residuos tirosilo, los cuales pueden marcarse mediante una reaccibn de oxida
cién, y asi introducir &tomos de niclidos de yodo (125 & 131;). En fa reaccibn
de radioyodacién es importante que el yodo radioactivo esté presente como yoduro,
que la solucibn esté en un pH neutro y que la preparacién radicactiva resulfante -
tenga una actividad especitica alta con buena estabilidad y que produzca inmuno-

meactividad inalterada.,

La oxidacidn del yoduro de sodio marcado se lleva ¢ cabo usando un
exceso de cloramina T; tanto el tiempo como lu cantidad de agente oxidante deben
ser limitados, con el objeto de no daiar a la proteina. La reaccidn se detiene con
un exceso de me tabisulfito de sodio. Para disminuir el dafo potencial causado por
el isbtopo, cloramina T o el metabisulfito, el antigeno marcade debe separarse del
antigeno no marcado y/o degradado, de las sales, y del material isotSpico que no
reacciond. Esto generalmente se logra filirando a través de mairices inertes tipo

sephadex, que en funcidn del peso molecular de las productos, permite su separa




C. 7. Obtencién de Anticuerpos. El método general para la inducridn

de anticuerpos, llamado inmunizacidn, se efectba iroculando el antigeno (que -
pusde ser la hormona pura o un extracto natural de lo misma ) a alguna especie

animal (conejo, cuyo, carnero, etc.), que sea diferente de la que se obtuvo el

”*
antigeno.

En algunos casos el Ag se mezcla antes de inocularse con adyuvante

de Freund (mezcla de aceite mineral, ceras y bacilos de Mycobacterium tubsrculo-

sis muertos ) con el objeto de aumentar y prolongar la respuesta antigénica.

Cuando las moléculas son demasiado pequefas para inducir la forma-
cibn de anticuerpos, deben ser tratadas como haptenos, es decir, deben ser aco-

pladas a moléculas acarreadoras como profeinas o polipéptidos sintéticos.

La dilucidn dptima del anticuverpo, se determina por un ensayo espe-

cffico en el cual se mide la unidén del Ag al Ac en diversas diluciones, siendo la

més apropiada, aquella donde aproximadamente la mitad del Ag marcado se une al

anticuemo .

C. 3. Separacibn de las Fracciones Unida y Libre, Existen diversos méto-

dos de separacidn, los dos m&s usados son: El carbbn cubierto con dextranos para
adsorber estructuras can pesos moleculares menores de 5 000, y el método del se-

gundo anticuerpo, que utiliza antiglobulina gamma de conejo, obtenida general-




mente de ovejas. Los métodos de seporacidén deben reunir ciertas cualidades, co-
ma: a. Laseparacidn completa de las fracciones unida y libre; b. Un volumen que
pueda ser manejado facilmentn:; ¢, La rapidez de la separacién de las dos fraccio-

nes (U y L) yd. Qus sea costeable.

C. 4. Represontacidn Grdfica.  Existen diversos tipos de representaciones

graficas, todas elias confiables y Gtiles. Aqui solamente describiremos el grafica-

do basado en 9% U/T el cuol se realiza:

Cuentas del sobrenadante = cuentas unidas (fraccidn unida)
Cuentuas del precipitado = cuentas libres (fraccién libre)

Dafo = unién inespecilica  cuentas sobrenadante X100 -
cuentas sobrenadante - cuentas del pp.

% U/T = cuentas sobrenadante - dafo X 100
cuentas totales ~ dafo

El % U/T, se grafica en la ordenada y las diferentes concentracio-
nes de hormona (puntos de la curva esténdar ), en la abscisa, utilizando papel mi
liméirico o semilogaritmico. Los valores de los problemas se interpolan en los de

la curva esiandar paro establecer lo concentracidn homonal en las muestra proble

ma.

D. Estandarizacidén y Control de Calidad del RIA

Para lograr la estandarizecidn y un buen control de calidad esta téc

nica, se requiere cumplir los siguientes requisitos:
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2. .. Frecision. be define 2omo la capacidad def siskema para distinguir

entre dos concentraciones de anifgeno en cualquier posicidn de fa curva estfindar
o de inhibicidn. Se valora cuantifoativamente por medio del coeficiente de varia
cién CV - $/X; en donde S = a lu desviacion estondar y X = al promedio de las

mediciones,

L. 2, Sensibilidad. Es ia cantidod més pequeita de anligeno no mar-
cado que puede ser detoctado. Lo sensibilidad méxima depende de lo ofinidad del

anficuerpo y se obtient cuando la concentracidn del antigeno marcado es insigni-

ficante y la concentracidn del antigeno no marcado se aproxima a cero.,

Una de las ventujos del RIA, es la alta sensibilidad que resulta de la
interaccién del Ag-Ac, y hace posible medir concentraciones de antigeno muy pe

que s,

D. 3. Especificidad. Es el grado de interferencia creado por ofras sustan—

cias que sean diferentes a la que se desea medir. La especificidad del anticuerpo
para el antigeno se encuenira influenciada por la heterogeneidad de anticuerpos -
especiticos, reactividad cruzada con antigenos similares o mol&culas que puedan

ocupar los sitios inmunorreactivos, y la interferencia de la reaccidn debida al ba

jo peso molecular del material que altero el medio o las condiciones de la reaccién.

La heterogeneidad significa que un antigeno induciré la formacion
de varios tipos de anticuerpos, también se refiere al ndmero y local izacién de si-

tios de unidn en un anticuerpo particular. El antigeno se combina con los anticuer




pos de ocueran con su mspeciiva constanie de oul’ '

La reactividad cruzecda se refiere, por ejemplo, a hormona que com
porten determinantes antigénicos en una de sus cadenas; como puede ser el caso -
de tas hormonas adenohipofisiarias: hormona estimulanie del féliculo (F3H), lutei~
nizante (LH) y estimulante del tiroides (TSH). Por ésto es recomendable purificar
las muestras de plasma, suero, orino o adsorber los Ac que cruzan, y con ésto evi-

tar la reactividod cruzada.

Lo interferencia de factores no especificos presentes en los fluldos
bioldgicos modifican lo velocidad de la reaccién; otros factores camo el pH, urea,
fuerza i6nica, temperatura elevada y naturalezo quimica del medio amortiguador

usado pora la incubacidn pueden afectar la reaccidn.

D. 4. Exactitud. Es el grado en el cual lo medicién de una sustancia -

coincide con el valor de la medicidn esténdar. Para poder evaluarlo, se comparan
los resultados obtenidos en un némero (estadisticamente aceptable) de ensayos seme

jantes .

D. 5. Reproducibilidad. Se basa en la variacién intra-ensayo y en la va

riacidn inter-ensayo. Esto se [ogra minimizando las variables usadas en los ensa~

yos .

Los requisitos para obtener un buen conirol e calidad son: 1. Cuan

tificacién de la unidn inespecifica o daio; 2. La pendiente de la curvo esténdar
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a una concenlracién cero del Ag y el 50% del punto de inhibicidn; 3. La dosis
de esténdar en el 50 % del punto de inhibicién. 4. La variacién intra-ensayo y

3. La variacién inter-ensayo.
£. Radioinmunoan&lisis de Hormonas Tiroideas.

E. 1. Antecedentes. En 1963 Murphy y Patte, desarrollaron el primer mé

todo de CPBA, para la cuantificacién de tiroxina plasmética, empleando como sus-
trato de unidn a la globulina transportadora de tiroxina, éste método con algunas -
modificaciones es usado hasta la fecha, sin embargo por presentar los inconvenien-
tes de una gran pérdida de material en el proceso de extraccidén y la relativa y es-
casa capacidad de unién del material saturable, &sta técnica resulta poco sensible

e inespecifica (40 ).

Mas tarde en los afios 70's, Chopra y colaboradores ( 38) lograron ob
tener anticuerpos especificos de tiroxina y desarrollaron el método del RIA para la
cuantificacién de dicha hormona. Posteriormente y baséndose en los resul tados de
Chopra y colaboradores, Beltrén y col. (3%), en 1973, implementaron un método

semejante que permitié cuantificar los niveles de tiroxina total en forma directa,

Sin embargo, el desarrollo de un método de RIA para la cuantificacién
de los niveles séricos de triyodotironina (T3), es adn mé&s reciente (Gharib y col . )
en 1971 y posteriormente en 1972 Gharib y Wahner. Esto es de mucha utilidad, ya

que ayudd a precisar la existencia def cuadro clfnico de ia "Toxicosis por T3".
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(Hollander y col. 1972) v que tul vez, permita establecer en forma répida el diag

ndstico de hipo e hipertiroidismo (Rios y col . 1973; Hollander y col. 1971).

E. 2. Radioinmunoanélisis en Mamiferos. Como ya se menciond anterior

mente, el RIA ha sido utilizado para la cuantificacidn hormonal principalmente -
en el hombre, el primer RIA para hormonas tiroideas de equinos fué establecido por
Irvine (28 ), el cual posteriormente se modificd para la cuantificacién en ovinos,

bovinos y caninos.

Irvine en 1980, r2alizb un estudio comparativo de cuantificacién de
hormonas tiroideas con diferentes métodos y con diferentes grupos de momiferos -
(equinos, bo;finos, ovinos, caprinos y el hombre),. ancontrando que el RIA es el
método més especifico y reproducible hasta ahora. También observé, al igual que
otros autores ( 41 ) que para llevorse a cabo una buenc medicién de dicha hormo-
na, es necesario utilizar el suero homdlogo hipotiroideo de cada especie para la
curva estdndar, debido a que las variaciones ocasionadas por los componentes del

suero pueden falsear los resul tados obtenidos.

El suero hipotiroideo puede ser obtenido al agregar una proporcién
de 5g. de carbdn por cada 10 ml.de suero, a un "pool " de sueros de la misma espe
cie, colocéndolo en agitacién durante 24 horas a una temperatura de 4° C, E| -
principio de &sta separacidn se basa en que el carbdn adsorbe las estructuras con pe
so molecular menor de 5 000; posteriormente se separa el carbdn del suero (por me

dio de centrifugacién). El suero obtenido es procesado, para confirmar la ausen-

cia de Hormonas Tiroideas.




115 . MATERIAL Y METODO
A, Material

A. 1. Material Bioldgico. Se obiuvieron 210 muestras de suero de ganado

Holstein (hembras) a las cuales se les muestred en dos diferentes periodos del ao:
mayo y octubre . Mantenidas con una alimentacién semiestabulado y con una pro-

duccibn lGctea variable, adem@s de encontrarse en diferentes estadios de gestacién.,

Este material fué obtenido gracias a lo colaboracién del Maestro en
Veterinaria y Zootecnia José Luis Solis, el cual es colaborador dei Colegio Supe=

rior de Agricultura Tropical de la S.,A.G., ubicado en Cérdenas, Tabasco.

Se obtuvieron 50 muestras de suero de ganado caprino (hembras), de
diferentes razas: Alpina, Granadina, Toggenbeer, Saarer y Nubia, siendo la ali
mentacién estabulada y encontrGndose en diferentes estadios de gestacién y con -

una produccidn l&ctea variable .

Estas muestras fueron obtenidas del Centro Caprino de Tlahualilo,
Durango de la S.A,R.H. gracias a la colaboracidén de la maestra en Veterinaria

y Zootecnia Guadalupe Reyes Rivera.

La clasificacién biolégica de bovinos y caprinos es la siguiente:




Bovinoes
FILO: Chordaio
SUBFILO: Vertebrata
CLASE: Momalia
SUBCLASE: Theria
INFRACLASE: Eutheric
ORDEN: Artiodactyle
SUBORDEN: Rumiantia
INFRAORDEN: Pecora

FAMILIA: Bovidoe

Condiciones Experimentales .

Ganado Bovino:

Alimentocidn: Semiestobulada

Peso: 350 kg. oproximadumente
Sexo: Hembras

Edad: 3 a 5 afos

Zona Geogréfica: Cardenas, Tabasco
Clima:

Mayo:
Temperatura maxima 42°C

Humedad ambiental alta

Caprines
FILG: Chordata
SUBFILO: Vertebratfa
CLASE: Mamalia
SUBCLASE: Theria
INFRACLASE: Eutheria
ORDEN: Artiodactyla
SUBORDEN: Rumiantia
INFRAORDEN: Pecora

FAMILIA: Bovidae

Precipitacidn pluvial regular alta




Fotoperiodo mdximo

Forraje suficiente en calidad y cantidad.
Octubre:

Temperatura méxima 36° C

Humedad ambiental alto

Precipitacién pluvial méxima

Fotoperiodo regular

Forraje suficiente en cantidad, pero no en calidad,

El estres nutricional en el mes de octubre se anula porque es ganado semiestabulado .

Ganado Caprino:

Alimentacién: Estabulada

Peso: 35 kg. aproximadamente

Edad: 3 o 5 afios

Sexo: Hembras

Zona Geogréfica: Tlahualilo, Durango

Clima: Calido seco, Temperatura de 12 a 22°C.

A.2 . Material Quimico.

Reactivos:
Tris (hidroximetil) aminometano (tris). R.A.

Sal disdédica de eido (etilendinitrilo) tetracético (Napy EDTA)




Tiroxina (sal sddica)

Triyodotironina (sal sddico)

Acido B-anilino~1-naftalensulfénico (ANS)
Acido clorhidrico concentrado

Carbdn octivado (Morit A)

Dextrén, grado clinico (P.M. 83 300)
Alcohol etilico

125/ -tiroxino

125;~triiodotironina

Suero inmune anli-tiroxina (conejo)

Suero inmune anti~trijodotironina (conejo)

Sueros controles hipotiroideos de ambas especies
56|Ucior\es:

Solucién amortiguadoro de Tris-HCI 0.05 M, pH 8.6 (Tris=HCl)

Solucidn Na, EDTA al 0.6 % en amortiguador Tris-HCl (solucidn de trabajo)
Solucién madre de tiroxina. (100 mg/100 ml)

Solucidn de 125 -tiroxino (NEN)

Solucién de 125 -Triyodotironina (NEN)

Solucién madre de Triyodotironina (10 mg/100 m!)

Solucidn de suero inmune anti-tiroxina

Solucién de suero inmune anti-triyodotironina

[}
L




Suspensién de Carbdn -Dexiran (0.5/0.5 g)/ 100 mi. de Tris-HCl

A. 3. Material de Cristal y Aparatos,

Tubos de ensayo de 12 x 75 mm.

Tubos de ensayo de 18 x 150 mm.

Pipetas de 10 ml, 5ml. y 1 ml.

Matraces aforados de 100 m! .

Probetas de 100 ml .

Probetas de 25 mi.

Pipetas de micromedicién ( Backton ~ Dickson) de 1 a 200 ul.
Puntas de plastico para pipeta de micromedicién
Jeringas de medicién de 0.1 ml, (Hamilton)
Micropipeta automética (Micromedic)

Agitador mecénico excéntrico (Vortex)
Agitador magnético con barra magnética

Vasos de precipitado de 100 ml.

Vasos de precipitado de 250 ml.

Centrifuga refrigerada

Contador de centelleo para radiaciones gamma.
Pape! parafilm

Gradillas.
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. Método

La técnica usada para ta determinacidn de tiroxina sérica total en es

tas 2 especies de bdvidos, es uno modificacidn de la establecida por M. Beltrén y

—_—~

col . (39 ).

Las modificaciones se realizaron principalmente con el objeto de al-
canzar mayor precision vy sensibilidad, asi como un chorro en los reactivos., Las

modificaciones fueron las siguientes:

B. 1. Curva esténdar:  Se disei’d para cubrir un intervalo de 0.025a 0.41

ng/100 ul. El intervalo original es de 0.25 a 2.5 ng/100 ul. informes previos in
dicaron que el valor promedio en estos animales es de 0.65 ng por 100 ul. Con el
propdsito de ahorrar reactivos, el suero problema se diluyd con suero homélogo hi-
potiroideo en relacién 1:4, que presenta segln lo esperado la zona més sensible

de nuestra curva estdndar.,

B. 2. Concentracion Empleada de Antigeno Marcado: Bl método original

emplea 25 pg en un volumen final de 500 ul. En el caso presente se redujo a

7 pg en un volumen final de 350 ul. Se selecciond esta contidad de 125)-Tiroxina,
debido a que observaciones empiricas en este laboratorio indican que la masa ra~
dioactiva debe corresponder a una tercera parte de la concentracidn més pequeiia

de Ty del estdndar para obtener un efecto significative en el andlisis.,

J




B. 3, Empleo de Anticuerpo. Fara obtener un mejor control de calidad del

métoda, es conveniente trabajar todas las muestras problema con un mismo lote de
Ac. Con las modificaciones anteriores, logramos reducir lacantidadde Ac utiliza

do a una dilucién de 1:300, que nos permitir& analizar todas las muestras con el

mismo lote ,
C. Metodologia

C. 1. Titulacidn del Anticuerpo. De acuerdo a lo seialado con los princi-

pios bésicos del RIA, la dilucidn tebricamente Gtil, es aquella que une del 30 al

50% de lo cantidad de marca radiooctiva.

El anélisis se efectud de la siguiente manera.
S= probé el anticuerpo a diferentes diluciones ( 1:50, 1:100, 1:200,
1:250 y 1:300 ) en Tris=HCl. Colocando en cada tubo:
1). Dilucién del Ac. correspondiente (100 ul)
2). Solucibn de T4 marcada (7 pg/100 ul+ ANS 0.3 mg/100 ul).
3). Suero hipotiroideo { 10 ul)

4). Solucibén amortiguadora EDTA) para completar 350 ul .

Todos los ensayos se realizaron colocando tubos de dafo y cero, efec

tudndose por friplicado (ver técnica).

Las diluciones que cumplieron los requisitos anteriores fueron: 1:200

1:250 y 1:300.




Posteriormente se unalizéd la sensibilidad de las diluciones del Ac.
escogidas a concentraciones variables de T4 (estandares), para cubrir el infervalo

de concentracidn deseado colocando en cada tubo:

1) Dilucidn del Ac. correspondiente (100 ut )

2) Dilucién de T4'+ ANS (100 ul).

3) Suvero hipoﬁroic.ieo (10 ul)

4) Conceniracicres variables de T4 (estandares) (100 ul )

5) Solucidn cmortigfsodora EDTA. para completar 350 ul,

La figura 1 muestra las curvas obtenidas de este andlisis de acuerdo a
los criterios anteriormente estipulados, la dilucidn éptima del Ac. en las condicio

nes descritas fué la de 1:300.

De acuverda a lo antferior el sistema del RIA quedd establecido en las

siguientfes condiciones:

- Volumen total 350 ul.
- T4' 7 pg 0.3 mg de ANS 100 ul .
~ Estdndares (intervalo 0.025 a 0.41 ng). 100 ul.
~ Ac a dilucién 1:300 100 ul.
- Suero hipotiroideo homdlogo 10 0l.

~ Solucién amortiguadora EDTA , (Para completar) 350 ul .

Las condiciones fisico~quimicas, asi como el método de separacidn,




se realizaron de la misma manera que en la técnica original,

Para la determinacidn de friyodotironina (T3), se utilizd el método
de RIA establecido en la Clinica de Tiroides para cuantificacién en humanos. Es-

te métoda reune las siguientes condiciones (4 2 )

~ Volumen total 500 ul.
- T3' 17.2 pg/100 ul + 0.3 mg de ANS 100 ul.
- Estndares (intervalo 50 a 1000 pg.) 100 ol.
- Ac. a la dilucién 1:3000 100 ul.
- Svero hipotiroideo homélogo 25 ul.

Solucidn amortiguadora EDTA para completar 500 ul.

La incubacidn de los reactivos es de 72 horas y el método de separa-

cidn es el mismo (carbdn-dextrén al 0.5 %).

C. 2. Preparacién de Muestras: Se toman por puncibén venosa o arterial 10

ml. de sangre, se deja coagular y se cenirifuga a temperatura ambiente a 2000 rpm
durante 15 min,; posteriormente se separa el suero y se guarda a 4° C hasta el mo~

menfo de su andlisis. El volumen minimo de suero para el andlisis es de 0.1 ml,

C. 3. Preparacién de Soluciones Esténdar. A partir de la solucidn madre de

tirexina (110 mg/100 ml) se preparan los estdndares necesarios para la curva de des
plazamiento; que en este caso son: 0.025, 0,051, 0.10, 0.21 y 0.41 ng/100 u!l,

Las diluciones se realizan con Tris-HCl,




Lo preparacién de los est@ndares para el RIA de T, se realizan de
lo misma manera para cubrir e! intervalo: 50, 100, 20G, 300, 500 y 1000 pg/100ul,

a partir de la solucidn madre de 10 mg/100 mi .

C.4. Preparacién de lus Soluciones 125/~ tiroxina y 125,~triyodotironina.

Conocido lo actividad especitica v la concentracién del isdtopo radioactiva, se
toma ¢! volumen deferminado de éste, afor&ndalo con Tris~HCI para abtener las

concentraciones: 7 pg/100 ul. en el caso de T4y 17.2 pg/100 ul. en el coso de

l3 .

Al momento de usarse se adicianan 30 mg de ANS por cada 10 ml de
la solucién radiaactiva. EI ANS actia como agente bloqueador de las protefnas

séricas con afinidad a las hormonas tiroideas.

Unao vez preparadas las muestras y las soluciones esténdar, se llevan
a temperatura ambiente los siguientes reactivas:
Solucién de trabajo Tris~HCI-EDTA,
Salucién de 125/~tiroxina o 125 ~triyodotironina (segln ¢l caso).

Salucidn de Ac a la dilucién apropiada.

Sueros hipotiroideos confroles.

P D. Realizacién del RIA

D. 1. Terminologia utilizada en el RIA,

Dafo; Unidn inespecifica.
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Cero; £s el porcenpaje de unidn del anligeno marendo al anticuerpo.
Curver Esténdar: Es el iniervalo de concentraciones conocidas de antigeno no

marcudo, con el cual se elabora la curva de desplazamiento.
Problemas: Es el conjunto de muestras que se desean medir.

En el RIA se realiza el dofo, el cero y la curva estandar por tripli-
cado y las muestras problema por duplicado en tubos numerados de 12 x 75 mm ., adi
cionando los reactivos con pipetas Oxford o con la micropipeta automética, d= -

acuerds con el protocolo siguiente:

TUBO AC. STD. S.HIPO., S.PROB. BUFFER Ag'
Danio - - 5i - si si
Cero si - si - si si
Cva.

Std. si si si - si si
Prob. si - - si si si

D. 2. Separacién de las Fracciones Unida (U) y Libre (L). Llevada a cabo

la reaccién inmunolégica (24 hrs.), se procede a separar las fracciones U y L me=

diante la adsorcién de ésta Gltima a una mezclo de Carbén-Dextrén (0.5 g/0.5 g)
en 100 ml de TRIS-HCI,

La suspensidn se mantiene en agitacidn constante y se afade 1 ml. a
cada tubo: se agitan en el vortex dos o tres segundos y posteriormente se incuban a
4°C durante 20 min. se centrifugan a 2500 rpm durante 30 min., se decanta el so~-

brenadante y se colocan en el contador de centelleo ajustado al voltaje de méxima
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pués el precipitado (L ) de cado unc de los tubos.

0.3, Célculos, Al término del conteo, se calcula el porcentaje de unién

de los tubos de Dafio, que se descontard al porcentaje de unidn de los tubos de ~

Cero Cva. Std. y Problemas. Este céicule se realiza de la siguiente manera:

cpm en U (sobrenadante)

cpmen U+ cpmen L (pp.) % Dapmo.

Para el célculo del porcentaje de unién de la curva esténdar y pro-

blemas, se utiliza la siguiente férmula:

cpm en U % Dafic = % U/T.
cpmenl +epmen L

Graficodo:

Una vez obtenidos los procentajes de unidn para e curva estandar y
los problemas, se procede a graficar la curva estdndar enr papel semi-log., colo-

cando en el eje de las ordenadas el porcentaje de unidn y en el de las abscisas la

concentracidn de los estandares,

- Lalectura de los problemas se realiza inferpolando sus porcentajes de
unidn partiendo de las ordenadas y localizando el punio de interseccidn con la -
curva estindar y leyendo la correspondencia de concentracién en el eje de las abs

cisas,




Métodos Estadisticos:

Los resul tados se analizaron mediante 2 pruebas estadisticas:
a) Comparacidn intra y/o inter grupos, se utilizd la prueba t de student,
tomando como nivel de significancia p= < 0.05.
b) Correlaciones entre las diferentes variables analizadas, se usé la prueba

"~

de coeficiente de correlacién "r ", conunap < 0.05,




PV, RESUILTADQS

8, Voalidacisn del Ris

Yoma se mostrd en fa seccidn (i, el sistema RIA empleado en &sta
tesis, utiliza ei enticuerpo en dilucion 1:300, con o cual la sensibilidad del pro
cadimiento permite detecciones en el infzrvalo de conceniracidn de 25 hasta 410

pg/ 100 ul. (Gréfica 1 ).

Con el fotal de ensayos realizados (n = 16) se calculd la curva pro-
medio que se muesira en lo gréfica 2. En ésta se observa que la desviacién estan
dor es moyor en los primaros puntos y menor en los correspondientes o {as concen~
traciones elevadas. Este fendmeno, habitual en los RIAs, se conoce como hetero-~
sedasticidod y se debe a la heferogeneidad en la afinidad de las inmunoglobulinas
que infervienen en la reaccidn inmunolbgica (42 ). Por 8sto, en la realizacién
de cualquiar RIA se requiere preparar.una curva estandar en cade anlisis y no es
posible contar con una “curva paitdn . En consecuencia las ceracterfsticas de re—
producibilidad y exactitud se analizan teniendo como parGmetros las variaciones
intra e interensayo.

a). Variacidn Intraensayo: Se tomaron 6 muestras al azar y se anali
zaron 6 veces por duplicado en un mismo ensayo. Se obtuvo un coeficiente de va

riacidn premedio de 11.3% siendo el mayor de 21% en la concentracidn menor ~

(2.9 ug/dl) y de 7.5 % en fa mayor (8 ug/dl).




b). Variacidn Interensayo: Se tomaron 6 muestras al azar y se ana

lizaron en 8 ensayos diferentes realizados durante un lapso de 8 semanas. El coe-
ficiente de variacién fué de 17.5% en promedio (23 % en la concentracién de 5,7
ug/dl y 8.4 % en 3.7 ug/dl). En consecuencia, la reproducibilidad y la exactitud

del método utilizado fluctba entre el 80 y 90 %.

c). Especificidad: Se tomd un suero humano que contenfa una concen
tracién conocida de tiroxina y se diluyd con suero hipotiroideo de las especies anali
zadas en este estudio (bovinos: Bl y caprinos; Kl), asi como también con suero hipo
tiroideo humano: Hl. Estas diluciones se compararon con una curva estandar prepa
rada con diferentes concentraciones de tiroxina comercial, Como se muestra en la
gréfica 3, todas las diluciones presentan paralelismo con la curva esténdor, lo cual
indica que la medicién obtenida en cada curva corresponde especificamente a la =

hormona tiroxina.
[}

d). Inmunosreactividad Cruzada: En la gréfica 4, se muestra la in=
munoreactividad cruzada que el anticuerpo anti~tiroxina C-19~E presenta para la
hormona T5. Obsérvese que esta Gltima solo a concentraciones por arriba de 3 ng,

provoca un desplazamiento semejante al inducido por 0,05 ng de T4.
B. Valores Normales de Hormonas Tiroideos .

Tiroxina: Los niveles circulantes de tiroxina en e} svero de 210 va-

cas y 50 cabras variaron de 2a 8 y de 1 o 9 ug/dl respectivamente. Como se mues
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tra en la gréfica 5, en ambas especies los valores de ia hormona exhiben una dis-
tribucién normol .

El valor promedio ¢ una desviacién esténdar ( X 4 d.e.) para una y

otra especie fud: 5.2+ 3 2y 4.6+ 2.3 ug/dl.

Triyodotironing; La deierminacidn de T3 tanto en bovinos como en -~

caprinos muestra también una distribucién nomal (gréfica 6), obteniéndose como valor

promedio para bovinos 129.6 + 76.6ng/dl y para caprinos 131.9 +25.3 ng/dl .

C. Variaciones Fisiolégicas de Tiroxina en Ganado Bovino

Como segundo objetivo se decidié analizar la proboble relacién de las
hormanas tiroideas con algunos factores fisiolégicos como son: las variaciones esta-

cionales, la gestacién y la lactancia,

Variaciones Estacionales. Al agrupar los valores circulantes de T4

de acverdo al mes en que se obtuvo la muestra (gréfica 7, tercio izquierdo) el pro
medio + error estindar X + e.e.) en mayo y enoctubre (n = 105) fué de 4.7 +

0.2y 4.6+ 0.3 ug/dl respectivamente .

influencia de la Gestacién. La concentracién de T4 de ocuerdo al

esfado reproductivo de los animales, dividiéndolos en vacas gestantes (n = 115) y
vacas no gestantes (n = 95) se muestra en el tercio medio de la gréfica 7, encontrén

dose valores de 6.0 + 0.4 ug/dl para las vacas no gestantes y 5.6+ 0.3 ug/dl pa



ra las gestantes,

Influencia de la Lactacidn. En la misma grdfica (tercio derecho) se

ifustra el X 1 e.e . de T, obfenido al separar a los animales de acuerdo a su pro

duccidn lactea en "vacas secas™ (h ~ 71) y vacas lactando (n = 139). Con esta -
agrupacidon es evidente que la concentracidn de Ty (5.9 - 0.1) en las vacas secas,
es significativamente mayor ( P+ 0.05) que lc observada en las vacas lactando -
(4.2 + 0.2 ug/dl). Por lo anterior y temando en cuenta su produccién léctea, se
decidid dividir arbitrariamente a los animales en tres grupos: 1, vacas buenas pro

ductoras (produccién lactea mayor 9 1t/dia), 2, vacas malas productoras (produc-~

cidn lactea menor 9 It/dia) y 3, vacas secas.

En ésta forma y considerando el resto de factores conocidos, las va-
cas se reagruparon de la siguiente manera:
~ Vacas secas no gestantes.
~ Vacas secas gestantes,
~ Vacas lactando gestantes malas productoras (menor a 9 1t./dia)
- Vacas lactando gestantes buenas prodyctoras (mayor a 9 It. /dia
- Vacas lactando no gestantes malas producioras (menor 9 It./dia)

- Vacas lactando no gestantes buenas productoras (mayor 9 1t./dia)

Los resul tados de este anélisis se muestra en la gréfica 8. Enel pe-
riodo de muestreo correspondiente al mes de mayo, la comparacidén de los valores

circulanies de T‘,_1 para cada grupo solamente mostré una diferencia significativa
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(o = 6.05) en el grupo de animales malos produciores gestantes (LG < 91t/dfa) cuyo

promedio fué de 5.9 + 0.4 ug/dl.

En el periode de muestreo correspandiente al mes de octubre, las va-
cas secas no gestantes cuyo promedio de Ty fué de 5.3 + 0.5 vg/dl ., pueden consi.
derarse como el grupo representativo del nivel basal de la hormona para ésta época
del aio. La comparacidn intergrupos en este mes solamente mostré una diferencia
significativa (» = 0.05) en el grupo de animales malos productores no gestantes (LNG
<9lt/diaj. Ete grupo ademés exhibe el nivel més alto de ia hormona (6.6 + 0.5
ug/dl) de toda la poblacidn estudiada independientemente del mes de muestreo. La
diferencia que se observa en las buenas productoras gestantes (LG> @ 1t/dia) no es

vélida por lo pequeio de la muestra (n =2 ).

Por o tra parte, al comparar los niveles circulunies de |a hormona en
tre el mes de mayo y el mes de octubre, observamos que selamente son significati=
vamente diferentes las vocas malas productoras gestantes (LG <9 {+./dia) y las va

eas malas productoras no gestantes (IING<9 |t./dio), con un valor de p = 0.05 en

ambos grupos.

En las gréficas 9 y 10 se muestran algunos ejemplos individuales de
vacas observadas a lo largo de toda la etapa de gestacién y posiparto, correlacio-
nando la cantidad de leche con las dos muestras de tiroxina analizadas (mayo y oc~
tubre). Enellas se intenta ejemplificar que la produccién lactea en un mismo ani-

mal varfa dependiendo del periodo de gestacidn o del postparto en el cual se en-




cuentre . Asi por ejemplo en la grafica 9 (porcién izquierda), la vaca pasa de ma
la productora gestante , con una conceniracidn de tiroxina de 4.8 ug/dl en el mes
de mayo; a buena productora no gestante con 4.2 ug/dl de ia hormona en el mes
de octubre. Debido a que de esta manera solamente se pueden comparar dos valo
res de T4 con la cantidad de leche producida, se decidi agrupar a los vacus en
buenas y malos productoras, con respecto alosdiferentes perfodos de gestacidn y
postparto, y considerar como variable independiente el mes en que fié tomado la

muestro (mayo y octubre). Asi, en lo grafica 11 se muestra la secvencia temporal

de estas variables para el grupo de buenas productoras en el mes de mayo.

Es clara, que durante la gestocién en estos animales existe una refa-
cidn inversa entre la concentracién de T4 circulante y la produccién lactea (p =
0.001); asi como una relacién directa entre el mes de gestacién y tiroxina. La co
rrelacién inversa (T/leche) tiende a desaparacer confarme progresa la gestacién; |
ya que durante el primer trimestre el valor de r= -0.60 (p = 0,001), mientras que
en el segundo frimestre r = -0,29 (o = ns*). La correlacién directa @eshcién/T4)
se mantiene en los dos primeros trimestres, r = 0,61 y 0.57 respectivamente, con

valares de p = 0,001 en ambos casos.,

Por ofra parte obsérvese que cuando las vacas estan "secas", la canti
dad de T, circulante se mantiene y muestra un discreto descenso durante el primer
mes posiparto . Sin embargo en este periodo ya no existen las correlaciones mencio

nadas (Ty/ leche y meses p. parto/Ty).

ns = no significativa
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Por lo que respecta a los animales buenos productores durante el mes
de octubre (gréfica 12), el Gnico periodo en ¢l que se presentan estas comelaciones,
es durante el postparto. Asi, la correlacidn inversa T4/leche durante los tres pri-
meros meses posipario tiene un valorde r = -0,29 {p = b.Ol) y en el total de meses
postparto r = = 0.345 (p - 0.001). La correlacidn directa (mes p.parto/Ty) resul t6
con valores de r = 0.34 y 0.46 respectivamente y de p = 0,01 > 0.001. El no-
mero de animales gestanies es insuficiente para realizar cualquier andlisis estadis-

tico.

En el caso de los vacas con produccién menor a 9 It/dia e indepen-
dienfemente del mes de muesireo, no existe relacién entre las distintas variables

analizadas. LLama la atencién que durante el mes de mayo ( gr&fica 13 ) los nive

les circulantes de la hormona se encuentren elevados desde el inicio de la gestacién
y adem&s, como ya se menciond (gréfica B), son significativamente mayores (p =

0.05) que en el resto de los animales gestantes .,

En la grafica 14 se muestran las vacas malas productoras durante el
mes de octubre. En el periodo de gestacién la relacién entre la concentracién de
tiroxina y la produccién lactea tiende a ser inversa aunque no significativa estadis
ticamente p= 0.1. La concentracidén de la hormona se mantiene constante duran
te la seca de las vacas y desciende en el momento del parfo, exhibiendo un aumen
to muy marcado al primer mes postporto. En éste periodo se encontraron grandes

variaciones tanto en la cantidad de tiroxina como en la produccién lactea.
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En la gréfica 15 se muesira la secuencia temporal de T4 para las va
cas secas con respacto al perfodo de gestacién en ambos meses. Para el mes de -
mayo, y a pesar de que el hdmero de animales cursando el primer trimestre es peque
Mo, la concentracién media de tiroxina (4.1 + 0.15) es significativamente diferen
te (p = 0.05) con respecto a la observada en los dos siguientes trimestres, 4.8 -

0.29 y 4.75 + 0,36 ug/dl. respectivamente .

Como se muestra en ésta misma gréfica durante el mes de octubre,
no se contd con animales cursando el primer trimestre de gestacién, sin embargo el
valor circulante de la hormona para el segundo trimestre fué de 6.1 + 0.57 ug/di,

mientras que pora el fercero fué de 4.73 + 0.25 ug/dl.

Al comparar los valores obtenidos en ambos meses, en el mes de octy
bre existe una tendencia a mostrar valores m&s ele vados de la hormona, especial-
mente en el segundo trimestre, donde la diferencia en la concentracién de la hor-
mona (6.1 + 0.57 vs 4.8 + 0.29 ug/dl) es estadisticamente significativa p =

0.05).
D. Variaciones Fisiolégicas de Tiroxina en el Ganado Caprino

Debido o la escasa informacién recabada acerca de &sta especie en
el periodo de gestacidn, asi como de la cantidad de leche producida se agruparon

de [a siguiente manera:

~ Cabras secas no gestantes.




- Cabras secas gestantes
- Cabras lactando no gestantes

- Cabras lactando gestantes

Aunque las muestras analizadas pertenecen a diferentes razas, no pre
sentaron ninguna diferencia significativa en la concenltracién de tiroxina circulan-

te. Por ésto razén se consideraron como una misma poblacidn.,

En fa gr&fica 16 se resumen los valores X + e.e, correspondientes a
los estaclios antes mencionados. La concentracidn de tiroxina més baja del grupo se
encontrd en las cabras secas no gestantes (3.9 + 0.3 ug/dl), &ste valor puede consi
derarse representativo del nivel basal para ésta especie. En los grupos de cabros lac
tando gestantes y no gestantes se observd un aumento significativo (p = 0.02) de -
tiroxina con respecto al nivel basal (4,93 + 0.4y 4.85 + 0.22 ug/dl respectiva-

mente . Las cabras secas gestantes sonel Onico grupo. de animales en quienes la con

cenfracidn de tiroxina (5.6 + 0.5 ug/dl) es més elevado y significativamente di-

ferente con respecto a los dos primeros grupos (p = 0.01).

E. Variaciones Fisiolégicas de Triyodotironina en Vacas y Cabras,

Los resultados obtenidos con la medicién de triyodotironina en éstos
dos grupos de bdvidos, no mosiraren ninguna correlacidn de la hormona con respec
to a los diferentes estados fisiol8gicos analizados en este estudio. Por lo cual nos

limitamos a referir el volor promedio de T3 en cada uno de los grupos.
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V. DISCUSION

Los resultados obtenidos en este trabajo muestran que con las modifi~-
caciones introducidas a la Hcnica radioinmunométrica original (39 ), es posible
deferminar de manera directa los niveles circulantes en el suero de T3 y T4 de los
bovinos y caprinos. El procedimiento es relativamente sencillo y confiable, y satis
face los requerimentos y estandares de calidad habituales a ésta metodologia (44 ),
Conviene destacar que tomando en cuenta las observaciones recientes de lrvine -
(28 ), la principal modificacién introducida al método fué el empleo de suero ho-
mélogo en la curva esténdar correspondiente . Aunque esta modificacidn requiere
estudios posteriores que analizen los probables efectos de los solutos contenidos en
el svero de cada especie, es evidente que, los resultados y la interpretacién de és
te autor son razonablemente validos como para tomarlos en cuenta; asi, en ésta

forma al menos se descarto una posible fuente de variacidn.

Sobre &stas bases puede afirmarse que las concentraciones detectadas
de Ty y T4 en éste estudio son vélidas y confiables. Esta afirmacibn es alin més -
evidente si se considera que los valores de ambas hormonas son comparables a los
informados (para éstas especies) en la literatura consultada (2-4, 11, 15, 27-30).
Es importante enfatizar que hasta donde sabemos, este es el primer estudio realiza-
do en México en el que se determinan y relacionan los niveles de T3 y T4 en vacas
y cabras, con algunos estados fisioldgicos de estos arganismos. Esta situacibn obli

ga a comparar nuestros resultados con oquellos obtenidos en el extrajero, En este




84

sentido también resulta necesario hacer notar dos hechos:

1. la metodologia de RIA empleada por los investigadores consultados no re
fiere el uso de suero homdlogo; 2. Aunque la ruza de las vacas es la mis
_..ma (Holstein), las condiciones ambientales son diferentes y quizés tam=~

hién el cuidado y manejo de los animales.

Nuestro estudio sugiere que existe una relacién inversa enire la can
tidad de feche producida y la concentracién de T, circulante. Esta observacién
concuerda con los datos referidos por Walsh y col. (3 ), Hart y col. (4 )y Van-
jonak y col. (2 ), y es probable que se deba, (al menos en parte), o la "captura®
de la hormona por la gléndula mamaria como sugieren los datos de Strb'ak y col .
en mujeres lactando (4 ); asi como los estudios de recambio hormonal en vacas
lactantes (15 ). Este fendmeno sugiere que la gléndula tiroides es hiperactiva du~
rante la lactacidn independientement: de que por su "consumo”en la gléndula ma

maria, las hormoncs tiroideas circulantes se encuentran baojas,

Por otra parte &sta correlacién inversa (leche/T,) contrasta con el -
bien conocido hecho de que en todos los mamiferos gestantes ocurre un aumento en
la concentracién circulante de T, como el resultado del incremento en la sintesis
de las proteinas plasméticas transportadoras de la hormona. Es decir, se esperarfa
encontrar conceniraciones elevadas de tiroxina circulante en todos los grupos de -

animales gestantes.




Ei aumento de tiroxina circulante durante la gestacidn en bovinos ha
sido reportado por Vanjonak (2 ), como progresivo a lo largo de la misma; mientras
que Walsh (3 ) informa que éste solamente ocurre durante los dos primeros trimes=
tres de gestacibn y posteriormente tiende a estabilizarse . Nuestros resultados obte
nidos de los grupos de vacas secas (en mayo y en octubre) parecen estar mas de -
acuerdo con esta Oltima. Asl y a pesar de que no contamos con animales cursando
el primer trimestre de gestacién en el mes de octubre y de que el nimero de anima
les durante &ste periodo en el mes de mayo no gea representativo (n = 3), se obser
va un aumento de la hormona en el segundo trimestre (p =0.01 ) y posteriormente
tiende a estabilizarse o incluso a descender. Sin embargo en el mes de octubre, el
segundo trimestre de gestacién, es el que presenta el valor mas alto p = 0.001, con
respecto al tercer trimestre de este mismo mes; y al comparor los valores entre las

dos estaciones del amo, y observamos que es significativamente mayor.

Debido a que |a gestacidn y/o lactogénesis y la produccién l&ctea pa
recen tener un efecto antagdnico en la concentracidn circulante e ésta hormona,
es posible proponer que el resultado encontrado en el grupo de vacas malas produc-
toras gestantes en el mes de mayo, en el cual la T4 se encuentra elevoda desde el
primer mes de gestacién, se deba probablemente a que el efecto esperado de la pro
duccidn l&ctea no sea suficiente para contrarrestar la elevacidn de la hormana por
la gestacién y/o lactogénesis. Sin embargo el efecto esperado se encuentra en -
las vacas buenas productoras en el mes de mayo, en donde a pesar de que los valo

res absolutos de la hormona no son significativamente diferentes al resto de los gru




pos muestraados, si exhiben una comreiacidn direcia y significativa conforme pro-

gresa la gestocidn,

En el caso de tes vacas gestantes con una produccién lactea mayor y
menor a 9 litros/dic en ol mes de cctubre, desafortunadamente no se contd con ani
maies cursandn {os primeros frimesires de la gestacidn, ya que de hecho, la mayno-
ria de los partos ocurren alrededor de ésta femporada. En el caso de las vacas ma
fas productoras no gestantes en éste mismo mes, el nivel circulante de la hormona
es el més elevado y significativo (p ~ 0.05) al resto de fos grupos analizados en es
te mismo mes; sugiriendo que se debe a la elevacidn de la hormona por la lactacién;

asi como al poco “"consumo-captura" dada por la gléndula mamaria.

Por otra parte, en nuestro esiudio parece intervenir otro factor: la ~
temperatura ambicentol, que de acuerdo o lo informado en la literatura (45, 46, 47),
deprime tanto fos niveles circulantes de la hormona, como la produccién diaria de le .
che. Efectivamente en diversos estudios Yousef y col, (45) han demostrado que en
bovinos lactando y gestantes, la exposicidn crénica (4 semanas) a ol tas temperatu~

ras (32°C), deprime la produccidn lactea y la actividad tiroidea. MNuestros resul fa

dos estdn de acuerdo con &sta informacidn y permitirGn explicar rvestra observa~

cidn de que las vacas gestantes y lactando con una produccién mayor a ? litros/dfa

no exhiban niveles més elevados de la hormona durante el mes de mayo ,

Por.otra parte e independientemente de la diferencia en tiempo y en

temperaturas absolutas, nuestro estudio muestra que en las vacas malas productoras




gestantes, ias concentraciones de 1, en ambos meses ynaye y octubre) son meno-
res (5.9 + 0.4y 4.8+ 0.5 ug/dl respectivamente), que los informados por Van-

jonak (2 ) en animales gestantes y malos productores (11 litros, 7.17 ug/dl).

Este ofecto '"depresor"” de la temperatura ambiental también se obser-
va claramente en el periodo de posiparto, tanto en buenas como malas productoras
en el mes de mayo. Efectivamente, durante &ste mes y en contraste con el perio
do de postparto en octubre, la hormona se mantiene constante en el tiempo y lo -
cantidad de leche sigue el patrdn establecido. En opoyo a ésta interpretacién, es
importante recordar que en el caso de las vacas malas productoras muestreadas en ~
octubre, aunque la hormona presenta los valores mas elevados del grupo, tiende o
conservarse la relacién inversa entre leche/T, (aunque no sea estodisticamente sig
nificativo), reflejando con ésto que en ese mes el estres calérico (36°C) no es tan
dréstico. Esta observacidn permite proponer que el estres térmico impone enel -
organismo una demanda "extra" en términos de su capacidad homeost@tica que se
refleja en los niveles de ésta hormona tiroidea. Es decir resulta vélido infterpretar
que durante la temperafura extrema (mayo, 42°C ), el patrdn de tiroxina en la fase

de postparto, refleja un mayor consumo de la hormona para mantener una produccién

suficienie a la demanda de leche impuesta por la cria.

En el caso del ganado caprino, se observa el aumento de la hormona

a lo largo de todo el perfodo comprendido entre las cabras secas no gestantes a las

cabras secas gestantes,




88

Los resultados obfenidos en este estudio muestran que las hormonas
tiroideas juegan un papel importante en el proceso de la lactacidn. Sin embargo
se conoce que existen, ademns un sin nOmero de variables fisiolégicas, ambienta-
les e incluso conductuoies, que participan también activamente en este proceso.
Por esta razbn es importante ubicar o nuestros resul tados en un contexto mul tifac
torial en el cual se requiere el estudio y la correlacién del mayor nGmero de varia

bles que participan en el fendmeno de la lactancia.
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Vi, CONCLUSIONES

1. Se desarrollé un procedimiento radioinmunométrico que permite determi-
nor en formo directa las concentraciones circulantes de T3 y T4 en gonodo bovino

y capriro. El procedimiento es altamente especifico, sensible y preciso.,

2, Este estudio muestra claramente lo necesidad de tomor en cuenta la zona
geogréfica, clima, tipo de alimentacidn y estado fisiolégico en el cuol se encuen-
tre el orgonismo en experimentacién. Sobre &sta base, los valores obtenidos de T3
y T4 son vélidos y especificos para las zonas geogréficas y las condiciones fisioldgi

cas y ambientales citadas.

3. Nuestro estudio muestra una relacibén inversa entre la concentracién de
T4 circulante y lo cantidad de leche producida. Eto es particularmente claro en
los animales con produccidn lécteo mayor a 9 litros/dio. Aunque nuestro estudio
no lo demuestra, es valido proponer que la "captura-consumo" de la hormona por
la gldndula mamaria informada por otros autores ( 5), "enmascara” el aumento en

la actividad funcional de la gléndula tiroides secundorio a la lactacidn (15),

4, Es probable que el estres provocado por las altas temperaturas ambienta-
les ( > 30°C), deprima los niveles circulantes de T4, osi como la produccién l&c~

teoﬂ

5. B probable que los niveles circulantes de tiroxina en temperaturas exire




2?0

mas (42 °C), reflejen la capacidad homeostfitica del organismo con respecto a man

tener una produccidn lactea suficiente para la sobrevivencia de la especie,

6. Los factores fisioldgicos y ambientales analizados en este estudio tie
nen indudable importancia en el proceso productivo. Sin embargo, se requieren
estudios més amplios que permitan correlacionar nuestros datos con los demés fac-

tores que intervienen en el proceso de la lactacién.
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