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I. LA GLANDULA Y LAS HDRMONAS TIROIDEAS 

Yodotirosinas y Yodotironinas 

El :'oda es el elemento mas pesado que se met .'lbol iza en 

materiales biol~gicos. Su peso probablemente determina su 

en la tierra, que 1'.Íni camente constituye 

apro>:imad;imente el 3 " t0-9'.~ de suelos. y del 1 al 7 :: 10-•-i: del 

=cgu;:.1 de mar (~lol ff, 1º64). 

Se sabe que en todos los vertebrados la gL~nduL" tiroides esta' 

constituid3 por c~lulas especi=clizad3s que h;in des;irrolLido un 

mecanismo muy eficiente y específico denominado genericamente 

bomba de vado, el cual les permite concentrar 3ctivamente a este 

elemento y unirlo al amino~cido tirosina. Fstos re!!üduos de 

tirosina s.e encuentr'>n formoindo p3rte de una glucoprot:ein3 

específica de la gl.;ndula: 13 t:iroglobulina <TgBl y c;u yodación 

da lugar 3 la s.int:esie de las moléculas. de monoyodot:iroeina y 

diyodotirosina <MIT y DIT respectivamente>. Adem~s, la gl~ndula 

poeée la maqL.1in;lria en::oim.it:ica necesaria para combinar estos; 

amino~cidos yodadoe y eintetizar yodotironinas con actividad 

hormon.;il: lai;;; hormonas triyodotironin3 (T:s) y tet.rayodotironina o 

Estas; yodotironinas son hasta el 

- 1 -

I. LH ELHHDULH ï Lfifl HDRHUHHE TIRDIDEHE

ïndntiresinaa y ïudntirnninaa

El fede ee el elementu mae peeade que ee metahnliea en

materiales hiuldgicee. Su pese prehahlemente determina su

eecaee: en la tierra, ya que Únicamente cnnetituye

aproximadamente el 3 n lünflï de sueles y del 1 al ? n lü-*E del

agua de mar 'II-l::|l*F~F, li?-HE:-41.

Se eabe que en tudue lee vertehradne la glándula tirnidee esta

constituida per celulas eepecialiradae que han deearrelladm un

mecaniamu muy eiiciente 9 eepecifice denuminade genericamente

hnmha de ende, el cual les permite cuncentrar activamente a eete

elemente 9 unirln al amineåcide fireeina. Eetue reeiduue de

tireeina se encuentran furmandu parte de una glucupruteina

eepecftica de la qlÂndula¦ la tirnglebulina ITQB1 y eu yndacidn

da lugar a la einteeie de las muleculae de mnnueedetirueina y

diyedntirneina (HIT 9 DIT reepectivamentel. fidemae, la glandula

pneee la maquinaria enzimática necesaria para cnmhinar estes

aminnícidne yedndue 9 eintetirar çedutiruninae cun actividad

hermnnaln las hurmünae triyudutirnnina (T3) y tetrayudetirunina n

tirdnina (T43. Estas enutirnninae een haeta el mumentu, las

_!-



í.inicas. molé'culas ti,-oideas a las que se les ,-econoce acti-. .. idad 

biol~gica. La glánduLl sintetiza tambi~n peq1..mñas canti.d.~deE d e 

un isome,-o de la T3 llamado t,-iyodoti,-onina re~ersa !rT3 ), y para 

el cual hasta el momento no se le ,-econoce actiY idad biolc:i'gica 

((le Groot, 1Q65; B<:1rrington, 

Gordon, l97º l . 

fQ75; De Groot y Taurog, 

Aunque todo= los '.'ert. ebr :~doE poseen gl a'ndLI} a tiroides, lambi en 

5e se1be que otros org a nismos. son capaces de fijar yodo '." unirlo a 

proteinas. Esta información es de gran interés, ya que a partir 

de ella seo han reoalizado estudios filogeon~ticos eoncaminados. a 

responder entre otras las siguientes p,-eguntas: en q11é organismos 

aparecen~ se desarrollan los mecanismos específicos para atrapa,

yodo <bomba de yodol ?, y en cu.,;les ocurre la especialización de> 

ese tejido en un Órgano con características funcionales de una 

gl~ndula endÓcrina o de secrecion int.erna ? <Barrington, 1975; 

Gorbman, 1978; Hoa,-, 1979). 

Para hacer mas claro lo anterior, a continuación se revisarán 

los conocimientos actuales acerca de la filogenia de la 

tiroides. 

Antecedentes d• la Funcioo Tiroidea 

glándula 

o,-ganificaciÓn o 

biosíntesis de moléculas. yodadas no es un preces.o que se limite a 

especies vertebradas. En un principio Ee pensaba que (.nicamente 

los organismos que contaban con una gl.;ndula tiroides er•m 

- 2 -

unicas moleculas tiroideas a las que se les reconoce actividad

bielágica. La glándula sintetiza también pequeñas cantidades de

un isdmero de la T; llamado trieodotironina reversa {rT;i, y para

el cual hasta el momento nn se le reconoce actividad bioldgica

(De Eroot, leéfi; Harrington, 1975; De Eroot y Taurog, IDTQ;

Gordon, leïeì.

ñunque todos los vertebrados poseen glandula tiroides, tambien

se sabe que otros organismos sen capaces de Fijar yodo 3 unirlo a

proteinas. Esta informacion es de gran interes, ya que a partir

de ella se han realieado estudios Filogeneticns encaminados a

responder entre otras las siguientes preguntas: en qnéfnrganismos

aparecen y se desarrollan los mecanismos especificos para atrapar

yodo (bomba de yedoì ?, y en cuales ocurre la especializacidn de

ese tejido en un drgano con caracteristicas iuncionales de una

glándula endecrina o de secrecián interna ? (Harrington, 1975;

Eorhman, 1979; Hoar, 1979).

Para hacer mas claro lo anterior, a continuacidn se revisarán

los conocimientos actuales acerca de la Filogenia de la glandula

tiroides.

Antecedentes de la Funcien Tiroidea

Las__I1tee1ease_ïeeaeas_se_Jeeartseraeess La flrufifliiiflariåfl D
biosintesis de moleculas eodadas no es un proceso que se limite a

Especies vertehraflaä. En un pfifltìpiü EE Pflflìebñ que únicemëfltë

los organismos que contaban con una glandula tiroides eran

_2_



capaces de fijar el yodo y unirlo a proteinas para formar 

hormonas tiroideas. Sin embargo, en la década de los anos 

cincuenta, una serie de estudios bioquímicos y fisiológicos, 

demostraron que el yodo se fija a tejidos y estructuras de 

algunos invertebrados e inclusive también de algunas plantas. Es 

importante hacer notar que la confiabilidad de esta información 

no es muy alta, ya que para su obtención se realizaron an~lisis 

cromatogr .;f i cos menos desarrollados que los actuales 

CClements-Merlini, 1962 a, b; Hoar, 1979; Young, 19811. 

Como ya se mencion6, actualmente se sabe que el primer paso en 

la síntesis de yodo - tirosinas consiste en la unión del yodo al 

aminoáci8o tirosin:'l p.,.,-a far-mar- HIT y DIT. Ambas biomol~culas se 

encuentran presentes en algunas algas Cc.ref. Roche & Yagi, 

19521, corales Cc.ref. Vinogradov, 1935!, an~lidos y moluscos 

Cc.ref. Gorbman et al, J9541, insectos Climpel & Casida, 19571' 

así como en todos loe; vertebrados CYoung, 1981). También se ha 

encontrado la presencia de T3 y r,. en la 
~ mayor-1a de los 

organismos antes citados (Gor-bman, 1954; Limpel t, Cas'ida, 1<?571. 

Cabe mencionar que en los invertebrados, un alto porcentaje de.1 

yodo unido a proteínas se encuentra formando parte de estructuras 

corneas o fibr-osas, y que una cantidad menor se encuentra unida a 

; 

organos blandos, generalmente epitelios <Gorbman et al, 1954; 

Limpel y Casida, 1957). 

La funci6n que desempeña el yodo y/o las biomol¿culas yodarlas 

- 3 -

capaces de fijar el yodo V unirlo a proteinas para formar

hormonas tiroideas. Ein embargo, en la decada de los años

cincuenta, una serie de estudios bioquímicos v fisioldgicos,

demostraron que el yodo se fija a tejidos v estructuras de

algunos invertebrados e inclusive también de algunas plantas. Es

iepertante hacer notar que la contiabilidad de esta iniormacidn

no es muy alta, ya que para su obtencidn se realiaaron analisis

cromatograíicos menos desarrollados que los actuales

¡Elements-Herlini, Ifibì a, b; Hoar, Ieïei toung, 1951).

Como va se mencionå, actualmente se sabe que el primer paso en

la sintesis de vodo - tirosinas consiste en la unidn del vodo al

aminoacido tirosina para tormar HIT 9 DIT. åmbas biomoleculas se

encuentran presentes en algunas algas ic.ref. Roche à Yagi,

iasei. caraias <:.ra+. vinagraaav, lsasr, anåiiaaa v maiuscas

ic.re§. Eorbman et al, 19541, insectos iLimpel E Dasida, lflfiïì,

asi como en todos los vertebrados iïoung, 19513. Tambien se ha

encontrado la presencia de T; v T4 en la mavoria de los

organismos antes citados (Eorbman, 1954; Limpel e Easida, lflñïl.

Cabe mencionar que en los invertebrados, un alto porcentaje del

vodo unido a proteinas se encuentra iormando parte de estructuras

corneas o tibrosas, v que una cantidad menor se encuentra unida a

drganos blandos, generalmente epitelios iüorbman et al, 1954;

Limpel v Casida, lfifiïl.

La funcidn que desempeña el vodo vio las biomeleculas vodadas

...3-.



en estos organismos no se conoce, pero tino no puede dejar de 

preguntarse acerca de la relación que existe entre las 
, 

molecul a~-

yodadas en organismos inferí ares 
, 

en la escala filogenetica, sin 

funci¿n aparente, y li"I gran importancia biolÓgica que tienen 

estas mismas biomoléculas en los vertebrados. Esto ha llevado a 

la elaboraci6n de algunas hipbtesis, las cuales se discuten mas 

adelante. 

g§!l!:;l!':.ªi!..Qª-Q~~ .... La primera evidencia morfol Ógi ca y funci onc.l de 

la existencia de un Órgano fijador de yodo se ha documentada en 

los protocordadas. Estas organismos filtradores presentan E>n Pl 

piso de la faringe una estructura hendida que ha recibido el 

nombre de endostilo. Este organo poswe tractos longitudinales de 

c¡;lul.11s secretor0>s de una sustancia mucosi\I. El moco secretado 

por estasc~lulas a la luz del endostilo forma una capa 11ue se 

extiende por la faringe, atrapando las partículas de alimento. 

La secreción mucosa junto con el c.limento son conducidas hacia el 

esófago p,')ra despué's ser digeridas <Young, 1981 l. 

Aunque el endostilo es un organo diges.tivo, se sabe que alguna!":-

de sus cé'lulas fijan yodo de manera selectiva, permitiendo la 

formación de MIT y DIT e inclusive de T3 y T~. Este hall~zgo 

aunado a et.ros hechos como su Jocalizaci6n an'-\tÓmicA y origen 

embr i onar i 0 1 han d3do lug~r a que se le considere como 

"precurEor" de 1 =.i gl .;ndul =.i tiroides <Barrington, J q5q¡. A 

- 4 -
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en estos organismos no se conoce, pero uno no puede dejar de

preguntarse acerca de la relacidn que existe entre las moleculas

yodadas en organismos interiores en la escala tilogenetica, sin

Funcidn aparente, y la gran importancia bioldgica que tienen

estas mismas biomolecuìas en los vertebrados. Esto ha llevado a

la elaboracion de algunas hipotesis, las cuales se discuten mas

adelante.

El Endostiln

Qgggggligaggsà La primera evidencia moríoldgica y +uncional de

la existencia de un Órgano Fijador de yodo se ha documentado en

los protocordados. Estos organismos Filtradores presentan en el

piso de la +aringe una estructura hendida que ha recibido el

nombre de endostilo. Este drgano posea tractos longitudinales de

celulas secretoras de una sustancia mucosa. El moco secretado

por estascelulas a la lu: del endostilo Forma una capa que se

entiende por la faringe, atrapando las particulas de alimento.

La secrecion mucosa junto con el alimento son conducidas hacia el

esdfago para despues ser digeridas (Young, 19811.

fiunque el endostilo es un drgano digestivo, se sabe que algunas

de sus celulas +ijan yodo de manera selectiva, permitiendo la

formación de HIT y UIT a inaiasiva ua T, v T.. Esta naiiazgn
aunado a otros hechos como su localizacion anatómica v origen

embrionario, han dado lugar a que se le considere como

"precursor" de la glandula tiroides (Harrington, 1959). ñ
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continuación se revisa la morfofisiologí'a del 

evoluci6n en los protocordados. 

endostilo y 5u 

€i§.g_§:!;.t.Q1ª._t1QCf.Qf,t,,!.Q«;,!.QU~l~§..._ La organi z ac i Ón morfol ó'gi ca general 

del endostilo es bien conocida <Barrington, 196~). Como ya 

mencionamos, el endostilo secreta un material mucoso que recubre 

la faringe y le confiere a ésta, la función de un filtro e 

"coladera" con movimiento filtrando la corriente de agua que pasa 

a trav~s de las aberturas branquiales (estigmata). Se ha 

encontrado, por microscop(a de luz, que esta membrana se origina 

a partir de tr-e: par-e: de cordone: de célula: glandulares <zonas 

2,4 y 6), las cuales están separe.das entre sí por tres pares de 

tr-actos de células ciliadas (zonas 1,3 y 51, dos de las cuales 

pr-esentan cilios cor-tos y el tracto basal o zona 1, con cilios 

muy largos. Ademas de estas seis zonas, existen otros dos tipo: 

de c~lulas que forman los labios dors"lles del zureo endostilar-, 

una zona de epitelio no ciliado (zonJ 7l y la otra de c~lula: 

altamente ciliadas (zona 81, las cuales son responsables de 

dirigir la secreción endostilar hacia las paredes laterales de la 

faringe (figura 1l. 

Se sabe que las células de las zonas 2 y 4 son secretoras de 

proteínas y que las de la zona 6 secretan tirosina y 

mucopolisacáridos. Las células de la zona 7 unen y acumulan yodo 

y promueven la s(ntesis de productos yodados. Estos productos y 

las secreciones de las zonas 2, 4 y 6 son vertidos a la luz del 

endoslilo formando así la sustancia mucosa que va a recubrir a la 
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continuacion se revisa la morfotisiologfa del endostiln y su

evolución en los protocordados.

Qggegtgs flg[¿ofggciogaLgg¿ La organieacidn morfoldgica general

del endostilo es bien conocida (Harrington, 19ó5). Como ya

mencionamos, el endostìlo secreta un material mucoso que recubre

la faringe y le confiere a esta, la tuncidn de un tiltro o

“coladera" con movimiento Filtrando la corriente de agua que pasa

a traves de las aberturas branquiales iestigmatal. Se ha

encontrado, por microscopfa de luz, que esta membrana se origina

a partir de tres pares de cordones de celulas glandulares (zonas

2,4 y ol, las cuales estan separadas entre si por tres pares de

tractos de celulas ciliadas (zonas 1,3 y 51, dos de las cuales

presentan cilios cortos y el tracto basal o :ona l, con cilios

muy largos- fidemas de estas seis sonas, existen otros dos tipos

de celulas que Forman los labios dorsales del zurco endostilar,

una :ona de epitelio no ciliado ixona Fi y la otra de celulas

altamente ciliadas (zona B1, las cuales son responsables de

dirigir la secreción endostilar hacia las paredes laterales de la

taringe (figura ii.

Se sabe que las celulas de las :onas 2 y 4 son secretoras de

proteinas y que las de la zona o secretan tirosina y

mucopolisacaridos. Las celulas de la zona 7 unen y acumulan yodo

y promueven la sintesis de productos yodados. Estos productos y

las secreciones de las sonas 2, 4 y b son vertidos a la luz del

endostilo Formando asf la sustancia mucosa que va a recubrir a la
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Figi.r"a I :- Qivmna de la seccioÍl transversal del Endostilo de CiOnaintestinalis en donde 
1, 3 y 5, celulas ciliadas; 2, 4 y 6, Porción oklldular ; 1, epitelio no ciado 
y 8, celulas diadas que expulsai la seaeción a la faringe. 
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faringe en forma de membrana. Esta membrana mucosa es capaz de 

atrapar part{culas hasta de una micra de diámetro (Barrington, 

1965; Young, 1981\. Se considera que las células de las zonas 7 y 

8 del endostilo son las hom6logas a las c~lulds tiroideas 

<Fujita, 1980). 

En homogenados de endostilo se han encontrado MIT, DIT, T3 y 

T .. , pero no hay evidencia de que la!<. yodotironinas secretadas por 

el animal ejerzan algu.n efecto hormonal <Young, 1981). 

Por otra parte, se ha encontrado que la sangre de los 

protocordados une yodo en proporciones significativamente mayores 

que en el hombre y otros vertebrados ( 126 vs 6. 3 ug/dl 

respectivamente>. Este yodo circulante se encuentra unido a 

proteínas y se ha demostrado que est; organificado, ya que por 

cromatografía se han encontrado MIT, DIT, y T4 y ocasionalmente 

T3 <Kennedy, 196ó). Estas observaciones y el hecho de que la 

inhibición de la captura de yodo por el endostilo mediante la 

administración de tiocianato de potasio no pro-.-oc3 la 

desaparición de las yodotirosinas yodadas, hao llevado a proponer 

la posible existencia d~" dos mecanismos fijadores de yodo i:·n 

protocordados: un mecanismo epecializado, que involucra al 

endostilo, '>' uno mas primitivo que no requiere de org;;mos 

especializados y que posiblemente dio lugar al primero. 

inform:1ción, no es muy confiable, ya que sol amente e>: i ste un 

estudio al respecto (Kennedy, 1966). 

- ó -

faringe en forma de membrana. Esta membrana mucosa es capaz de

atrapar particulas hasta de una micra de diametro (Harrington,

iflañ; toung, l?Blì. Se considera que las celulas de las sonas ? y

E del endostilo son las homdlogas a las celulas tiroideas

(Fujita, IQEÚI.

En homogenados de endostilo se han encontrado HIT, UIT, T; y

Ta, pero no hay evidencia de que las yodotironinas secretadas por

el animal ejerean algun efecto hormonal (Young, 19511.

Por otra parte, se ha encontrado que la sangre de los

protocordados une yodo en proporciones significativamente mayores

que en el hombre y otros vertebrados (lio vs à.3 ugƒdl

respectivamente). Este yodo circulante se encuentra unido a

proteinas y se ha demostrado que esta organificado, ya que por

cromatograffa se han encontrado HIT, UIT, y T4 y ocasionalmente

Ta (Kennedy, lçbol. Estas observaciones y el hecho de que la

inhibicidb de la captura de yodo por el endostilo mediante la

administracidn de tiocianato de potasio (HEH5ì, no provoca la

desaparicidn de las yodotirosinas yodadas, ha llevado a proponer

la posible existencia de dos mecanismos fijadores de yodo en

protocordadosi un mecanismo epecialixado, que involucra al

endostilo, y uno más primitivo que no requiere de drganos

especialieados y que posiblemente dio lugar al primero. Esta

informacion, no es muy confiable, ya que solamente existe un

estudio al respecto (Kennedy, 19éú}.
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Dtt Endostilo a Blandule Tiraict.s 

En el Phyl um Chordata, excepto en Hemi chordata, todos 1 os 

organismos presentan ya sea endostilo o gl;ndula tiroides. 

Inclusi•:e en f'.\gnatha, ontogénicamente el endostilo de la fase 

larvaria da lugar a la glándula tiroides de la vida adulta. 

E!Etos hechos representan por el momento 13 E:":idenci.:1 mas sólida 

para consider;ir que efectiv;imente el endostilo es un primordio de 

la glándula tiroides <Clements-Herlini, 1962; Barrington, 1975; 

Gorbman, 1Q?8; Young, 1Q81). 

Sin embargo, ya se ha mencionado que organismos de línea!! 

evolutivas distintas a la de lo!':. cord;idos vgr., artró'podos, 

capaces de fijar y organificar yodo. Este hecho sugeriría que el 

yodo puede estar participando de alguna manera en l;i fisiología 

del organismo, ya sea como tironinas, o por sí solo <Gorbman, 

1955). 

Aunque no exista evidencia contundente para comprobar· que el 

endostilo efectivamente da lug;.r 3 la glándula tiroides, a 

continuación se revisaran lo!! cambios que ocurren en este Órgano 

a lo largo de la filogenia y su transformación en glándula 

tiroides. 

!J!:.Q!;.b.Q!:.d.!!.l~-"t--l;~f.!!.!.Q~b.QC.c;!.!!.l!!..o.. En ambos subphyl ums, el endost i lo 

cumple la mio;:ma función <:ecretora de moco y atrapadora de yodo. 

Tatabién en ambos se han identificado MIT,DIT, T3 y T4 en l;i luz 

del i;mdostilo. La unica diferencia que se conoce, consiste en 
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un snuaauin a anínuuia Tirana;

En el Phylum Chordata, excepto en Hemichordata, todos los

organismos presentan ya sea endostilo o glándula tiroides.

Inclusive en fignatha, ontogenicamente el endostilo de la fase

larvaria da lugar a la glándula tiroides de la vida adulta.

Estos hechos representan por el momento la evidencia más solida

para considerar que efectivamente el endostilo es un primordio de

la glándula tiroides (Elements-Herlini, 19o2; Harrington, 1975;

Gorhman, lfiïã; Young, l9B1l.

Sin embargo, ya se ha mencionado que organismos de lineas

evolutivas distintas a la de los cordados vgr., artrohodos, son

capaces de fijar y organificar yodo. Este hecho eugeriria que el

yodo puede estar participando de alguna manera en la fisiología

del organismo, ya sea como tironinas, o por sf solo (Goroman,

1955?.

åunque no exista evidencia contundente para comprobar que el

endostilo efectivamente da lugar a la glándula tiroides, a

continuacion se revisaran los cambios que ocurren en este órgano

a lo largo de la filogenia y su transformacion en glándula

tiroides.

Qtoshotdsta_K_QsíeLQshQLQsLsL En fimbflfi SUbPh?1UmEi El Eflflflëfilfl

cumple la misma funcioo secretora de moco V atrapadora de yodo.

También en ambos se han identificado HIT,DIT, T: Y T4 en la luz

del endostilo. La unica diferencia que se conoce, consiste en
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que cefalochordata no presenta la hilera de celulas secretora-;: 

que corresponden a la zona 6 !Barrington, 19591. 

Sgnª!bª~ La larva amoceta pertenece al primer grupo de cordada• 

verd,;1deros y sufre una metamorfosis tr."lnsformándose en su vida 

adulta en lamprea. Esta larva posee un endostilo que aparece en 

el des."!lrrollo temprano como dos ó'rganos hendidos que .;e extienden 

del primero 31 quinto arco br3nquial y estoí'n sep¡....-3dos por un 

septo medio. El lumen del endoo;tilo se encuent.r."11 :iibierto h."lcia 

la faringe por el dueto hipobranquial y es este dueto el que se 

cierra en la metamorfosis. Se han diferenciado seis tipo.; de 

c.;l ul as en este endostilo, y Únicamente dos de estos tipos 

consideran hom6logos a las c~lulas epiteliales foliculares de la 

/ 

tiroides: las celulas de las zonas 7 y 8. El resto de las zonas 

celuldres se degenera durante la metamorfosis. Por lo que 

respecta a la fase larvaria, se ha propuesto que el endosti lo 

Únicamente sea un Órgano primitivo de alimentación con función 

secretora de moco. En contraste, en el animal adulto, el brgano 

se reconoce desde el punto de vista morfofuncional como una 

glándula tiroides verdadera y se considera que de ser un organo 

exócrino relacionado con la alimentación, pasa a ser una glándula 

de secreción interna <Clements-Merlini, 1962a,b; Fujita, 1980; 

Hoar, 1979; Young, 1981) • 

En la lamprea adulta y en todos los cordadas superiores, las 

yodoproteinas sintetizadas en las c~lulas tiroideas son vertidas 

al torrente sanguÍnr?o, y se conoce que su síntesis y secrecion es 
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que cefalochordata no presenta la hilera de celulas secretoras

que corresponden a la zona o fflarrington, leäel.

flgggtQa¿ La larva amoceta pertenece al primer grupo de cordados

verdaderos v sufre una metamorfosis transformándose en su vida

adulta en lamprea. Esta larva posee un endostilo que aparece en

el desarrollo temprano como dos organos hendidos que se entienden

del primero al quinto arco hranquial v estan separados por un

septo medio. El lumen del endostilo se encuentra abierto hacia

la faringe por el ducto hipohranquial v es este ducto el que se

cierra en la metamorfosis. Se han diferenciado seis tipos de

colulas en este endostilo, v onicamente dos de estos tipos se

consideran homologos a las oolulas epiteliales foliculares de la

tiroides: las colulas de las zonas ? v E. El resto de las sonas

celulares se degenera durante la metamorfosis. Por lo que

respecta a la fase larvaria, se ha propuesto que el endostilo

onicamente sea un organo primitivo de alimentacion con funcion

secretora de moco. En contraste, en el animal adulto, el organo

se reconoce desde el punto de vista morfofuncional como una

glándula tiroides verdadera v se considera que de ser un organo

esonrino relacionado con la alimentacion, pasa a ser una glándula

de sesrasión interna fciaments-Hefiini, 1sa2a,u; Fujita, isaa;
Hoar, 19?9; ïoung, 1951).

En la lamprea adulta v en todos los cordados superiores, las

yodoproteinas sintetisadas en las colulas tiroideas son vertidas

al torrente sanguíneo, y se conoce que su sfntesis v secrecion es
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controlada por sefiales espec{ficas de naturaleza neuroendocrina 

que se describen más adelante. Es decir, a partir de la lamprea 

adulta existe una glándula tiroides totalmente endÓcrina (Hoar. 

1979). 

Evolución de la Gl~ndula y de la Función Tiroidea 

Existen dos teorL~s importantes que trat;in de e>:plic:ar la 

evolucion de la glandula tiroides. La teorfa el abar· ada por 

Gorbman <1955), propone los cambios que debieron h;iber ocurrido 

para que surgier·.,i la glándula tiroides y la teoría propuesta por 

Etkin (1978), quien trata de explic;ir La evolución de l;i función 

ti r·oi dea. Como se vera' a continu."c:ión, ambas: teorías son 

complementarias. 

;mélidos, moluscos y artr6podos se han encontrado yodoproteinas 

en o muy cerca de l;i boc;i o cavid;id faríngea. Este investigador 

propone la siguiente secuencia 

desarrollo de la glandula tiroides: 

evolutiva para explicar el 

Las yodoproteinas de la cavidad bucal o faríngea fueron 

arrastr;idas o "lavadas" hacia el tracto digetivo. 

La T~ liberada por hi drÓl i sis durante la digestión 

intestinal pudo in~oluc:rarse en actividades metab~licac dP 

los prec:ordados. 

Favorecidos por la evolución, los or·ganismos desarrollaron 

controlada por señales específicas de naturaleza neuroendocrina

que se describen mas adelante. Es decir, a partir de la lamprea

adulta existe una glándula tiroides totalmente endocrina {Hoar,

l¢?9l.

Evolucion de la Glonduìa y de la Funcion Tiroidea

Existen dos teorias importantes que tratan de explicar la

evolucion de la glandula tiroides. La Leorfa elaborada por

Eorbman (1955), propone los cambios que debieron haber ocurrido

para que surgiera la glándula tiroides v la teoria propuesta por

Etkin (19751, quien trata de explicar la evolucion de la funcion

tiroidea. Como se vera' a continuacion, ambas teorías son

complementarias.

§goLugigg=dg_la_§LágggLaL Borbman parte del hecho de que en los

anolidos, moluscos v artropodos se han encontrado yodoproteinas

en o muy cerca de la boca o cavidad farfngea. Este investigador

propone la siguiente secuencia evolutiva para explicar el

desarrollo de la qlandula tiroides:

o Las vodoproteinas de la cavidad bucal o faríngea fueron

arrastradas o "lavadas" hacia el tracto digetivo.

- La T4 liberada por hidrolisis durante la digestion

intestinal pudo involucrarse en actividades metabolicas de

los precordados.

- Favorecidos por la evolucion, los organismos desarrollaron
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una fuente de iodoproteinas mas grande y segura, este sería 

el caso de los protocordados y de la larva amoceta, que 

presentan su fuente de yodopr-·oteinas en el endosti lo. En 

estos org<.lnismos, la liberación de T4 seguir{,a ocurriendo 

por hidrÓlisis en el tubo digestivo. 

Al cerrarse el dueto endostilar de la lamprea adulta y 

transformarse el endostilo en gl;ndula tiroides, se elimina 

la dependencia de enzimas digestivas para liberar a las 

hormonas tiroidea~. Esto se debe a que las c~lulas que 

forman las iodoproti?inas también proveen la proteasa que 

permite que la hormona se difunda a la sangre. 

Etkin 

desarrolla una teoría que pretende explicar la diversidad de 

funciones que exhiben las yodotironinas en los diferentes 

vertebrados. El propone lo siguiente: 

La gl,3ndul;;i tiroides se originó a partir de alguno de los 

diversos tejidos de prevertebrados ancestrales que 

presentaban la capacidad de concentrar yodo del agua de mar 

y almacenarlo en una biomolécula: la T 4 • 

El yodo participaba de alguna manera en el metabolismo de 

dichos organismos, probablemente como micronutriente. 

Al surgir 

requit-iÓ de 

lo~, 

un 

primeros 

organo 

vertebrados de agua dulce, se 

e!!!peci al izado que concentrara, 
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una fuente de iodoproteinas mas grande v segura, este sería

el caso de los protocordados v de la larva amoceta, que

presentan su fuente de vodoproteinas en el endostilo. En

estos organismos, la liberacion de T4 seguirfa ocurriendo

por hidrolisis en el tubo digestivo.

- el cerrarse el ducto endostilar de la lamprea adulta v

transformarse el endostilo en glondula tiroides, se elimina

la dependencia de enzimas digestivas para liberar a las

hormonas tiroideas. Esto se debe a que las celulas que

forman las iodoproteinas también proveen la proteasa que

permite que la hormona se difunda a la sangre.

EsslssLon__ds_-_La__Esssisn__ïicsidsas Per ntfs lada. Etkin
desarrolla una teoría que pretende explicar la diversidad de

funciones que exhiben las vodotironinas en los diferentes

vertebrados. El propone lo siguiente:

- La glándula tiroides se origino a partir de alguno de los

diversos tejidos de prevertebrados ancestrales que

presentaban la capacidad de concentrar vodo del agua de mar

v almacenarlo en una biomoloculai la T4.

- El yodo participaba de alguna manera en el metabolism de

dichos organismos, probablemente como micronutriente.

~ Al surgir los primeros vertebrados de agua dulce, se

requirio de un organo especializado que concentrara,

- lo f



almacenara y asegurara un sumini•tro de yodo al organismo. 

La persistencia de la glándula tiroides en todos los 

vertebrados se puede entender en función del papel 

metabÓlico del yodo y de su molécula acarreadora, la J4. Su 

persistencia la hizo accesible como "señal" cuando surgió la 

necesidad de un regulador químico en la evolución de los 

vertebrado'3. 

As{ pues, cuando surgió la homeotermia en los mamíferos, las 

moléculas tiroideas se coaptaron para participar en la regulación 

de los cambios en la producción de calor. Cuando los anfibios 

desarrollaron su proceso de metamorfosis, la J4 5e utilizó COllO 

señal reguladora del proceso. La misma molécula se adaptó en 

varias líneas de la evolución de los vertebrados para ayudar a 

regular otros proce6os fisiológicos relacionados a migraciones 

estacionales y reproducción. 

Estas teorías pueden orientarnos acerca de la posible evolución 

morfofuncional de la glándula tiroides, pero una vez más es 

importante destacar que loE experimentos que dieron lugar a ellas 

datan de hace más de veinte años. Sería interesante retomarlos 

con metodología actualizada, y obtener información más específica 

que permita entender mejor la evolución de la glándula. 
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almacenara v asegurara un suministro de vodo al organismo.

- La persistencia de la glándula tiroides en todos los

vertebrados se puede entender en funcion del papel

metabolico del vodo y de su molocula acarreadora, la T4. Su

persistencia la hizo accesible como "señal" cuando surgio la

necesidad de un regulador químico en la evolucion de los

vertebrados.

ñsf pues, cuando surgio la homeotermia en lo! mamfferos, las

moldnulas tiroideas se coaptaron para participar en la regulacion

de los cambios en la produccion de calor. Cuando los anfibios

desarrollaron su proceso de metamorfosis, la T4 se utilisor como

señal reguladora del proceso. La misma molocula se adopto' en

varias líneas de la evolucion de los vertebrados para ayudar a

regular otros procesos fisiologicos relacionados a migraciones

estacionales v reproduccion.

Estas teorfas pueden orientarnos acerca de la posible evolucion

morfofuncional de la glándula tiroides, pero una vez mis es

importante destacar que los experimentos que dieron lugar a ellas

datan de hace mos de veinte años. Sería interesante retomarlos

con metodología actualizada, y obtener informacion más especifica

que permita entender mejor la evolucion de la glándula.
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LA GLANDULA TIROIDES 

A&p•cto• Morfofuncional•s 

origina a partir de la formación de un botón ventral en el piso 

de la faringe embrionaria, entre el primer y segundo saco 

branquial. Inicialmente, la glándula se diferencia formando 

cordones celulares que después se separan para formar grupos de 

células que formaran los fol{culos tiroideos. Estos grupos 

celulares secretan un fluido protéico denominado "coloide", que 

se acumula extracelularmente en el centro de los fol(culos 

tiroideos. Esta actividad secretora eventualmente da lugar a un 

espacio lleno de coloide; el "lumen" del fol{culo, 

rodeado de una capa de células epiteliales, o sea, 

que queda 

el epitelio 

del fol Ícul o. La porción de la celula folicular que tiene 

contacto con el lumen se conoce como parte apical, este extremo 

de la célula presenta microvellosidades. El núcleo se encuentra 

generalmente en la parte "basal" de la celula, que es el extr·emo 

mas alejado del lumen <Malacara y col, 1979; Flm·es y Cabeza, 

1984). Así pues, la glándula tiroides esta formada por un gran 

numero de folículos encapsulados en tejido conectivo y con una 

red capi 1 ar muy densa que rodea al fol í'cul o <Morri s, 1980). 

El folículo es la unidad estructural y funcional de la gl~ndula 

tiroides. Como ya se mencionó, éste Último incluye una capa de 

epitelio simple que reviste a una cavidad que está llena de un 

- 12 -

LA BLHHDULH TIRDIDEE

Aspectos Horfofuncionalls

Qssaccslls_ds_La_§lãcssls_ILtsidass La alándula tiroides se
origina a partir de la formacion de un boton ventral en el piso

de la faringe embrionaria, entre el primer v segundo saco

branquial. Inicialmente, la glándula se diferencia formando

cordones celulares que después se separan para formar grupos de

células que formaran los folfculos tiroideos. Estos grupos

celulares secretan un fluido protoico denominado "coloide", que

se acumula extracelularmente en el centro de los folfculos

tiroideos. Esta actividad secretora eventualmente da lugar a un

espacio lleno de coloidei el "lumen" del folfculo, que queda

rodeado de una capa de colulas epiteliales, o sea, el epitelio

del folículo. La porcion de la celula folicular que tiene

contacto con el lumen se conoce como parte apical, este extremo

de la colula presenta microvellosidades. El nocleo se encuentra

generalmente en la parte "basal" de la colula, que es el entreno

más alejado del lumen (Halacara v col, 1979; Flores v Cabeza,

1984). fisf pues, la glándula tiroides esta formada por un gran

numero de foliculos encapsulados en tejido conectivo v con una

red capilar muy densa que rodea al folículo (Norris, 19801.

El folículo es la unidad estructural v funcional de la glándula

tiroides- Como ya se menciono, oste oltimo incluye una capa de

epitelio simple que reviste a una cavidad que está' llena de un



material· espeso llamado coloide. El coloide representa la 

reserva de la secrecion de las c~lulas epiteliales y contiene 

mucoprotei n.3s, enzimas y tiroglobulina. Esta ~ltima es una 

glucoproteina que sirve de soporte para la síntesis y 

almacenamiento de las HT, lo cual será tratado más adelante 

<Mal acara y col, 1979; Norris, 1980; Flores y Cabeza, 1984). 

Variaciones "°'"folÓgicas 

Se sabe que básicamente la glandula tiroides opera de la misma 

manera en todos los vertebrados, y que su origen, estructura y 

función es muy similar en todos los organismos que la poseen. 

Sin embargo, e>: i sten diferencias en 1 a forma en que se agregan 

los fol{culos tiroideos. Estas diferencias morfológicas se 

encuentran ilustradas en la figura 2. 

Ademas de la forma de agregacion folicular, es importante hacer 

notar una diferencia estructural peculiar que solamente se 

presenta en la glándula tiroides de los mamíferos. En las 

regiones interfoliculares se encuentan unas células llamadas 

parafoliculares o células "C", que son secretoras de calcitonina, 

hormona que participa en la regulación del metabolismo del 

calcio. En el resto de los vertebrados, esta hormona se 

sintetiza en una glándula separada conocida con el nombre de 

cuerpo ultimobranquial <Barrington, 1975; Morris, 

1981). 

1980; Young, 

- 13 ·-

material' eipesu llamada celuide. El culnide representa la

reserva de la eecrecinn de las celulafi epitelialea y centiene

mucupruteinae, en:imae y tiruglubulina. Eeta ultima es una

glucnpruteina que sirve de eupnrte para la níntesis y

almacenamìentfl de laa HT, le cual sera! tratada mae adelante

íflalacara y cul, l9?9¡ Herria, IFBÚ; Flures y Cabeza, i?B4l.

Ulriacinnli Herfnldhical

Se sabe que baeicamente la glándula tirnidee npera de la miema

manera en todos lee vertebradne, y que su nrigen, estructura y

funciån ee muy similar en tndne lee nrganiemne que la peeeen.

Ein emharqu, existen diferencias en la furma en que se agregan

lee felfculne tirnidene. Estas diferencias mnrielãgicas ee

encuentran ilustradas en la Figura 2.

ñdemae de la forma de agregación folicular, es impurtante hacer

nutar una diferencia estructural peculiar que eulamente se

presenta en la glándula tirnides de lee mamfierns. En las

regiones interfulicularee se encuentan unas celulas llamadas

parainlicularee u celulas "E", que aun eecreteras de calcitunina,

hermana que participa en la regulación del metahnlismu del

calciu. En el reste de lee vertehradue, esta hermnna ee

sintetiza en una glandula separada cenucida cun el numbre de

cuerpn ultimuhranquial êfiarringten, 19?5¦ Herria, IQBG; ïnung,

19511.

-13 ..-.
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Figura 2. Morfología de la glándula tiroides en 
diferentes grupos de vertebrados. 
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LAS HORl'IOHAS TI RO IDEAS 

Bi osí.ntesi • y Secrec i ón 

Como ~'ª se menciono, la biosintesis de las HT depende 

primordialmente del iiporte dietético de yodo y por lo tanto, el 

primer paso para su síntesis consiste 

transporte de yodo al interior de la c~lula 

en la captacion o 

folicular tiroide&. 

Este transporte constiluye un proceso activo y esta mediado por 

un mecanismo energetico denominado genericamente bomba de yodo 

<De Groot y Taurog, 1979; Guyton, 1984i. 

Una vez en el interior de la celula tiroidea, el yoduro, que e~ 

la form~ "inorg~nica" del yodo, es con'1ertic10 por acción de las 

perm:idasas tiroideas en ºyodinion, una forma reactiva capaz de 

"yodar" los residuos de tirosin.'< que están presentes en la 

tiro~lobuliria. Esta gl ucoprotei n,.; de peso molecular el evado 

(66(,, •)(ti) daltons) esta' formada pot- 5,65(! <1minoacidos, 

cuales aproximadamente 125 corresponden a tirosina. 

residuos se lleva a cabo l c" yodacio·n para 

de los 

En estos 

producir 

monoyodotirosina, precursor necesario para la cliyodotirosina. A 

partir de estas yodotirosinas sin acción biolCÍgica aparente, se 

forman l o;s yodotironinas La !!:.Íntesis de las 

yodotironinas está mediada por la acción de enzimas acopladoras 

que unen dos diyodotirosinas para formar tiro>dna, o una 
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Las Hoeflonas Tieoinsas

Biosíntesis y Elcretìdfl

Cnmg ya se menciono, la biosintesis de las HT depende

primordialmente del aporte dietético de YGÚD Y Pflf 19 tafltüi 9¡

primer paso para su síntesis consiste en la captatìüfl U

transporte de yodo al interior de la celula folicular tirflidëfl-

este transparte censiiiuve un orflcesfl afiiivfl Y este msdifldfl PDF
un mecanismo energetico denominado genericamente bomba de yodo

(De Groot y Taurüg, 197Di Guïtflni 19943*

Una ve: en el interior de la celula tiroides; E1 Yflüflfüi QUE E!

la forma "inorganica" del yodo, es convertido por accidn de las

Peroeidasas tiroideas en "vodinio", una forma reetììvñ CHPHH ¿E
"yodar“ los residuos de tirosina que están presentes en la

tiroolobulina. Esta glucoproteina de peso molecular elevado

fase, eee deifnnsi esti furmsas per s,¿se amineeeiaes, es las
cuales aproximadamente 125 corresponden a tirosina. En estos

residuos se lleva a cabo la yodacidh para producir

monofodotirosina, precursor necesario para la diyodotirosina. ñ

partir de estas yodotirosinas sin accidh hioloqica aparente, se

forman las yodotironinas (Ta y Tal. La síntesis de las

yodotironinas esta mediada por la acción de enzimas acopladoras

que unen dos diyodotirosinas para formar tironina, o una

_ 14 u



diyodotiro::ina con un3. mono-,·odot i ro::i n3. form3r 

triyodotironina (De Groot y Tautog, 1979; Taurog, 1979; Lehman, 

1982; '.131 ·.-erde-R .,. Col, 1 º8º) • 

L.o1s HT biolÓgic3mente act:ivas T3 y T.., se libey·3n de la 

tiroglobulina por prote¿Iisis. Las vello::idades de la parte 

3.pic:al de 13. céÍul3 folicular tom3n, por endoc:itosis, por-cienos 

de coloide y lo introducen :i su interior en donde se une 3. 

lisosomas que contienen enzimas proteolÍticas. Estas vacuolas 

lisosomales transportan el coloide hacia la 

c~lul• y los productos de la proteÓlisis 

parte basal de 

yodot.ironinas 

tiroglobulina son secretados por exocitosis hacia 

c:irc:ul3ciÓn :anquÍnea (De Groot. y Taurog, 19"'9). 

la 

y 

la 

Las ho:·monaSo tiroideas no ci1-culan libr·es cm la sangr-e, sino 

que lo hacen 11 unidas" a proteínas transportadoras. En 1 o:: 

vertebr·ados se conoce que estas protei11oi\s son: la globulina 

transport.adora de HT <TBG), la pr·ealbÚmina <TBPA), la albúmina 

CALB> y la postalbÚmina (POSTALB>. Estas proteinas enlazan a las 

hormonas tiroideas de manera qui:? solo una pequeña fracción (0.018 

0.016 Y.> de la cantiddd total secretada queda libre. En 

humanos, la proteína con mayor 2finidad pe<r.a T:s y T,. es la TBG, 

1 a cual une entre el 55 y el 60 '.f., mientras que 1 a TBPA y 1 a ALB 

unen entre el 25 al :::o ·. y el 10 Y. respectivamente <Robbins, 1978; 

Robbins y Bartalena, 1º86). 

divodotirosina con una monovodotirosina para formar

trivodotironina (De Groot v Tautog, i9?9; Tanrog, IQFQ; Lehman,

1982; Valverde-R v Col, 198°).

Las HT biológicamente activas Ta v T4 se liberan de la

tiroglooulina por proteolisis. Las vellosidades de la parte

apical de la ceiula folicular toman, por endocitosis, porciones

de coloide v lo introducen a su interior en donde se une a

lisosomas que contienen ensimas proteoliticas. Estas vacuolas

lisosomales transportan el coloide hacia la parte basal de la

celula v los productos de la protedlisis - yodotironinas 9

tiroglooulina r son secretados por enocitosis hacia la

cireulacidn sanguínea (De Broot v Taurog, 1?¬?).

Transporte v Hetabolisoo

Las hormonas tiroideas no circulan libres en la sangre, sino

que lo hacen "unidas" a proteinas transportadoras. En los

vertebrados se conoce que estas proteinas son: la globulina

transportadora de HT fïeai, ia prsaiudmins (Tasa), la albúmina
(HLB) v la postalbdmina (PüSTnLH). Estas proteinas enlazan a las

hormonas tiroideas de manera que solo una pequena fraccion (0.015

~ ü.01o K) de la cantidad total secretada queda libre. En

humanos, la proteina con mayor afinidad para T; v T4 es la THE,

la cual une entre el 55 y el bo K, mientras que la TBPQ v la HLB

unen entre el 25 al 30: v el lo 2 respectivamente ífloboins, 1¢?B¡

Robbins v Bartalena, lfiüóì.
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Las HT unidas a proteinas son metabolicamente inactivas y se 

considera que constituyen una fuente de almacenamiento. La vida 

media de la T. circulante en el hombre es de 6 a 7 dias, mientras 

que la de la T3 es mas corta (2 dias). Esta diferencia es 

secundaria a la distinta afinidad que las proteínas 

transportadoras tienen para una y otra tironina <Robbins y 

Bartalena, 1986). 

El metabolismo de las HT comprende principalmente tres acciones 

enzimáticas espec{ficas: a>, la desaminación oxidativa de su 

cadena lateral; bl, la conjugacion con sulfato o glucoronato que 

tiene lugar en su mayor parte en el hígado, pasando los 

metabolitos a la bilis e intestino en donde unos son 

rehidrolizados a r. y T:s y reabsorbidos, eliminándose sólo una 

pequeña fracción por heces fecales; c>, la desyodaciÓn secuencial 

en ambos anillos <Chopra y col, 1978; Valverde-R y col, 1989>. 

En los Últimos años se ha reconocido que la monodesyodaciÓn 

tisular de T4 representa la principal fuente de T:s endó'gena 

<aproximadamente 75~~ del total>, y que esta desyodacion puede dar 

lugar a la "formaciÓn" de una molécula de T:s biológicamente 

activa, o bien, a una molécula de T:s inerte desde el punto de 

vista metabÓlico, conocida con el nombre de triyodotironina 

reversa <rT:s>. Este mecanismo peculiar de biotraneformaciÓn 

periférica es Órgano-espec{fico y selectivo, segun ocurra en el 

carbOll 5' o 5 de los anillos tirosilo o fenilo respectivamente 

<Chopra y col, 1978; Engler y Burger, 1984>. 
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Las HT unidas a proteinas son matabdlicamante inactivas y se

considera que constituyen una fuente de almacenamiento. La vida

media de la T4 circulante en el hombre es de o a 7 dias, mientras

que la de la Ta es más corta (2 dias). Esta diferencia es

secundaria a la distinta afinidad que las proteinas

transportadoras tienen para una y otra tironina (Robbins v

Bartaleno, ifiüél.

El metabolismo de las HT comprende principalmente tres acciones

enzimdticas especfficasi al, la desaminacidn oxidativa de su

cadena lateral; bl, la conjugacion con sulfato o glucoronato que

tiene lugar en su mayor parte en el hígado, pasando los

metabolitos a la bilis e intestino en donde unos son

rehidrolizados a T4 y T; y reabsorbidos, eliminándose sdlo una

pequena fraccion por heces iecalesi cl, la desyodacidn secuencial

en ambos anillos (Chopra v col, i9?B; Valverde-R y col, 19891.

En los últimos años se ha reconocido que la monodesyodacidn

tisular de T4 representa la principal fuente de T; enddbena

(aproximadamente 753 del totall, v que esta desyodacion puede dar

lugar a la “formacidn" de una molecula de T; bioldoicamente

activa, o bien, a una moldcula de T; inerte desde el punto de

vista metabdlico, conocida con el nombre de trivodotironina

reversa irT;l. Este mecanismo peculiar de biotransformacidn

periférica es organo-especfiico v selectivo, segun ocurra en el

carbon 5' o 5 de los anillos tirosilo o fenilo respectivamente

(Chopra y col, 1978; Englor v Burger, 19841.



Acciones y Ef•ctos 

Actualmente !:e reconoce que los numerosos y variados: efectos 

biolÓgicos de las HT se pr·aducen primordialmente por estimulaciÓn 

de la s:íntesis protéica. Se sabe que en el núcleo celular 

existen proteinas específicas no hi!í>tona que enlazan 

selectivamente a las HT. Estas proteinas están intimamente 

asociad as con el DMA nuclear, y la union de las HT a su 

"receptor" nuclear es una senal para activar la DNA polimerasa e 

iniciar la transcripción de segmentos específicos del "templado" 

del DNA, a través de la s{ntesis y liberación del RNA mensajero 

específico. La traducción de é'ste en los ribosomas, aumenta la 

s{ntesis de diversas proteínas estructurales y funcionales que 

son responsables de los efectos finales observados <Baxter y 

Funder, 1979; De Groot, 1979; Tata, 1980; Oppenheimer y col, 

1987). 

En los organismos adultos, 1 a principal acción de las HT 

resulta de su efecto calorigénico el cual se debe a un aumento en 

la tasa basal del metabolismo. Existen varias teorías sobre este 

efecto y su mecanismo de acción: una postula que las HT aceleran 

la reacción s:ecuenci,;ol de la fosfori laciÓr1 oxidativa 

mi tocondr i al , permitiendo asi la generacion de niveles elevados 

de ATP. Otra hipotesis sugiere que las HT estimulan la ATPasa de 

la membrana celular, produciendo liberación de C3lor y disipando 

los enlaces de fosfato de alta energia. También es probable que 
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Acciones y Efectos

åctualmente se reconoce que los numerosos y variados efectos

bioldbicos de las HT se producen primordialmente pür estimulacion

de la sintesis proteica. Se sabe que en el nucleo celular

existen proteinas específicas no histona que enlaean

eelectiuamente a las HT. Estas proteinas eetáh intimamente

asociadas con el DHÄ nuclear, y la union de las HT a su

"receptor" nuclear es una señal para activar la DHQ polimerasa e

iniciar la transcripcion de segmentos especificos del "templado"

del DNA, a traves de la síntesis y liberacion del Rflâ mensajero

específico. La traducción de este en los ribosomas, aumenta la

síntesis de diversas proteinas estructurales y funcionales que

son responsables de los efectos finales observados (Baxter y

Funder, IQTQ; De Groot, l¢?9; Tata, 1980; üppenheimer y col,

1957).

En los organismos adultos, la principal accion de las HT

resulta de su efecto caloriqenico el cual se debe a un aumento en

la tasa basal del metabolismo. Existen variae teorfas sobre este

efecto y su mecanismo de accion: una postula que las HT aceleran

la reacción secuencial de la fosiorilaciofi nxidativa

mitocondrial, permitiendo asi la generacion de niveles elevadas

de ATP. Otra hipotesis sugiere que las HT estimulan la fiTPasa de

la membrana celular, produciendo liberacion de calor y disipando

los enlaces de fosfato de alta energia. Tambien es probable que
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el efecto calorigé'nico de las HT sea otra expresión final de la 

mencionada estimulaciÓn de la síntesis protéica 

Lazarus, 1977; Oppenheimer, 1987>. 

<Sterling y 

Es a travé.s de estos mecanismos de accion como 1 as HT 

intervienen en prácticamente todas las funci Onl?S del organismo; 

vgr., la regulación del metabolismo energ~tico, la reproducción y 

lactancia, la hematopoyesis, la actividad del sistema nervioso 

central, el metabolismo hidroeléctrico y de vitaminas, la func:iÓn 

hipofisiaria, etc. Es decir, se sabe que para mantener normales 

todas las fLmciones orga'nicas se requieren concentraciones 

intracelulares suficientes y adecuadas de hormonas tiroideas 

nata, 1980). 

Control de la Funcion Tiroidea 

El sistema que regula la síntesis y la secrecion de las HT es 

complejo y comprende dos mecanismos de natur-aleza diferente. Por 

un lado, el aporte dietético de yodo que a nivel de las células 

tiroideas interviene autorregulando la síntesis y secreción de 

yodotironinas con actividad hormonal. Por otra parte, existe un 

elaborado sistema de 

secuencial regulan y 

"señales" neuroendÓcrinas que 

controlan la función de la 

en forma 

gl a'ndula 

tiroides. Esta cascada de señales se origina en el sistema 

nervioso central CSNCl. En el hipotálamo existe una area 

tirotr~pica, en donde se sintetiza un péptido denominado TRH o 

hormona liberadora de tirotropina, Esta neurohormora, como su 
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el efecto calorigénico de las HT sea otra expresión final de la

mencionada estimulacidn de la síntesis proteica fäterling v

Lazarus, l¢??; Dppenheimer, l9B?).

r¿-.-Es a traves de estos mecanismos de accion como las HT

intervienen en prácticamente todas las funciones del organismo]

vgr., la regulacidn del metabolismo energetico, la reproduccidn v

lactancia, la hematopovesis, la actividad del sistema nervioso

central, el metabolismo hidroelectrico v de vitaminas, la funcidn

hlpofisiaria, etc. Es decir, se sabe que para mantener normales

todas las funciones orqanicas se requieren concentraciones

intracelulares suficientes v adecuadas de hormonas tiroideas

iïata, IFBÚI.

central ae 1a Funciaíi Ti rei aaa

El sistema que regula la sintesis v la secrecidn de las HT es

complejo v comprende dos mecanismos de naturalexa diferente. Por

un lado, el aporte dietético de vodo que a nivel de las celulas

tiroideas interviene autorregulando la síntesis v secrecidn de

vodotironinas con actividad hormonal. Por otra parte, existe un

elaborado sistema de "señales" neuroenddcrinas que en forma

secuencial regulan v controlan la funcion de la glandula

tiroides. Esta cascada de señales se origina en el sistema

nervioso central (5HCl. En el hipotalamo existe una area

tirotrdpica, en donde se sintetisa un pdptido denominado TRH o

hormona liberadora de tirotropina, Esta neurohormora, como su



nombre lo indica, estimula a nivel hipofisiario la sintesis y 

liberación de la ti rot.ropi na. La t. i rotropi na, hormona 

estimulante de la tiroides o TSH, es una glucoproteinR 

sintetizada y secret.adada en la adenohipofisis por las c~lulas 

especializadas llamadas tirotropos, las cuales constituyen 

aproximadamente el 5% de la glandula hipofisis. Esta hormona 

hipofisiaria estimula a las celulas foliculares de la glandula 

tiroides para que sintetizen y secreten HT <Sterling y Lazaruz, 

1977; De Groot, 1979; Valverde-R, 1983). 

Por otro lado, este mecanismo de control neuroendÓcrino se 

autorregula de la siguiente manera: cuando los niveles 

circulc<11tes y la proporción t.io;ular de T3 y T,. son elevadas, se 

suprime o disminuye la secreción de TSH. E-;:t ;i inhibición de la 

producción " secrecion de TSH hipofisiaria esta mediada por la 
' 

síntesis, a nivel de los tirotropos, de una proteína que 

"bloquea" el efecto estimulCtnte del TRH. Este mecanismo de 

inhibición recibe el nombre de retroalimentación negativa. Al 

contr,,.rio de lo anterior, cuando los niveles cir·culantes y la 

concentración intracelular de T3 y T4 son bajos, se e-;:timula la 

secreción de TSH <retroalimentación positiva>. Es evidente que 

en este sistema de regul;iciÓn y control neurohumor al, los 

tirotropos hipofisiarios están sujetos a dos estímulos 

antagó'nicos: uno positivo, que está dado por la TRH y que induce 

la sfnte~is y libei-ac:iÓn de la TSH, y otro negativo o 

inhibitorio, que e~t3 dado por la concentración de HT que 
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nombre lo indica, estimula a nivel hinofisiario la sintesis v

liberacidn de la tirotropina. La tirotropina, hormona

estimulante de la tiroides o TEH, es una glucoproteina

sintetizada V secretadada en la adenohipofisis por las celulas

especialisadas llamadas tirotropos, las cuales constituyen

aproximadamente el Si de la glandula hipofisis. Esta hormona

hipofisiaria estimula a las celulas foliculares de la qlandula

tiroides para que sintetisen v secreten HT (Sterling y Lararuz,

1977; De Groot, 1979; valverde-R, 19831.

Por otro lado, este mecanismo de control neuroenddcrino se

autorregula de la siguiente manera: cuando los niveles

circnlantes v la proporcion tisular de T; y T4 son elevadas, se

suprime o disminuye la secrecion de TSH. Esta inhibicidn de la

produccidn y secrecion de TEH hipofisiaria esta mediada por la

síntesis, a nivel de los tirotropos, de una proteina que

"bloquea" el efecto estimulante del TRH. Este mecanismo de

inhibición recibe el nombre de retroalimentacidn negativa. nl

contrario de lo anterior, cuando los niveles circulantes v la

concentracidn intracelular de T± v Ta son bajos, se estimula la

secreción de TSH (retroalimentacidn positiva). Es evidente que

en este sistema de regulacidn v control neurohumoral, los

tirotropos hipofieiarios estan sujetos a dos estfmulos

antagdnicosi uno positivo, que esta dado por la TRH v que induce

la síntesis y liberación de la TEH, v otro negativo o

inhibitorio, que esta dado por la cocentracion de HT que

. - le -



bloquean la liberación de TSH <Sterling y Laz~ruz, 

Groot, 1979; Hoar, 1979; Valverde-R, 1983>. 

1977; De 

En esta forma, el sistema controla rigurosamente la cantidad de 

TSH liberada por la hipÓfisis. Eo=te control esta mediado 

primordialmente por· la variable regulada por el sistema; es decir 

por las; concentraciones de HT, ya que la cantidad de TSH 

secretada se ajusta a 1 a sen al o retroal imentaciÓn que 1 e dan al 

propio tirotropo, la'E concentracioneE y/o ocupación de :ue 

receptores nucleares por las HT. Se piensa que el mecanis1110 

negativo está dado por las HT que estimulan en el tirotropo la 

sfntesis de una pr·otein;:. que bloquea la liberación de TSH 

inducida por la TP.H. Mo :e :abe si las HT también regulan la 

secreción de TSH por un efecto sobre el hipotálamo, y si este 

efecto hipotal.imico es inhibitor·io (Sterling y Lazan.1:z, 1977; De 

Groot, J979; Valverde-R, 1983). 
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bloquean la liberación de TSH (Sterling y Lazaruz, 1977; De

Groot, 1979; Hoar, 1979; Valverde-R, 1983).

En esta forma, el sistema controla rigurosamente la cantidad de

TSH liberada por la hipófisis. Este control esta. mediado

primordialmente por la variable regulada por el sistema; es decir

por las concentraciones de HT, va que la cantidad de TSH

secretada se ajusta a la señal o retroalimentación que le dan al

propio tirotropo, las concentraciones vfo ocupación de sus

receptores nucleares por las HT. Se piensa que el mecanismo

negativo estajdado por las HT que estimulan en el tirotropo la

sintesis de una proteina que bloquea la liberación de TSH

inducida por la TRH. Ho se sabe si las HT también regulan la

secreción de TSH por un efecto sobre el hipotalamo, y si este

efecto hipotalamico es inhibitorio (Sterling y Lazaruz, i9?7; De

Broot, 1979; Valverde¬R, 19831.

- Eü ~



II. HORl10NAS TIROIDEAS EN TELEOSTEOS 

Tomando en cuent;:i la dificultad que pre!::enta el 

l.;1boratorio con peces, as( como los diseños ~' las manip1.1}.3cioneo;; 

experimentales utilizadas por la mayoría de los investigadores en 

este campo, es importante senalar que la interpretación de los 

resultados obtenidos hasta la fecha debe hacerse con cautela, 

evitando particularmente establecer conclusiones generali7adas. 

Esta aclar<1ció'n resulta aun más pert.inente, si se toma F.n cuenta 

que en estos vertebrados existe. además, una gran diversidad de 

especies así como de habitats y condiciones medioambientales. 

Este capitulo se dividirÍ en tres secciones principales: 11, 

las proteinas transportadoras de las HT en peces, enfatizando las 

diferencias que presenta esta familia con respecto al resto de 

vertebrados; 2>, las. acciones de las HT en sAlmones, especies a 

~ 

partir de las cuales "'·e empezo a dar import.'lnci a al estudio de 

las HT en peces dE·bido a su participacion aparente en las 

migraciones reprod11cti•1.;os; di? estos organismos, y por i'1ltimo, 

la informAció'n referente,,. algunas funcionPs dP lac. HT en la 

truch.;o .;irco iris, q11c> es l.'> especie de salmónido en la q11e se 

llev¿ a cabo la presente tesis. 
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II. HDHBHHB TIRDIDEHS EN TELEDSTED5

Tomando en cuenta la dificultad que presenta el trabajo de

laboratorio con peces, asf como los diseños 9 las manipulaciones

experimentales utilizadas por la mavorfa de los investigadores en

este campo, es importante señalar que la interpretación de los

resultados obtenidos hasta la fecha debe hacerse con cautela,

evitando particularmente establecer conclusiones generaliradas.

Esta aclaración resulta aun mas pertinente, si se toma en cuenta

que en estos vertebrados existe,ademas, una gran diversidad de

especies así como de habitats v condiciones medioambientales.

Este capitulo se dividirá' en tres secciones principales: ii,

las proteinas transportadoras de las HT en peces, enfatizando las

diferencias que presenta esta familia con respecto al resto de

vertebrados; 21, las acciones de las HT en salmones, especies a

partir de las cuales se empesó a dar importanria al estudio de

las HT en peces debido a su participacion aparente en las

migraciones reprodnctivas de estos organismos, y pnr fi1,¡mÚ, 3,,

- , 'Í _.la informacion referente a algunas funciones de las HT en la

trucha arco iris, que es la especie de salmónido en la que se

llevóƒa cabo la presente tesis-



Protein•• Tranmportadoras de HT en p•c•• 

Se mencionó' en el cap(tulo anterior que en el suero del hombre 

&e han identificado tres proteinas transportadoras1 la globulina 

transportadora de HT <TBG>, la albÚmina <ALB> y la prealbÚmina 
, 

<TBPA>. Estos datos solo son correctos para el hombre y algunos 

mamíferos, pues se encuentran diferencias en la afinidad de las 

proteínas y la& proteínas mismas en el resto de los vertebrados 

que poseen glánd~la tiroides <peces, anfibios, reptiles y aves> 

<Yuichi y col,1969; Refetoff y col, 1970). 

En el caso particular de loa peces, se conoce que tambien 

existen tres proteínas transportadoras: La TBPA, la ALB y la 

postalbÚmina <PALB>. Es importante hacer notar la total au .. ncia 

de la TBG. En cuanto • la afinidad de estas proteinas a HT, se ha 

observado que la unión es poco estable y muy dé'bil <Refetoff, 

1970>. La ALB es la proteína con mayor afinidad a T., uniendo 

entre el 40 y el óOY. de esta hormona, segun la especie de. P•z. 

La TBPA une entre el 15 y el 20% de T,,. y la PALB une tambi¡;n 

alrededor del 20Y. <Yuichi et al, 1969). 

Hormonas Tiroideas en Sal.ónidos 

especies anadromas que efectúan dos migraciones durante SLI ciclo 

de vida. La primera ocurre durante la primavera, .... 1 rededor de 

los 18 meses de edad, cuando el pez nada río abajo hacia el mar 

para habitar ahí durante su vida adulta. El salmón sufre cambios 
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Proteinas Tranlportadoras dl HT on pocos

Se mlnciond'en el capítulo anterior que en el suero del hombro

se han identificado tros proteinas transportadoras: la globulina

transportadora de HT (TBEI, la albdmina (nLHl v la prealbúmina

(TBPHI. Estos datos sólo son correctos para el hombro v algunos

mamíferos, pues se encuentran diferencias en la afinidad de las

proteinas v las proteinas mismas ln el resto de los vertebrados

que poseen glandula tiroides (peces, anfibios, reptiles v avosl

(Yuichi v col,l9a9; Hefotoff v col, l??úl.

En Il caso particular de los peces, se conoce que tambidn

existen tres proteinas transportadoras: La TBPH, la HLB v la

postalbfimina (FnLHl. Es importante hacer notar la total ausencia

do la THE. En cuanto a la afinidad do estas proteinas a HT, se ha

observado que la unión es poco estable v muy debil (Refetoff,

läïúl. La nLB es la proteina con mayor afinidad a T4, uniendo

entre el 40 v el out de esta hormona, segun la ospecll de_ pss.

La THPñ une entre el l5 v el Eüï de T4 v la PHLE une también

alrededor del Eüï (ïuichi et al, lflael.

reason-s Tiraiaaas un saisdhiaan

šsssltiiisasisbi-discas1sb_x_-Bsscsdsssisa- Lfll salmflflsl ash
especies anadromas que efectdan dos migraciones durante su ciclo

de vida. La primera ocurre durante la primavera, alrededor de

los id meses de edad, cuando el paz nada río abajo hacia el mar

para habitar ahf`durante su vida adulta. El salmón sufre cambios
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morfoL<gico:, fisiolÓgico;: y conductuale?s que> lo -'•m a prepa.r~t

para la vida marina; el conjunto de estos cambios se conocen con 

el nombre gené'r-1co de "esmoltificaciÓn". El pe= puede sobrevivir 

en el medio marino Únicamente cuando culminado su 

esmol ti f i caci Ón. La segunda mi gr aci Ón ti ene 1 ugar después de l r>s 

10-24 meses de vida en el mar cuando los salmones adultos se 

dirigen y migran al agua dulce para reproducirse. El pez, además 

de culminar ~u maduración sexual al entrar al agua dulce, también 

sufre varios cambios morfolÓgicos y fisiológicos que le van a 

permitir la sobreviviencia en este medio 

Schreck, 1982l. 

CHoar, Sower &e 

Como se resume en el cuadro 1, c·>d ste alguna información 

eicpe1-imental que sugiere la participación de las HT en ambas 

migraciones, estimulando el proceso de esmoltificación en la 

primera y participando en la maduración sexual durante la 

segunda. Se piensa que las HT son la "senal" endógena que inicia 

ambas migraciones CGraw et al, 1981). 

Durante la esmoltificaciÓn se ha observado que las 

concentraciones de T4 circulante aumentan en forma sostenida y 

progresiva en el curso de cinco semanas. La magnitud de este 

incremento es muy variable segun el estudio de que se trate, y es 

probable que esta dispersión en los valores informados obedezca 

al empleo de radioinmunoanálisis homólogos o de estuches 

comercial es en 1 os di fer entes estL•di os <ver cu.adro 1 >. Este 

incremento de T. que antecede y acampana al proceso de 
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morfolflfiicoe, fisiolåoicos y conductuales quo lo fan a preparar

para la vida marina; el cünjunto de estes cambios se conocen con

el nombre generico de "esmoltiíicacidn". El pe: puede sobrevivir

en el medio marino Únicamente cuando ha culminado su

esmoltiiicaciån. La segunda migración tiene lugar despues de lns

iB-24 meses de vida en el mar cuando los salmones adultos se

dirigen Y migran al agua dulce para reproducirse. El pez, ademas

de culminar su maduracidn sexual al entrar al agua dulce, tambien

sufre varios cambies muriolåbicos y fisidifidicos que le van a

permitir la sohreviviencia en este medio (Hoar, 1??9¡ Souer e

ächreck, 1982).

Como se resume en el cuadro 1, existe alguna información

experimental que sugiere la participación de las HT en ambas

migraciones, estimulando el proceso de esmeltificacidh en la

primera y participando en la maduración sexual durante la

segunda. Se piensa que las HT son la "señal" endošena que inicia

ambas migraciones (Graw et al, 19811.

Durante la esmoltificaciån se ha Dhservado que las

concentraciones de Ta circulante aumentan en forma sostenida y

progresiva en el curso de cinco semanas. La magnitud de este

incremento es muy variable segun el estudio de que se trate, y es

probable que esta dispersiãn en los valores informados Dbedecca

al empleo de radioinmunoanalisis homdlogos o de estuches

comerciales en los diferentes estudios (ver cuadro 1). Este

incremento de T4 que antecede y acompaña al proceso de



esmoltificacion se ha interpretado como indicativo de que las, HT 

participan en el crecimiento y desarrollo del pez <Dickhoff e~ 

al, 1978; So1<1er et al, 1984). Se ha propueE:to que dicho 

incremento, prepara y facilita la adaptación del organismo al 

cambio hidroosmÓtico ya que en forma simultanea ocurre un aumento 

en la actividad de la bomba de Na•-K•-dependiente de ATPasa a 

nivel de las br;mquias <Folmar i, Dicl:hoff, 1979). 

El hecho de que la elevación sostcm1da de T4 este asociada al 

ciclo lunar ha llevado a proponer que dicho ciclo representa el 

principal evento o serial med i oamb i en tal que sincroniza el 

desarrollo y sobrevivencia del individuo. Se sabe que la 

ausencia de este incremento de T4 se asocia a hipodesarrollo y/o 

a la muerte del organismo iDickhoff et al, 1978; 

1981). 

Graw et al , 

Durante la migracion as0ciada a la reproducción, en ambos sexos 

ocurre un aumento transitorio y significativo de T3 y de T,. 

<Sower Schreck, 1982; BiddiE:combe le ldler, 1983). 

Posteriormente, cuando el animal entra al agua dulce, ocurre otro 

incremento que alcanza niveles muy elevados, y que en las hembras 

decrece paulatinamente conforme progresa la maduración de gametos 

y hasta el desove. Los machos exhiben un incremento en los 

niveles de la hormona antes de la espermiaciÓn. Estos hechos se 

han interpr·etado como parte de los mecanismos met;;bÓl icos y 

osmorregulatorios que permiten la adaptación del animal al agua 

dulce, y que influyen en los procesos de maduracion gonadal del 
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esmoltificacioh se ha interpretado como indicativo de que las HT

participan en el crecimiento v desarrollo del pe: iüickhofi et

al, 1975; Eower et al, 195d). Se ha propuesto que dicho

incremento, prepara v facilita la adaptacidh del organismo al

cambio hidroosmdtico va que en forma simultanea ocurre un aumento

en la actividad de la bomba de Ha*-H*-dependiente de fiTFasa e

nivel de las hranquias iFolmar & Dickhoff, l¢?9l.

El hecho de que la elevacion sostenida de Ta este asociada al

ciclo lunar ha llevado a proponer que dicho ciclo representa el

principal evento o señal medioambiental que eincronisa el

desarrollo v sobrevivencia del individuo. Se sabe que la

ausencia de este incremento de Ta se asocia a hipodesarrollo vio

a la muerte del organismo lüickhoff et al, l??B; Graw et al,

19511.

Durante la migracion asociada a la reproduccion, en ambos senos

ocurre un aumento transitorio v significativo de T3 v de T4

ísower e Echreck, 1952; Eiddiscombe e Idler, l9B3l.

Posteriormente, cuando el animal entra al agua dulce, ocurre otro

incremento que alcanza niveles muy elevados, v que en las hembras

decrece paulatinamente conforme progresa la maduracidh de gametos

v hasta el desove. Los machos exhiben un incremento en los

niveles de la hormona antes de la espermiacidh. Estos hechos se

han interpretado como parte de los mecanismos metabolicos v

osmorregulatorios que permiten la adaptaciåh del animal al agua

dulce, v que influven en los procesos de maduracion gonadal del

_ gq _
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salmen CSower & Schreck, 1982). El incremento de T. que precede a 

la espermiaciÓn en los machos parece partic:ipar en la mismi< 

<Biddiscombe & Idler, 1983). No se puede descartar la posibilidad 

de que el decremento de T ~ y T 4 en la madurez sexual avanzada 

pueda ser secund ,,u-ia a una disminución de la estimulacio.i1 de TSH 

<Biddiscombe 8c ldler, 1983i. 

Se ha encontrada también la participación de otras hormonas eri 

las migraciones de los salmones, principalmente en la 

reproductiva. Se sabe que la prolactina <PRLl alcanza niveles 

muy elevados algunas semanas antes de iniciarse la migración, y 

se le hi!I atribuido un papel cm la regulación hidroosmotic:a del 

animal <Lam, 19721. Tambi~n se sabe que el estr3diol present~ los 

mismos oscilaciones que la T4 durante esta migración, y se piensa 

que la hormona afecta la percepcion sensorial de manera que el 

pez se sensibiliza a estímulos eHternos que influyen sobre los 

procesos de migración y/o esmoltificación. El estradiol tambien 

está estrechamente relacionado en la maduración de los gametos 

<Sower et c.l, 1984>. 
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salmoh í5ouer E Schreck, 1982). El incremento de Ta que precede a

la espermiacidh en los machos parece participar en la misma

iüiddiscombe à ldler, 1983). No se puede descartar la posibilidad

de que el decremento de T; v T4 en la madurez sexual avanzada

pueda ser secundaria a una disminucion de la estimulacion de TEH

(Biddiscombe e Idler, 1983).

Se ha encontrado tambieh la participacion de otras hormonas en

las migraciones de los salmones, principalmente en la

reproductiva. Se sabe que la prolactina (PRL) alcanza niveles

muy elevados algunas semanas antes de iniciarse la migracion, v

se le ha atribuido un papel en la regulación hidroosmotica del

animal (Lam, 1972). Tambien se sabe que el estradiol presenta los

mismos oscilaciones que la T4 durante esta migracion, v se piensa

que la hormona afecta la percepcion sensorial de manera que el

pez se sensibiliaa a estímulos externos que influyen sobre los

procesos de migración yfo esmoltificacidh. El estradiol tambien

está'estrechamente relacionado en la maduracidh de los gametos

låower et al, l9B4l.
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CUADRO l. NIVELES CIRCULANTES DE HT DURANTE LA 
ESMOLTIFICACIOM Y HIGRr1CIOM EM SALMOMIDOS 

FSPECIE 

Oncorhynchus 
Id sutch 

Oncorhynchus 
nerl'a 

ESMOLTIFICí~CIOM 

+sostenido y pro 
gresivo de T4 , sin 
cronizado por la 
luna nueva: 

18 a 117.4 nmol/l 
10.3 a 77.4 nmol/l 
6.5 a 43.9 nmol/l 

HIGR(~CIOM 

+premigratorio 
de r •. 

.+r. al entrar 
al agua dulce: 

2.9 a 6.5 nmol/l 

+ 3mbas hormonas 
al entrar al agua 
dulce: 

T3, 1.4 a 10.8 nmol/l 
r~, 7.7 a 25.B nmol/l 

Datos originales tomados de: Dickhoff et al, 1978; Graw et al, 
1981; So~1er ~< Schreck, 1982; Biddiscombe ~' Idler, 1984 y Sower et 
al, 1984. 

Hor•onas Tiroideas en SallllO gairdneri 

utilizando procedimientos de cromatogr-af(a de gas <Osborn et al, 

1978>, se ha encontrado un incremento en las concentr~ciones de 

T3 y r. durante el otoño, alcanzando su valor mas elevado en 

noviembre, justo en el periodo de desarrollo gonadal rápido. Sin 

embargo.este aumento no se encontró relacionado funcionalmente a 

la maduración gonadal. Al mismo tiempo, se observó una baja en 
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CUÉDHD I. NIVELES CIHCULÉHTEE DE HT DURHHTE LH
ESHÚLTIFIEÉEIDH T HIBRHEIDH EH SHLHÚHIDÚS

_ _ mi iii ¬¬íí_- í--qq-.g4g__.í.¶qpj.í|.±.|._.ï¿.ííïí¶..í1;.|.|.¡.¡.¢,-¿_

FSPECIE EEHDLTIFIEÑCIDH HIEPHEIDN

*sostenido 1.-' oro *premigratorio
gresivo de T4, sin de Ta.
cronizado por la

Dncorhvnchus luna nueva:
kisutch IB a 1l?.4 nmolƒl

lü.3 a ??.4 nmolƒl
o.5 a 43.9 nmolfl

IlI_- ïiïí

4 T4 al entrar
al agua dulce:

2.9 a o.5 nmol .fl

Q. ambas hormonas
üncorhvnchus al entrar al agua

dulce:nerka
T1, 1.4 a lü.B nmolfl
T4, ?.? a 25.8 nmolƒl

Bates originales tomados dei Dickhoff et al, i9?B; Gran et al,
` ' t1981; Eoner e Scnreck, 1982; Eiddiscombe e Idler, 1954 v Eoner e

ai, lesa.

Hormonas Tiroideas en Salmo gairdneri

Biisss_Esiasieoaies_de_HI- En esta especie ns miaratflria v
utiliaando procedimientos de cromatogra+ia de gas ifleborn et al,

l9?El, se ha encontrado un incremento en las concentraciones de

Ta v T4 durante el otoño, alcanzando su valor más elevado en

noviembre, justo en el periodo de desarrollo gonadal rapido. Ein

embargo este aumento no se encontrd'relacionado funcionalmente a

la maduracidh gonadal. nl mismo tiempo, se observo una baja en

H gfi a
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la relación T 4 I Tos. Estas observoc.iones se han intC?rpretado como 

suge:tiva: de una di:minuciÓn i:m l"' utilizaciór1 p1~riférica o 

degradación hepática de T4 • En este mismo estudio los niveles 

hormonales se elevaron para alcanzar un :egundo valor máximo en 

abril <primavera>, pero la relacicin T4 ! Tos no presentci cambios. 

Esto sugiere un aumento en la tasa de secreción de la tiroides en 

esta epoca. La caída brusca de los niveles de T3 y T .. que se 

encuentra al final de la primavera y principios del verano 

indican otro cambio en el equilibrio entre la liberacicin de 

hormona por 

degr ad.'lci Ón. 

la glá'ndula y su utilización periférica y 

Se :ugiere que en las temperatura: alta: del verano se 

incrementa el consumo de HT, y que éste se compensa con un 

aumento en la actividad de la glándula (Osborn el al, 1978). 

Bi.tmQ_!;;ir:J;;-ªQi§DQ_g~_!:ff· Se ha encontrado que durante el ayuno 

no :e pre:c.mt a ni ngun ritmo diario en la: concentraciones 

plasmá'ticas de- Tos y T4 <Brown el al, 1978). En contraste, dur¿1nte 

la alimentación ad libitum se ha encontrado un ritmo diario en 

donde los niveles más altos ocurren entre las (19:00 y 13:00 hr5, 

y los mas bajos entre las 05:00 y 19:00 hrs. Parece ser que esta 

elevacio·n de T..,. y T .. puede representar un ritmo endógeno 

circadico que Únicamente se manifiesta en peces alimentado: sin 

ser influenciado por otros factores medioarr•bientale-s \Eales et 

al• 1981 i. 
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la relacióh T4 J T1. Estas observaciones se han interpretado como

eugeetivae de una disminución en la utilicacion periíerica o

degradación hepática de T4. En este mismo estudio los niveles

hormonales se elevaron para alcanzar un segundo valor maeimo en

abril (primaveral, pero la relacion T4 f Ta no presento cambios.

Esto sugiere un aumento en la tasa de secreción de la tiroides en

esta epoca. La caida brusca de los niveles de T; v T4 que se
1

encuentra al final de la primavera v principios del verano

indican otro cambio en el equilibrio entre la liberacion de

hormona por la glándula v su utilización periférica v

degradacióh.

Se sugiere que en las temperaturas altas del verano se

incrementa el consumo de HT, v que este se compensa con un

aumento en la actividad de la glándula Eüsborn el al, 1978).

Bitmo Ci§gadiang_de 51. se ha encontrado que durante el avuno

no se presenta ningun ritmo diario en las concentraciones

plasmáticas de T; v T4 (Brown el al, 19?B). En contraste, durante

la alimentación ad libitum ee ha encontrado un ritmo diario en

donde los niveles mas altos ocurren entre las 09:00 v 13¦üü hrs,

v los más bajos entre las ü5¦üü v 19:00 hrs. Parece ser que esta

elevación de T; v T4 puede representar un ritmo endógeno

circadico que únicamente se manifiesta en peces alimentados sin

ser influenciado por otros Factores medioambientales iEales et

al, 1981).

,-¬_.
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Tambien se encentro que los niveles de T:s y T .. son mas elevados 

durante el periodo de luz que en el de obscuridad <Eales et al, 

1981). 

tl::l\!llQ __ X'._ __ l:ll· Se ha encontrado que el ayuno i nf 1 uye sobre 1 a 

función tiroidea en teleÓ:teo: <Eale:, 1979i. Se ha ob:ervado que 

tanto el ayuno corto (3 dias>, como el largo (12 a 37 dias) 

deprime los niveles plasmáticos de T:s <Eales et al, 1981>, y que 

también deprime la velocidad de depuración o recambio <MRC> y la 

taza de degradación <DRl de T:s y T4 , así como la taza de 

conversión e>:tratiroidea de T,. a T:s radioactiva, lo cual se 

asocia a la supresión de la función de la tiroides <Ea.les, 1979; 

Higgs ~ Eales, 1977 y 19791. 

Después de proporcionar alimento aumenta la concentración de T,. 

plasmática. Se ha sugerido que este aumento tal vez sea 

secundario a un incr·emento en la liberación de T4 por l•'I gl.Índula 

tiroides, la cual sería estimulada por propiedades físicas o 

químicas del alimento ingerido, o por un cambio en el 

comportamiento y actividad asociado a la alimentacicfo. En otras 

pal abras, la depresión de T 4 que ocurre durante el ayuno crónico 

puede :er afectada temporalmente por una :ol.a comida, la cual por 

algun mecanismo aun no bien precisado promueve la liberación de 

T4 a la sangre. Esto se ac:ompaila de un incremento en la 

conversión de T .. a T:s, lo cual puede depender de la cantidad de 

alimento presentado <Flood & Ea.les, 1983). 
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Tambien ae encontró que los niveles de Ta y T4 son más elevados

durante el periode de lu: que en el de obscuridad (Ea1es et al,

1981).

Qgggg__1__fl1. Se ha encontrado que el ayuno iniluye eobre la

función tiroidea en teleóeteoe íEa1ee, 1979). Se ha observado que

tanto el ayuno corto 13 dias), como el largo (12 a 37 dias)

deprime loa niveles plasmóticoa de Ta iEa1ea et al, 1981), y que

también deprime la velocidad de depuración o recambio (HRC1 v la

taza de degradación (DR) de T; y T4, asf como la taza de

convereión eatratiroidea de T4 a T; radioactiva, lo cual se

asocia a la eupreaiófi de la función de la tiroides (Ea1ea, 1979;

Higqa e Ealea, 1??? v iäïäì.

Deepuee de proporcionar alimento aumenta la concentración de Ta

plaemófica. Se ha sugerido que este aumento tal vea eea

secundario a un incremento en la liberación de T4 por la glándula

tiroides, 1a cual sería eatimulada por propiedades ffeicae e

químicas del alimento ingerido, e por un cambio en el

comportamiento v actividad asociado a la alimentacion. En otras

palabras, la depresión de T4 que ocurre durante el ayuno crónico

puede eer aïectada temporalmente por una eola comida, la cual por

algun mecanismo aón no bien precisado promueve la liberación de

T4 a la sangre. Eeto se acompaña de un incremento en la

conversión de T4 a T;, lo cual puede depender de la cantidad de

alimento presentado (Flood a Ealea, 1983).
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!!!!!e!~!~~~!-~-~!· A juzgar por los niveles circulantes de T4, 

se ha encontrado que •l sistema tiroideo no exhibe ninguna 

respuesta a los cambios de temperatura. Sin embargo, sí se han 

encontrado que la tasa de degradación de la T4 incrementa a 

mayores temperaturas. Este fenómeno se explica de la siguiente 

manera: al aumentar la temperatura, se produce ya sea un 

decremento en la afinidad de las proteínas plasmáticas a T. y/o 

una alteración en la unión de los sitios receptores para T. •n el 

tejido. Esto permitiría que la hormona penetrara a los tejidos 

con más facilidad y podría intercambiarse libremente con la poza 

(pool) der. plasmática. Se piensa también que el sista•a 

tiroideo participa en la aclimataciÓrl / tolerancia de l.a 

temper.atura en algunos teleósteos, aunque dicha participación 

necesita ser bien estudiada iEales et al, 1982l. 

Ii::i:tQ9Q!;ir:QDiD~-B~Y~r:a•. Ut i l i <:ando un RHI de estuche comercia• 

y otro en columna de Sephadex, se h .. teportado que la trucha 

arcoiris presentil concentr ... cio111?s de, f:s 1aenorE"- ¡ji;, 40 pg/ml. 

DebiJo a l~ mala n:producibil.1.dad de su técnica, el autor comenta 

quC? probablemcnti::; la tr-uch"' pr--=,,;;e11Le c. .. nlidctdes no detectables de 

est .. hormona. ,:, dif<1rencia de otros organismos superiores, en la 

tt-ucha no hay t~v1 dcnc:i a de <..:on .·c..:1-si ói·, di; T ... a 1·T.s, pe1·u sí' se 

encuentr"' una g1· an con ver si Ón a T.os• En !?Stas organismos el 

reciclaje del yodo por la glándula tiroides es menor del 5% 

(Eales et al, 1983). 
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15mQ!§a§g§a_1_§I. ñ juzgar por los niveles circulantes de T4,

se ha encontrado que Il sistema tiroideo no exhibe ninguna

respuesta a los cambios de temperatura. Sin embargo, sf se han

encotrado que la tasa de degradación de la T4 incrementa a

mayores temperaturas. Este fenómeno se explica de la siguiente

manera: al aumentar la temperatura, se produce ya sea un

decrementu en 1a afinidad de ias proteinas plasmáticas a T4 via
una alteracióh en la unión de los sitios receptores para T4 In el

tejido. Esto permitiría que la hormona penetrara a los tejidos

con mas facilidad y podría intercambiarse libremente con la poza

(pool) de T4 piasmótica. Se piensa tambión que el sistema

tiroideo participa en la aclimatacióh J tolerancia de la

temperatura en algunos teleósteos, aunque dicha participación

necesita ser bien estudiada iEales et al, 1952).

Ig¿ygggti[QfliQa_Ee3e[§a. utiliaando un Rifi de estuche comercial

y otro en columna de Sephaden, se ha reportado que la trucha

arcoiris presenta concentraciones de ¡T1 menores de 40 pgƒml.

Debido a la mala reproducibilidad de su tecnica, el autor comenta

que probablemente la trucha presente cantidades no detectables de

esta hormona. Q diferencia de otros organismos superiores, en la

trucha no hay evidencia de conversión de T4 a r1;, peru sf se

encuentra una gran conversión a Ta. En estos organismos el

reciclaje del yodo por la glándula tiroides es menor del 5%

reales at al, iaesa. ”
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111. PLANTE~IENTO DEL PROBLEMA EXPERIMENTAL 

Propositos y Objetivos de la Tesis 

Como se puede apreciar, la i nformac i ó'n referente al metabolismo 

v fisiología de las HT en peces es escasa y fragmentada. 

particularmente},;> i\tenciÓn dos hechos: tl, que no exista, 

Llaman 

hasta 

donde sabemos, un análisis documentado de 1 os cambios 

ontogenét: i cos en los ni v el es de HT en t .rucha arcoi r is y 2), 1 a 

heterogeneid'ld en la metodología analítica que se utiliza en los 

divero;;os estudios report.'ldos. En Mm:ico no existe inform.'lción o 

e!!:tudios en es.pecies locales. ni en especies introducidas. Por 

e5ta razó'n ;1 como parte de un proyecto m.;is ilmplio encaminado a 

propiciar el desarrollo de la endocrinolog(a comparada en nuestro 

país, esta tesis se diseñó para alcanzar los siguientes 

objetivos: 

E5tandariz.;ir l.'l técnica de radioinmuno,;injlisis !RIA> 

homólogo para cuantificar Jos niveles circulantes de HT, 

princip.3lmente Ts y r ... en SalllO gairdneri. 

- 30 -

III. PLHHTEQHIEHTD DEL PRUHLEHQ EIPEHIHEHTHL

Proositos y Dhjetivos de la Tesis

Como se puede apreciar, la intormacióh referente al metabolismo

v iisiologfa de las HT en peces es escasa v iragmentada. Llaman

particularmente la atención dos hechos: Il, que no exista, hasta

donde sabemos, un analisis documentado de los cambios

ontogenóticos en los niveles de HT en trucha arcoiris v 2], la

heterogeneidad en la metodología analítica que se utiliea en los

diversos estudios reportados. En Hósico no existe iniormación o

estudios en especies locales ni en especies introducidas. Por

esta razón v como parte de un proyecto mas amplio encaminado a

propiciar el desarrollo de la endocrinologia comparada en nuestro

país, esta tesis se diseñó para alcanzar los siguientes

objetivos:

- Estandarizar la tecnica de radioinmunoanalisis iRIfil

homólogo para cuantiiicar los niveles circulantes de HT,

Pfïfifiìflfllmente Ta Y F4 En Salmo gairdneri.



Establecer en forma preliminar 105 valore5 de referencia do 

estas hormonas en Salmo gairdneri y analizar los cambios que 

exhiben a traves de un periodo de su ontogenía. 

Se piensa trabajar principalmente con e5te salmónido debido a 

que es una especie que se cultiva y consecuentemente es 

accesible. Tc<mb"ien es importante destacar que es una de las 

pocas especies que a la fecha se han estudiado en otros países, 

lo cual permite contar con informacion de referencia para la 

iniciacion de este estudio. 

Es evidente que la satisfaccion de los objetivos que esta tesis 

se ha fijada, permitirá disponer de una tecnica o "herramienta" 

an.~litica reproducible '/ confiable con la que se podrán realizar 

estudios experimentales encaminados a conocer el posible papel 

que estas hormonas juegan en algunos aspectos de la fisiolog{a de 

estos organismos. Por esL1 ra::on, a continuación se revisar·an, 

en forma resumida, los principios y fundamentos de la metodologfa 

que se desar·rol l ara en 1 a presente te<;:i s. 

I111>ortancia del RadioinlK.lnoanÁlisis 

El radioinmunoanálisis <RIA> es una herramienta analítica de 

gran importancia para comprender la fisiolog(a endÓcrina, ya que 

permite medir· la concentración de prácticamente todas las 

hormonas conocida!E. El RIA es una técnica muy sensible que 

permite detectar cantidades muy pequenas de estas substancias, 

- 31 -

* Establecer en forma preliminar los valores de referencia do

estas hormonas en Salmo gairdneri v analizar los cambios que

exhiben a traves de un periodo de su ontogenia.

Se piensa trabajar principalmente con este salmónido debido a

que es una especie que se cultiva v consecuentemente es

accesible. Tambien es importante destacar que es una de las

pocas especies que a la fecha se han estudiado en ofros paises,

lo cual permito contar con informacion de referencia para la

iniciacion de este estudio.

Es evidente que la satisfaccion de los objetivos que esta tesis

se ha fijado, permitira disponer de una tecnica o “herramienta”

analítica reproducible v confiable con la que se podran realiaar

estudios experimentales encaminados a conocer el posible papel

que estas hormonas juegan en algunos aspectos de la fisiologfa de

estos organismos. Por esta racon, a continuacion se revisarán,

en forma resumida, los principios v fundamentos de la metodologia

que se desarrollara en la presente tesis.

Importancia del Radioinounoanilisis

, E1 radiainmannanáiiais (Ria) es una herramienta analítica ua
gran importancia para comprender la fisiología endócrina, ya que

permite medir la concentracion de practicamente todas las

hormonas conocidas. El RIA es una tecnica muv sensible que

permite detectar cantidades muy pequeñas de estas substancias,
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1 ademas de ser reproducible y confiable. Sus aplicaciones, que 

inicialmente estuvieron limitadas a la medicion de solo unae 

cuantas hormonas polipeptídicas naturalmente antigenicas, se ha 

extendido a un número grande de substancias de interes biologico 

y me'di ca, incluyendc:; hormonas, vitaminas, antibióticos y alguna:: 

otras drogas <Yallow & Berson, 1959; Ekins, 1974; Yallow, 19801. 

Fundamentas del Radioin•unoanalisis 

J El Fh1 es una tecnic:.,1 de analisis fisic:oqufmic:o que deriva del 

aná-li::is por saturación esto1blecido por Ekins en 196(•. El termino 

radioinmunoanálisis o radioinmunoensayo se aplica para referirse 

a 1 as ticnicas que utilizan anticuerpos como proteinas 

receptoras. 

El principio fundamental del RIA esti' regido por la ley de 

acción de masas, y se basa en la reactividad entre un anticuerpo 

(Acl o molé'cula "saturable" y un anti'-geno <Ag) o "ligando". La 

concentracion del Ac que se mantiene fija en el sistema, limita 

el n~mero de sitios de acoplamiento por los cuales compiten 

fisicoqufmicamente: el ant{geno radioactivo \también en 

concentración limitada ~' escasa) y el ant{geno no radioac:ti':o, 

que se agrega en cantidades conocidas (estandaresl, o bien en 

cantidades variables en las muestras problema. A medida que se 

incrementa la masa del antig~no no radioactivo en el sistema, 

disminuye la posibilidad de que el antígeno radioactivo <;;e "una" 

al anticuerpo. Esta "competencia• por el numero limitado de 

Ia ademas de ser reproducible v confiable. Sus aplicaciones, que

inicialmente estuvieron limitadas a la medicion de solo unas

cuantas hormonas polipeptidicas naturalmente antigenicas, se ha

extendido a un nómero grande de substancias de interes biológico

v medico, incluvendo hormonas, vitaminas, antibióticos v algunas

otras drogas iïallom b Herson, 1959; Ekins, lv?4¡ ïallou, lëüüi.

Fundamentos del Radioinounoandlisis

Í E1 Fin es una tecnica de analisis fisicoquimico que deriva del

analisis por saturación establecido por Ekins en l9oü- El termino

radioinmunoanalisis o radioinmunoensavo se aplica para referirse

a las tecnicas que utilizan anticuerpos como proteinas

receptoras.

' El principio fundamental del Rio esta; regido por la lev de

acción de masas, v se basa en la reactividad entre un anticuerpo

iflcl o molócula "saturable" v un antígeno ifigl o "ligando". La

concentracion del nc que se mantiene fija en el sistema, limita

el número de sitios de acoplamiento por los cuales compiten

fisicoqufmicamentei el antfgeno radioactivo itambien en

concentración limitada v escasa] v el antígeno no radioactivo,

que se agrega en cantidades conocidas iestandaresl, o bien en

cantidades variables en las muestras problema. A medida que se

incrementa la masa del antígeno no radioactivo en el sistema,

disminuye la posibilidad de que el antígeno radioactivo se "una"

al anticuerpo. Esta "competencia" por el nómero limitado de
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:,itio:, de unión del iic ::.e manifies;t;i por un;i monor rildio;:icti'lidad 

detectada en la fraccion unida al anticuerpo, 1 a cual es 

inver:.amente proporcional a la concentración del antígeno no 

radioactivo. E:to se puede con la reació·n de 

competencia: 

Agt 
/Agt 

- Ac 

+ Ac 

Ag ~Ag - Ac 

En donde Ag* = ant(geno marcado (hormona o sustancia radioactiva>; 
r~g = antígeno no marcado <hormona usada como estándar o problema a 
medir); Ac = anticuerpo receptor; Ag*-Ac y Ag - Ac = complejo 
ant(geno-anticuerpo radioactivo y no radioactivo respectivamente. 

En esta reacción se deben hacer notar los siguientes aspectos: 

1. La cantidad del antígeno en concentraciones desconocidas 

puede determinarse, debido a que las; moléculas; del antígeno 

radioacti-10 (Agt>, compiten con las del antígeno no marcado 

(Agl¡ es; decir, con los estándare:, o lo:, problemas;, por los; 

sitios limitados de unión que ofrecen los anticuerpos <Ac) 

en el sistema. 

2. El ensayo requiere que el comportamiento entre el antígeno 

en concentre.cienes desconocidas o "problema" y el antígeno 

estándar sea semejante. decir, que ambos sean 
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cities de unida ue1 na sa manifiesta por una manar radiaactiviaaa
detectada en la iraccion unida al anticuerpo, la cual es

inversamente proporcional a la concentracion del antígeno no

radioactivü. Esto se puede expresar con la reacidn de

competencia:

+ fic

ag '\ng -Ac

En donde äg! = antfoeno marcado (hormona o sustancia radioactiva
fig = antfgeno no marcado (hormona usada como estándar o problema a
medirli Ac = anticuerpo receptor; Hg*-fic y ng - àc = complejo
antigenoeanticuerpo radioactieo y no radioactivo respectivamente.

En esta reaccion se deben hacer notar los siguientes aspectos:

l. La cantidad del antígeno en concentraciones desconocidas

puede determinarse, debido a que las moleculas del antígeno

radioactivo fñgil, compiten con las del antígeno no marcado

(A911 es decir, con los estandares o los problemas, por los

sitios limitados de union que ofrecen los anticuerpos íficl

en el sistema.

2. El ensayo requiere que el comportamiento entre el antígeno

en concentraciones desconocidas o "problema" y el antígeno
I.

estandar sea semejante. Es decir, que ambos sean

.- 33_.
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igualmente cap~ces de desplazar a los Ag* de los complejos 

Agt.-Ac. 

3. Los reactantes Agt y (1c se agregan en cantidad fija. El Ag 

se agrega en concentraciones conocidas y variables 

<estándares> y en concentraciones por determinar, como es 

el caso de las muestras problema. La1 reacc:ion debe 

proceder en condiciones Óptimas par~ que la unión sea 

estable. 

neutro. 

Estas generalmente son: temperatura de 4°C y pH 

La dilución final del Ac debe unir entre el 30 a 

S".1:~ del r-igt en ausencia del Ag. 

4. Despué's de la incubacion de los tres componentes ( Agt, Ag, 

Ac>, es indispensable separar las fracciones Ag-Ac y Ag*-Ac 

del Ag y Agt. para as{ medir la radiactividad de la fra1cciÓn 

unida (UI al Ac, o bien aquella en forma libre (LJ, o 

amba~. En esta forma se elabora una curva dosis-respuesta 

con los resultados obtenido~ a partir de los estándares. 

La separación de la fraccion unida al Ac <Agt-Ac + Ag-Acl, 

de la no unida (Agt +Ag> es cr{tica y de fundamental 

importancia. 

espec{ f i cos. 

E!Eta se logra por procedí miento~ 

5. La proporción resultante de 13 radioactividad unida entre 

la radioactividad total (U /TI, presentara dontrn de 

cierto intervalo, una relación proporcion.'\l 

"dosis-respuesta" respecto a L1 concentración del :int(gcmo 

- 34 -

igualmente capaces de despiaxar a los Hg* de los complejos

figtflnc.

Los reactantes figi y nc se agregan en cantidad fija. E1 àg

se agrega en concentraciones conocidas y variables

(estandares) y en concentraciones por determinar, como es

el caso de las muestras problema. La reaccid debe

proceder en condiciones óptimas para que la union sea

estable. Estas generalmente son: temperatura de 4=C y pH

neutro. La dilución Final del nc debe unir entre el 30 a

591 del ngi en ausencia del Hg.

Despues de Ia incubacion de los tres componentes { figl, Hg,

ficl, es indispensable separar las iracciones Hg-Ac y Hg!-Hc

del ng f Hg! para así medir la radiactividad de la fraccion

unida fu! al flc, o bien aquella en forma libre (L1, o

ambas. En esta Forma se elabora una curva dosis-respuesta

con los resultados obtenidos a partir de los estandares.

La separaciån de la fraccion unida al nc ing!-Hc + Ag-nc),

de la no unida tng! +Ag) es crítica y de +undamental

importancia. Esta se logra por procedimientos

específicos.

La proporcion resultante de la radioactividad unida entre

la radioactividad total (U I T3, presentara dentro de

cierto intervalo, una relacion proporcional

"dosis-respuesta" respecto a la concentracion del antígeno
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Esta relacicin equimolar permitira construir 

gr~ficas e interpolar a c;stas; las; proporciones U / T 

observadas en los problemas y calcular as{ 1 a concentración 

de ant(geno o s;ustancia e> determin:>r. 

R•quisita& del Radioinmuna•nilisis 

1. Para el desarrollo de un procedimiento de RIA se requiere 

disponer de un Ag'tt altamente purificado, que conserve sus 

propiedades i nmunol Ógi cas. hormonas marcadas 

isotópicamente deber:n ser tan puras como sea posible y de 

s;uficiente actividad espec{fica (a.e. = radioactividad I 

masa), para que sea detectable y contenga el mínimo de masa 

<generalmente entre 6,000 a 20,000 cuentas por minuto y 

menos de 100 pg /tubo, segun l;:i eficiencia del detector). 

2. Es necesario producir y disponer de un antisuero adecuado. 

Los anticuerpos utilizados deben ser específicos para la 

molécula que se pretende medir. La concentración Óptima o 

título del anticuerpo determina por un ens=i','O 

específico, en el que s:e mide la proporción de unión del 

antígeno radioactivo al anticuerpo en varias diluciones. 

La di 1 uci Ón donde el 30 a 50:~ del {~gt se une al Ac <U / L 

3. Es indispens,"lble estandarizar un método adecuado para la 

rápida y completa separación del Agt. unido al Ac, de aquel 
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estandar. Esta relacion equimolar permitira! construir

graiicas e interpolar a estas las proporciones U I T

observadas en los problemas v calcular asi la concentracidn

de antígeno o sustancia a determinar.

Requisitos del Radioinounoanilisis

1.

2-'

3-'

Para el desarrollo de un procedimiento de Rlfi se requiere

disponer de un Hg! altamente purificade, que conserve sus

propiedades inmunoldgicas. Las hormonas marcadas

isotdpicamente deberan ser tan puras como sea posible v de

suficiente actividad especifica Ea.e. = radioactividad I

masal, para que sea detectable v contenga el minimo de masa

¡generalmente entre a,üüü a 2ü,üüü cuentas por minuto v

menos de lüú pg I tubo, segun la eficiencia del detectorl.

Es necesario producir v disponer de un antisuero adecuado,

Los anticuerpos utilizados deben ser especificos para la

molécula que se pretende medir. La concentracion dptima o

título del anticuerpo se determina por un ensayo

especifico, en el que se mide la proporción de unión del

antígeno radinactivo al anticuerpo en varias diluciones.

La dilucidn donde el 30 a Süï del figï se une al Hc (U I L =

ll es la mas apropiada.

Es indispensable estandarizar un metodo adecuado para la

rapida v completa separaciån del ñgt unido al ñc, de aquel



que se encuentra libre, de tal forma que la radioactividad 

de una o ambas fases pueda ser correctamente medida. 

<l. La confiabilidad del RIA reqlliere que tanto el Ag estándar 

como el de los problemas se encuentren en condiciones 

similares en el ensayo. Como el Ag estándar se prepara 

gen~ralmente a partir de una sal, y el Ag problema segun el 

ensayo, puede encontrarse en plasma, suero, orina, 

extractos de tejidos o de cultivos de c¿lulas, es evidente 

qlle estas muestras problemil contienen una cantidad de 

~;;ustancias y componentes "extra", que pueden modificar de 

alguna manera los resultados. Por esta razón lo más 

conveniente es igualar o "semejar" las condiciones del Ag 

estándar y Ag problema. 

Todo esto exige un estricto "control de calidad" que incluye 

los siguientes cinco criterios para valorar la confiabilidad y 

validez de los procedimientos de RIA <Ruiz-Juvera, 1976). 

}./Precisión. Es lól capacidad del sistema para distinguir entre 

dos concentraciones de antígeno en cualquier posición de la 

curva est,;1ndar. Se valora cuantitativamente por medio del 

coeficiente de variación CV= S I X; en donde S= a la 

desviaci6n estándar y X= al promedio de las mediciones. 

Sensibilidad. Es la cantidad más pequeña de ant(geno no 

marcado que puede ser detectado. La sensibilidad máxima 

depende de la afinidad del anticuerpo. Es mayor a medida 
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que se encuentra libre, de tal forma gue la radioactividad

de una o ambas fases pueda ser correctamente medida.

4. La aanfiaailidaa del sin requiera que tanta al ag estándar
como el de los problemas se encuentren en condiciones

similares en el ensayo. como el ng estándar se prepara

generalmente a partir de una sal, v el ng problema segun el

ensavo, puede encontrarse en plasma, suero, orina,

extractos de tejidos o de cultivos de celulas, es evidente

que estas muestras problema contienen una cantidad de

sustancias v componentes "entra", que pueden modificar de

alguna manera los resultados. Por esta razdn lo mis

conveniente es igualar o "semejar“ las condiciones del ng

estandar v ng problema.

Todo esto exige un estricto "control de calidad" que incluve

los siguientes cinco criterios para valorar la confiabilidad v

valides de los procedimientos de Hln (Rui:-Juvera, lsïbl.

if Frecìsìdh. Es la capacidad del sistema para distinguir entre

dos concentraciones de antígeno en cualquier posiciãn de la

curva estandar. Se valora cuantitativamente por medio del

coeficiente de variacidn BU= E I X; en donde E= a la

desviación estandar v Is al promedio de las mediciones.

~ Eonsibilidad. Es la cantidad mås pequeña de antígeno no

marcado que puede ser detectado. La sensibilidad maxima

depende de la afinidad del anticuerpo. Es mavor a medida
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que la concentración del antígeno marcado es insignificante 

y la del ant{geno no marcado se aproxima a cero. 

Especificidad. Se define como el grado de interferencia 

creado por sust3ncias diferentes a la que se desea medir. 

La especificidad del anticuerpo es influida por 1 i'i 

heterogeneidad del antisuero, la reactividad cruzada con 

antígenos similares o moléculas que puedan ocupar· los sitios 

inmunoreactivos, y la interferenci<1 de la reacción debida al 

bajo peso molecular del material 

condiciones de la reacción. 

que altera el medio o las 

1- Exactitud. Es el grado en el cual la medición de una 

sustancia coincide con el valor de la medición estándar. 

Paril su evaluaci6n se comparan los resultados obtenidos en 

un número <estadísticamente aceptable> de ensayos 

semejantes. 

Reproducibilidad. Se basa en l.;1 vai-iaciÓn intra - en:ayo e 

ínter ensayo observada en un número estadísticamente 

validn de ensayos. 
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que la concentración del antígeno marcado es insignificante

y la del antígeno no marcado se aproxima a cero.

Especificidad. Se define como el grado de interferencia

creado por sustancias diferentes a la que se desea medir.

La especificidad del anticuerpo es influida por la

heterogeneidad del antisuero, la reactividad crusada con

antígenos similares o moleculas que puedan ocupar los sitios

inmunoreactivos, v la interferencia de la reaccidn debida al

bajo peso molecular del material que altera el medio o las

condiciones de la reaccidn.

Exactitud- Es el grado en el cual la medicidn de una

sustancia coincide con el valor de la medición estandar.

Para su evaluación se comparan los resultados obtenidos en

un número (estadfsticamente aceptable) de ensayos

semejantes.

Reproducibilidad. Se basa en la variacidn intra - ensayo e

inter - ensavo observada en un número estadfsticamente

valido de ensavos.
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IV. DISEÑO EXPERittENTAL Y PROGRAl1A DE TRABAJO 

MATERIAL Y METODDS 

"aterial BiolÓgico 

L3s truchas arcoiris utilizad.;,;: en este 

trabajo se obtuvieron de un criadero comercial IWalter Ruprich> 

de engorda ubicado en Malinalco, Estado de Mexico. 

El estudio abarca desde la doceava semana hasta que los 

animales alcanzan la tal 1 a comercial <aproximadamente 

cuadrag,sima semanal. Se sangraron 34 animales en total, 

divididos en grupos de 4 a 8 individuos seleccionados segun su 

peso, el cual var i Ó de 80 a 300 q. El sangrado se efectuó por 

punción caudal, utilizando jeringas desechables de 5 ml. Se 

extrajeron entre 1 y 5 ml de sangre de cada pez, segun su talla. 

Además de registrar el peso vivo de cada animal (figura 3), er. 

todos se determ1nó la longuitud patrón. No se sexó a ningun 

organiEmo debido a que no se noE permitió sacrificar a loE 

animales. 

La sangre de cada individuo se dejÓ coagular a temperatura 

ambiente 14 a 5 horas). Se centrifugó a 2, 500 rpm por 20 

- 38 -

IU. DISEÑ EIPEHIHEHTHL Y PRBBRHHH DE TRQBHJÚ

Harsaral- v nsïdnua

nato-ia: aialdqica

Las truchas arcoiris t5¿Lmg_g¿¿§dgg¿il utilizadas en este

trabajo se obtuvieron de un criadero comercial (Walter Huprichl

de engorda ubicado en Halinalco, Estado de Heaico.

El estudio abarca desde la doceava semana hasta que los

animales alcanzan la talla comercial ¡aproximadamente

cuadragésima semanal. Se sangraron 34 animales en total,

divididos en grupos de 4 a E individuos seleccionados segun su

peso, el cual varid de BU a lüü g. El sangrado se efectuå' por

puncidn caudal, utilizando jeringas desechables de 5 ml. Se

estrajeron entre 1 v 5 ml de sangre de cada pez, segun su talla,

fidemãs de registrar el peso vivo de cada animal ifigura El, en

todos se determind la longuitud patrdn- No se seed' a ningun

organismo debido a que no se nos permitid sacrificar a los

animales.

La sangre de cada individuo se dejá' coagular a temperatura

ambiente (4 a 5 horasì. Se centrifugd' a 2,5Úü rpm por 20
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Figura 3 . Se ilustra e l registro del peso vivo 
del pez. 

Figura 4 . Se ilustra el metodo de sangrado por 
puncción caudal . 

Ã-fl -1-Figura 3. P ilustra al registro del paso vivo
del pez.

.-
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Figura 4. Se ilustra el metodo de sangrado por
puncciún caudal.



minutos. Se recuperó el suero con pi petas PasteL1r, se 1 e agregó 

~zida de sodio al 0.2;; y se almacenó a - 70"" C para realL,,3r 

posteriormente las determinaciones hormonales. 

Material de Vidriería y Equipo 

Tubos de ensayo de 12 Y 75 mm 

Tubos de ensayo de 18 X 150 mm 

Pipetas de 10, 5 y ml 

Matrac~s aforados de 100 ml 

Probeti\s de 25 y 100 ml 

Pipetas de micromeclición (Beckton - Dickson) de 1 a 200 ul 

Puntas de pl{stico para pipetas de micromediciÓn 

Jeringas de medición de ".).1 ml <Hamilton) 

Micropipeta autom~tica <Micromedicl 

Agitador automático excéntrico <Vortex) 

Agitador- magm~tico c:on barra magnética 

Vasos de precipitado de 100 y 250 ml 

Centrífuga refrigerada 

Contador de centelleo para radiaciones gamma <Packardl 

Papel parafilm 

Gradi 11 as 

Sales, Solventes y Reactivos 

Tris lhidroximetill aminometanc <tris> R.A. Sig~a 

Tiroxina <sal sodical Sigma 

Triyodotironina <sdl sodical Sigma 

>kido 8 - .anilina - 1 - naftalensulfÓnico <ANSl Sigma 

I' .Hminutes. Se recupero el suero con pipetas Pasteur, se le agrego

azida de sodio al 0.22 v se almacendra - ?ú= C para realiaar

posteriormente las determinaciones hormonales.

Material de Vidrierfa v Equipo

Tubos de ensayo de 12 E ?5 mm

Tubos de ensayo de IB I 150 mm

Pipetas de 10, 5 v 1 ml

Hatraces aforados de lüü ml

Probetas de 25 y lúü ml

Pipetas de micromedicidn füeckton - Dicksonl de 1 a 200 ul

Puntas de plåstico para pipetas de micromedicidn

Jeringas de medicidn de o.l ml (Hamilton)

Hicropipeta automatica lflicromedicl

ñgitador automatico excéntrico ivorteel

ñgitador magnético con barra magnética

Vasos de precipitado de lüo v 25o ml

centrífuga refrigerada

Contador de centelleo para radiaciones gamma (Packardl

Papel parafilm

Gradillas

Sales, Solventos y Reactivos

Tris lhidroaimetill aminometano (trial R.n. Sigma

Tiroaina (sal sodical Sigma

Trivodotironina (sal sodical sigma

ácido B c anilino - 1 ~ naftalensulfdnico (RNE) Sigma

._-5o-



Acido clorh{drico concentrado J T Baker 

Carbón activado <Norit A> Sigma 

Dextran, grado clinico <P.H. 83 300> Sigma 

Alcohol etí'lico Mere!: 

..... ti rm: in;:, Me~J Eng l and Mue loar . ,,., .. - triyodotironina Nei'I England Nuclear 

Suero inmune anti 

Suero inmune 3nti 

Suero de conejo 

tiroxina (conejo! 

triyodotironina <conejo) 

Suero de segunde anticu~rpo. Padioa5~ay Systems Laboratori~s Inc. 

Soluciones 

Soluci~n amortigu.'O\dor.:¡ Tris - HCL 0.05 M; pH 8.6 (Tris-HCLd 

Soluci6n madre de tiroxina (100 mg I 100 ml> 

Soluci~n madre de triyodotironina 110 mg / 100 mll 

Solución de '"'"' 

Solución de .,..,,, 

- tiroxina 

triyodotironina 

Solución de suero inmune de anti - tiroxina 

Solución de suero inmune anti - tri-,·odotironini.l 

Solución de suc·ro de segundo anlicuorpo 

Suspensión de CólrbÓn - del:tran en Tri-=: - HCL 
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ficido clorhfdrico concentrado J T Baker

Carbdn activado tHorit fil Sigma

Destran, grado clinico fP.H. E3 Eüül Sigma

n1¢ana1 aiíiica marca
*== I - tironina New England Nuclear

lflfl l - trivodotironina New England Nuclear

Suero inmune anti - tirosina fconejol

Suero inmune anti ~ trivodotironina iconejol

Suero de

Suero de

conejo

segundo anticuerpo. Padioassav Systems Laboratories Inc

Soluciones

Solucidn

Solución

Solucidn

solución
Solucion

Solución

Eolucidn

Solucidn

amortiguadora Tris - HCL ü.ü5 H; pH B.o (Tris-Hühl

madre de tirosina ilüü mg f 100 ml)

madre de trivodotironina llo mg I lüü ml)

de 1:" I * tirosina

de 12* I - trivodotironina

de suero inmune de anti ¬ tiroaina

de suero inmune anti - trivodotironina

de suero de segundo anticuerpo

Suspensidn de carbdn - dentran en Tris - HCL
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PROTOCOLOS Y RESULTADOS PRELil'lltll'lRES 

Estandarización del RIA de T4 

Al iniciar la presente tesis se pensaba trabajar con peces de 

agua salada (t~nidos y serránidos principalmente>, debido a la 

disponibilidar:f de suero de estas especies y al gran interiis por 

estudi a.-1 as. Al finalizar la estandarización del RIA para T4 , se 

inició el trabajo para T:s y se encontr6 que no era satisfactorio 

el método habitual de separaci Ón (carbón dextranl ut i l i Z .óldO 

para T4 en peces y otras especies animales. Por esta razon se 

decidió cambiar al m~todo del segundo anticuerpo, y fue con este 

m~todo de separación con el que se terminó de estandarizar el RIA 

de T 3 • Sin é>mbiffgo, para ese entonc~'s el sL•t~r · o de las espec: i es 

mar1na6 sP habia agotado, por lo que ~e decidió realizar el 

estudio de la trucha arcoiris. 

Por otra parte, se observo' que l ."s c:t.tr '.'as separ ad .óls con spgundo 

anticuerpo eran mas reproducibles, por lo que se decidi~ hacer 

los ajustes necesarios en el Plt4 fl•"r:• T., ·.1 sepi'lrar este también 

con el sistema del segundo anticuerpo. Eslos aJustes s~ 

roalizaron ya con suero de truch~ arcoiriE. 

~UC·Y-0 

hipotiroideo o libr¡o; de HT es c:rL1ci;:,l e11 la e~tandar· izac:iÓn d1:l 

RIA par3 estas hormonas. 
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PRDTUEÚLDS T HEBULTQDDS FHELIHIHHRES

Estandarizacìfih del RIH de T4

QI iniciar la presente tesis se pensaba trabajar con peces de

agua salada ftdhidns y serráhidus principalmente), debido a la

disponibilidad de suern de estas especies V al gran interés per

estudiaflas. âl finalizar la estandarizacián del RIA para Ta, se

inicid'el trabaje para T; y se encnntrå que nd era satisfactorio

el metodo habitual de eeparacifin Ecarbdn - dextran) utilizado

para T4 en peces y ntras especies animales. Per esta razdì se

decidiå cambiar a1 métndn del segundo anticuerpo, y fue con este

méfddd de separación cen el que se termind'de estandarizar el Rìñ

de T;. Sin embargo, para ese entences el sueru de las especies

marinas se habia agotada, pnr 1D que se decidiš realicar el

estudie de la trucha arcoiris.

Por otra parte, se ebservñfque las curvas separadas cnn segunda

anticuerpo eran mas repreducibles, per le que se decidió' hacer

les ajustes necesarios en el Plfl para T4 1 separar este también

cun el sistema del segundü anticuerpe. EsLes ajustes se

realizarnn ya cfln suerfl de trucha arcoiris.

Ecseacasiém_deu_åeeceuH¿ee5itsieee- La elfibflfafiiåh del Eufirfl

hipetirnidee n libre de HT es crucial en la estandaricaciån del

RIA para estas hermanas. En gran medida del emplee de esie euern

___ ¡1 E -__



depende la correcta cuantificaci6n de las t.ironinas en las 

muestras problema. Se han mencionado dos hechos importantes en 

los cap{tulos pasadoss 1> las diferencias que existen en la 

composición y caracter(sticas de las proteinas transportadoras de 

HT en el suero de las diversas clases animales, y 2i la necesidad 

de igualar las condiciones de la curva estándar a la de las 

muestras problema. Segun lo anterior, es necesario contar con un 

suer-o homólogo a la especie que se va a estudiar, libre de HT 

p3r3 que sea utilizado en la curva estandar. 

La prepar:tciÓn de suero hipotiroideo se llevo a a c:tbo de l :i 

siguiente manera: 

1. Se sangraron 10 truchas por punci6n caudal (figura 41. 

2. La sangre obtenida se dejo coagular a temperatura ambiente 

por 4 a 5 horas, al cabo de las cuales se centrifug6 a 

2,500 rpm por 20 minutos. 

3. Se separó el suero con pip,:;iotas Pasteur y se pt·eparó un 

"pool" mezclando 300 ul del suero de cada animal. 

4. Al "pool" de :uero se le agregó 500 mg de carbón por cada 

10 ml para adsorber las hormonas y proteinas menores de 

5,000 daltons <el p. m. 

daltons respectivamente>. 

de la T3 y la T~ es de 784 y 6~7 

La . " suspens1on suero/carbón se 

dejÓ en agi taci Ón constante por 24 horas a 4""'C. 
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depende Ia correcta cuantiiicacidn de las tironinas en las

muestras problema. Se han mencionado dos hechos importantes en

los capftulos pasados: 11 las diferencias que existen en la

composicidh y caracteristicas de las proteinas transportadoras de

HT en el suero de las diversas clases animales, y El la necesidad

de igualar las condiciones de la curva estándar a la de las

muestras problema. Segun lo anterior, es necesario contar con un

suero homdiogo a la especie que se va a estudiar, libre de HT

para que sea utilizado en la curva estandar.

La preparacion de suero hipotiroideo se llevo a a cabo de la

siguiente manera:

1. Se sangraron 10 truchas por punciån caudal (figura 41.

2. La sangre obtenida se dejo coagular a temperatura ambiente

por 4 a 5 horas, al cabo de las cuales se centrifugå a

2,5ÚÚ rpm por EU minutos.

3. Se separå el suero con pipetas Pasteur y se prepard un

"pool" mesclando 390 ul del suero de cada animal.

4. HI "pool" de suero se le agrego Süü mg de carbån por cada

lü ml para adsorher las hormonas y proteinas menores de

5,üüü daltons iel p. m. de la Ta y la Ta es de ïflfi y ¿H?

daltons respectivamentei. La suspensidh suerofcaroåh se

dejfi en agitacidh constante por 24 horas a 4“C.
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5. Se centrifugó el suero a 19,000 rpm por 

precipi ta1- todo el carbón. 

horao para 

6. Se recuperó' el suero, se le agregó az ida de sodio al O. 21. y 

se almacenó a -20°C hasta su uso. 

~QCffiQQª--RªqlQ~~tl~ª--~---Ilt~l~~lQn ___ q~l ___ antl~~QC~Q~ Para 

determinar la cantidad Óptima de hormona radioactiva se ensayaron 

tres diferentes concentraciones: 5, 10 y 15 pg I 100ul; todas 

ellas preparadas en amortiguador Tris-HCL con el aogente 

"bloqueador" de 1 a unión de tironinas a sus protei na<;. 

transportador as <véase más adc:>l ante) • Estas soluciones se 

preparan conociendo la dCti v idad específica y la concentración 

del isótopo radioacti vo que son proporcionadas por el provedor 

comercial y $Uspendiendo la cantidad de T4 t en el amortiguador. 

Inicialmente, cada una de las tres concentraciones del ant(geno 

radioactivo se ensayó con tres dif~rentes diluciones del primer 

anti cuerpo: 1: 150, 1: 300 y 1: 45(1. El antisuero empleado 

corre:pondi Ó al conejo e lNN (obtenido en el Dep,;,1- tamento 

de Neuropsicoendocrinología del INNSZl. Se pesaron BC• mg del 

suero liofilizado y se reconstituyeron en ml de agua 

destilada. A p:irti r de esta solución se prepararon las 

diluciones antes señalodas. Los resultado: de estos C?nsayos se 

muestran en la figur;~ S. 3e puede apreciar que aunque t.odas las 

diluciones :on ÚtilC?:, es decir, que undlh entre el 30 al 50% del 

'1nt:genu r •• dioacti vo, la rliluciÓn Je 1:300 con 10 pg de antígeno 
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5. Se centrifugd' el suero a 19,000 rpm por 1 hora para

precipitar todo el carbón.

s. Se recupero el suero, se le agregd azida de sodio al ü.2ï y

se almacend a -20°C hasta su uso.

Hscssas__Basieastisa__z___IituLasiss___ssL-__&etissscses Para
determinar la cantidad óptima de hormona radioactiva se ensayaron

tres diferentes concentraciones: 5, 10 y 15 pg f lüüuli todas

ellas preparadas en amortiguador Tris-HCL con el agente

"bloqueador" de la union de tironinas a sus proteinas

transportadoras (véase mas adelante). Estas soluciones se

preparan conociendo la actividad especftica y la concentracion

del isfitopo radioactivo que son proporcionadas por el provodor

comercial y suspendiendo la cantidad de T4! en el amortiguador.

Inicialmente, cada una de las tres concentraciones del antígeno

radioactivo se ensayo con tres diferentes diluciones del primer

anticuerpo: 1:150, 1¦300 y l¦45Ú. El antisuoro empleado

correspondiå al conejo C - 1 - INN fiobtenido en el Departamento

de Neuropsicoendocrinoloqfa del INHSI1. Se pesaron BU mg del

suero liofilizado y se reconstituyeron en 1 ml de agua

destilada. A partir de esta solución se prepararon las

dilucioes antes señaladas. Los resultados de estos ensayos se

muestran en la figura 5. Se puede apreciar que aunque todas las

diluciones son utiles, es decir, que undh entre el Eu al SUE del

antígeno radioactivo, la dilncidh de i¦3úú con IG pg de antígeno

_..
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Fig. 6 Titulocidn del anticuerpo anti - T 4 
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radioactivo resulto ser la de mayor unión <44%). Esta fue la 

dilución que se utilizó durante el resto de los protocolos de 

estandari zaci Ón. 

Posteriormente, con la concentración de ant(geno r"'dioactivo ya 

establecida (10 pg/100 ul>, se probaron las siguientes diluciones 

del primer anticuerpo: 1: 500, 1: 600, 1:700 y 1:800. Los 

resultados se muestran en la figura b, observándose que todas 

estas diluciones son Útiles, ya que el anticuerpo une entre el 30 

y el sor. de antígeno radioactivo. 

agente bloqueador que separa a la HT <T~> de su proteína 

transportadora <principalmente TBG>, dejando a la hormona libre 

en el sistema con lo que se asegura su reactividad y posibilidad 

de cuantificación <Beltran y col, 1974>. 

Para determinar la concentración de ANS más adecuada para este 

sistema, se probaron las siguientes concentraciones: o, 5, 10 y 

20 mg de ANS en 10 ml de solución radioactiva. Esl¿< sol1..<c.iéÍ1 '-•· 

debe preparar justo antes de utilizarse. Los resultados ~,, 

ilustran en la figura 7. Aunque lc1 urnón <Je; J.,·:; HT de:• pez a su·,. 

proteínas transportadc:ras es muy débil los 

resultados muestr·;in que el c1~;>1roo del (.¡f·IS es indispensr.ule. lc1s 

unione;; no r·:o::."_,(:.•>"s (UNE> en los i:'IS~•ro» IF.!'1li;:~do,-, ·;;i¡, ,;;¡~;..:; 

con :'i rng d:J n;;h? agente, $Orl más F!lrv¡¡od.;1s que icn rl :·r'!'>l:r.. F'or 

esta r· az6ii se decidió uti 1 izar l c. c.onc(;"·ntr ;¡e; i Ón o.:• , •) mg/ 1(1 flll . 
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radioactivo resulto ser la de mavor unión (441). Esta fue la

dilución que se utilizó durante el resto de los protocolos de

estandaricacidn.

Posteriormente, con la concentracion de antfgeno radioactivo ya

establecida (lo pgfloü ull, se probaron las siguientes diluciones

del primer anticuerpo: 11500, iieoú, 11700 v l:BÚO. Los

resultados se muestran en la figura 5, observándose que todas

estas diluciones son útiles, va que el anticuerpo une entre el 30

y el 50% de antfgeno radioactivo.

85122.Q_süLLLEQ_:_1a:_üaiEaLsDEeLiéfiLEQ.E_&U§s 5@ tfatfl de Ufl

agente bloqueador que separa a la HT (Tal de su proteina

transportadora (principalmente THE), dejando a la hormona libre

en el iiotema con lo que se asegura su reactividad y posibilidad

de cuantificaciåh cssitran v cui, 1s?4›.

Para determinar la concentracidn de HMS mis adecuada para este

sistema, se probaron las siguientes concentraciones: 0, 5, 10 y

20 mg de HNS en 10 ml de soluciån radioactiva. Esta soluciåh su

debe preparar justo antes de utilizarse. Los resultados sv

ilustran en la tigura 7. fiunque la unido de las HT de peo a su~

proteinas transportadcras es muy debil , carecen de THE, los

resultados muestran que el empleo del HHH es indispensable. las

uniones no c¿oc¿f..cas iUHEl en los efisayos leslicados sin åfld o

con 5 mg de :sie agente, son mas elevadas que en el resto. Por

esta razon se decidid'uti1isar la concentracion de lo mgflú ml.
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fraccione=- unid"~ (UJ 

adsorci.Ón de c.:arbÓn 

y libre <Ll, se utilizó el método de 

dextr an. En el laboratorio '/ para el RIA 

en otras especies <Beltran y col, J 974; Dutrem )' col, J 978; 

Ac:eves y Legarreta, 1982; Romero y col, 1986; U1-iz, 1989), se 

tiene la experiencia de emplear uno y otra agente en una 

suspensión al O.SI.. Para analizar este aspecto en el caso del RIA 

en per:es, se mantuvo fija la cantidad de carbón y se realizaron 

ensayos en ausencia o bien en concentaciones del 0.25 y 0.5 'l. de 

dextran. Los resultados se muestran en la figura 8, y se observa 

que la separación sÓla es satisfactoria cuando además del carbón 

se emplea dextran, y que es indistinto utilizarlo al 0.5 o al 

0.25'l.. Se decidió usar la concentración de 0.25'l. por cuestiones 

de economía. 

Q~~ª~ª~lQn_~QQ_ª~g~ngg_an~l~~~~Q~ Las bases de este método de 

separación son distintas a las del sistema carbón - dextran. En 

el sistema del 2dª anticuerpo se utiliza una anti-gamaglobulina 

de conejo generada habitualmente en borrego. Este 2da 

anticuerpo va a reaccionar con el anticuerpo ya presente en el 

sistema y que en este caso está dirigido contra la T4 <primer 

anticuerpo>. Esta reacción da como resultado un complejo 

2da-1•~ 3nticuerpo que precipita durante la centrifugación. 

Obsérvese que con este método de separación, la fracción unida se 

encuentra en el precipitado y la libre en el sobrenadante. 

Al utilizar segundo anticuerpo como método de separación, es 

- 45 -

EeeacesiéL_ssu_seteéL___§eeLcsus Para la Hepffflfiiäh de ìfli
fracciones unida EU) y libre (L1, se utilizål el metodo de

adsorciån de carbon - deetran. En el laboratorio y para el Hlfl

en otras especies íBe1tran y col, 1974; Dutrem y col, 1975;

Aceves y Legarreta, 1982; Romero y col, iflübg Uric, 1989), se

tiene la experiencia de emplear uno y otro agente en una

suspensidh al 0.5%. Para analizar este aspecto en el caso del Rlü

en peces, se mantuvo fija la cantidad de carbån y se realizaron

ensayos en ausencia o bien en concentaciones del 0.25 y 0.5 I de

dextran. Los resultados se muestran en la Figura B, y se observa

que la separaciån solo es satis+actoria cuando además del carbon

se emplea dextran, V que es indistinto utilizarlo al 0.5 o al

0.25%. Se decidiå usar la concentración de 0.25% por cuestiones

de economía.

äegaraciég con $gggg§g_QgL¿5gg§Eg¿ Las bases de este metodo de

separaciåh son distintas a las del sistema carbdn ~ dextran. En

el sistema del 24° anticuerpo se utiliza una anti~gamag1obu1ina

de conejo generada habitualmente en borrego. Este Eflfl

anticuerpo va a reaccionar con el anticuerpo ya presente en el

sistema y que en este caso esti dirigido contra la T4 (primer

anticuerpo). Esta reacciån da como resultado un complejo

2““-1** anticuerpo que precipita durante la centrifugaciáh.

Dbeervese que con este metodo de separaciãn, la fracción unida se

encuentra en ei precipitado y la libre en el sobrenadante.

A1 utilizar segundo anticuerpo como metodo de separaciåh, es
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·· i mpo1-t ante agregar al sistema suero de conejo, ya que este 

facilita la formación de una malla proteínica que favorece la 

preci pi taci Ón de las moléculas del complejo 

anticuer-po. 

especÍf ica de HT en peces, se encontr-ó que ésta es en la mayoría 

de los casos contradictoria debido principalmente al LISO de 

diferentes metodologías y de estuches comerciales estandarizados 

pa;-a cuantificar HT en humanos. Por esta " razon,. los valores 

1-eport:;i.dos par,;. T,. en pe<..es fluctúan c;ntre los 5 y los 40 ng / 

ml. Tomando esto en cuentA se pr~par•r-on los siguientes 

estandares: 0.25, 0.5, 1. o, 2.0, 4.0 y a.o ng I ml, para a.si 

poder- medir, segun el factor de di lución dado por el '/Olumen de 

suero utilizaao )' el '.'olumen final de la reacci6n, entre 2.5 '>' 80 

ng / ml. Los estánd3r-es se prepararon a partir- de la solución 

madre que tiene una concentración de 100 mg / 100 ml, 

suspendiéndose en amortiguador Tris HCL. 

Con estos estándares y las diferentes diluciones de anticuerpos 

ya probadas < 1: 300 a 1: 800>, se ensayaron las curvas está'ndar quP 

se muestran en la figura 9. Se puede observ~r que la curva con 

1nejor desplazamiento se obtiene con la dilución 1:800. 

Para la estandarización de este RIA también fue necesario fijar 

el tiempo de incubación para la reacción Ag<t> Ac. La 

experiencia del laboratorio indicaba que el mejor tiempo era el 
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importante agregar al sistema suero de conejo, va que este

facilita la formacidn de una malla protefnica que favorece la

precipitacidn de las moletulas del comlejo 2"*-II*

anticuerpo.

§scsa_ëstíI1sac_s_Iieaee-es lacueac i_a-fue fll rs*-'i sar ia literatura
especifica de HT en peces. se encontrd que esta es en la mavorfa

de los casos contradictoria debido principalmente al uso de

diferentes metodologfas v de estuches comerciales estandariaados

para cuantificar HT en humanos. Por esta razdh, los valores

reportados para T4 en petes fluctdan entre los 5 v los 40 ng I

ml. Tomando esto en Cuenta se prepararon los siguientes

estandares: 0.25, ü.5, l.ü, 2.Ú, 4.Ú v 8.0 ng I mi, para asi

poder medir, segun el factor de dilucidn dado por el volumen de

suero utilizado v el volumen final de la reaccidh, entre 2.5 v EG

ng I ml. Los estandares se prepararon a partir de la solucidn

madre que tiene una concentracion de luü mg r lüü mi,

suspendiendose en amortiguador Tris v HEL.

Con estos estandares v las diferentes diluciones de anticuerpos

ya probadas tl¦3üü a iiüüül, se ensavaron las curvas estandar que

se muestran en la figura 9. Se puede observar que la Curva con

mejor desplaaamiento se obtiene con la dilucidn liflüü.

Para la estandariaacidn de este Rlfi también fue necesario fijar

el tiempo de incubaciån para la reaccion figiìl - fic. La

experiencia del laboratorio indicaba que el mejor tiempo era el
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de 24 horas, pero la experiencia espec{fica en peces mostró que 

el mejor tiempo de incubació"n era de 48 horas. 

e~g~~9iIDi~D!Q_Ein~!~ A partir de los resultados anteriores, se 

e<Etablecieron las siguientes c:ondicione?s especÍfic.~s de?l PU; de 

T4 para peces: 

Antígeno Radioactivo •~~1 T4 : 10 pg / 100 ul 

Di lució'n Inicial del · 1-..- Anticuerpo: 1: 800 

Concentración de ()MS: 1(' mg .11!) ml 

Concentración de;:· E·~tándare:: de 0.25 .~ 8 ng / ml 

Tiempo de Incubación: 48 ho..-;i~ 

SGparac i Ón: carbón 0.5'.-:: dextran u.25%; o con segundo 

anticuerpo C100 ull +suero de conejo !50 u!! 

El procedimiento pM a l .'l r-eal i::aciÓn del 

siguiente~ pasos: 

1. Utilizando una hoja de protocolo como la que se anexa, SP 

anota la información requerida y las características de 

cada uno de lo<E tubo: del 

reaiiz• por duplicado. 

Todo el Ans~vo se 

2. De acl1erdo a .:st~ protocnlo, <:e numr·r.'iln con plnmÓn negro 

. 4' -

de 24 horas, pero la experiencia especffica en peces mostro que

el mejor tiempo de incubacidn era de 48 horas.

E[ggggimig5tg_Einal¿ n partir de los resultados anteriores, se

establecieron las siguientes condiciones específicas del Pln de

T4 para peces:

- antígeno Radioactivo *==I T4: 10 pg I 10o ul

- niiuciáh Inicia: de1'1-r anticusrpn= 1:80@

- Concentración de HMS: lo mg ¡ID ml

- Concentración de Estándares: de 0.25 a B ng K ml

- Tiempo de Incubacion¦ 48 horas

- Separación: carbon ü.5ï - deetran U.25ï; o con segundo

anticuerpo IIÚÚ ull + suero de conejo ¿S0 ul!

El procedimiento para la realiaacidn del Flfi sigue los

siguientes pasos:

l. Utilizando una hoja de protocolo como la que se anexa, sn

anota la informacion requerida v las caracterfsticas de

cada uno de los tubos del ensayo- Todo el ensavo se

realice por duplicado.

2. De acuerdo a este protocolo, sc numoran con plnmån negro

.¿|1-
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3. 

los tubos del dano, cero, 

colocan en una gradilla. 

... 
curva e5tandar y 

Segun el cuadro 2 que se pr~5enta a continuación, se 

pipetean en cada pareja de tubos los reactivos indicados. 

Los volúmenes estan dados en ul y el volumen final de cada 

tubo debe de ser de 500 ul. 

4. Los tubos se agitan y la gradilla se cubre con papel 

aluminio. El ensayo se incuba por 48 horas a 4QC. 

s. En todos los tubos se pipetean 100 ul del segundo 

anticuerpo (1:300) y 50 ul de suero de conejo normal. El 

ensayo nuevamente se incuba a 4ªC por 24 horas. 

6. Para separar las fracciones U y L el ensayo se centrifuga a 

2,500 rpm/ 30 min a 4oC, y posteriormente se decanta. 

7. La radioactividad de ambas fracciones se cuantifica 

<cuentas por minuto o cpml en un espectómetro de 

... 
Qª!.~HlQ§..._ Con las cpm de 105 tubo5 del dano 5e calcula el 

porcentaje de unión ines:pec(fic:a o LIME, que se restará al del 

resto de los tubos del ensayo. Para calcular estos porcentajes 
se utilizan las siguientes ecuaciones: 

cpm en U 
X 100 'Y. Dano 

cpm en U + cpm en L 
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los tubos del dano, cero, curva estandar v problemas, v se

colocan en una gradilla.

3. Segun el cuadro 2 que se presenta a continuación, se

pipetean en cada pareja de tubos los reactivos indicados.

Los voldmenes estan dados en ul V el volumen final de cada

tubo debe de ser de 500 ul.

4. Los tubos se agitan v la gradilla se cubre con papel

aluminio. El ensayo se incuba por 48 horas a 4=C.

5. En todos los tubos se pipetean 100 ul del segundo

anticuerpo ti:3üül v 50 ul de suero de conejo normal. El

ensayo nuevamente se incuba a 4=C por 24 horas.

6. Para separar las fracciones U v L el ensayo se centrífuga a

2,50o rpm/ 30 min a 4°B, v posteriormente se decanta.

7. La radioactividad de ambas fracciones se cuantifica

(cuentas por minuto o cpml en un espectdmetro de

radiaciones gamma.

Qšlgglggi Con las cpm de los tubos del dano se calcula el

porcentaje de uniãn inespecffica o UHE, que se restarš al del

resto de los tubos del ensayo. Para calcular estos porcentajes
se utilizan las siguientes ecuaciones:

cpm en U
__________________ X lo@ = 2 Dano

cpm en U + cpm en L

-qa-



cpm en ll - '.'-: Dano 
X 100 % U I T 

<cpm en U + cpm en LJ - % Dano 

CUADRO 2. DISTRIBUCIOM Y IJOLUMEM DE LOS REACTIVOS 

UTILIZADOS EM EL RIA DE T .. DE PECES 

Tri:-HCL Prob Hipo Ac T4t 

Dan o 30.(1 10 100 

Cero 29(1 10 100 100 

190 100 1 o 100 100 

Prob 290 10 100 100 

Dano: unión no espec{fica; Cero: porcentaje de unión del antígeno 
radioactivo al anticuerpo o 100% de unión; E:t: curva estándar; 
Prob: muestras a medir; Hipo: suero hipotiroideo )' Ac: anticuerpo. 

~r:.ªf.!.c:;.ªQ.Q. Uni! ·1ez obtenidos los porcentajes de unión para la 

curva c:tánd,'lr y lo: problema:, se procede a graficar la curva 

estándar en papel semi - log., colocando en el eje de las 

ordenadas el porcentaje de unión y en las abscisas la 

concentraci¿n de los estándares. 

La lectura de los problemas se realiza interpolando sus 

porcentajes de unión partiendo de las ordenadas, localizando el 

punto de intersacciÓn con l."it curva estándar y leyendo la 

correspondencia en el eJe de las abscisas. 
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.ín-12:...

Dano

Cero

Est

Frob
-1-??? ii

cpm en U - 2 Dane
Z-_-__...-¡..aa.-,.,¬_._..-..--1,

icpm en U + cpm en L! - K Dano

i-lI_-I-¡_--al--1-.--a-¡--.-í¡ííí.±¡ía_l.
X lüfi = ï U I T

CUÑDRD 2. DISTPIHUCIDH V VULUHEH DE LOS HEQCTIUDS

UTILIZHDDS EN EL Hlñ DE T4 DE PECES

Tris¬HCL Est
a.±..n.n.±j.í1_.a..¡.g_.,.ç.-.nní

Prob Hipo
1-_ -çaïï

fic T4?

390

290

190 lüü

290 -#-

Dano: unidn no especffica; Cero: porcentaje de unidn del antfgeno

lü

le

lo

lo

¬.n.-.-1

100

lüü

100

lee

100

100

iüü
__í_._í íííf --1 "_íí íííïílíflí-I'-¡UI-I-1-'-ï'ííííli'Iíi'±1-±='_'_'ìb-I-1'í íí'j._. _ -I-__.'flfi='_ìí|-1 _

radioactivo al anticuerpo o lüoï de unido: Est: curva estãndar;
Prop: muestras a medir; Hipo: suero hipotiroideo y Ac: anticuerpo

Eçgfiigggg. Una vez obtenidos los porcentajes de unidn para 1

curva estándar v los problemas, se procede a graficar la curva

estandar en papel semi - log., colocando en el eje de las

ordenadas el porcentaje de unidn v en las abscisas

concentracidn de los estandares.

La lectura de los problemas se realiza interpolando sus

porcentajes de unidn partiendo de las ordenadas, localitando el

punto de interseccidn con la curva estándar v leyendo l

correspondencia en el eje de las abscisas.
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Estandarizacian del RIA d• T2 

En la mayor{a d& los vertebrados la concentración de T:s. en el 

su&ro &s menor que la concentración de T4, por esta razón y por 

la experiencia en el laboratorio es necesario utilizar un volumen 

de muestra de 50 ul en lugar de los 10 ul que se utilizan para el 

RIA de T4. Por otra parte y debido a la dificultad para obtener y 

contar con cantidades suficientes de suero hipotiroideo, se 

realizaron ensayos preliminares probando sólo algunos puntos de 

la curva estcÍndar. A lo largo de todos los experimento:, se 

utilizó el 1•..- anticuerpo e - II - INNSZ T.-s, preparado en el 

Departamento de Mcmropeicoendocrinología del HIN. Las dilucionee 

del primer anticuerpo que se probaron fueron 11500, 1:1000 'l 

111500. 

Estos ensayos preliminares mostraron doe hechos: primero, que 

no ocurría el desplazamiento de las curvas est;lndar, siendo 

además los danos muy altos y los ceros muy bajos; segundo, que el 

suero de los peces tenía aparentemente grandets cantidades de T.~, 

lo que de primera instancia permitió bajar el volumen de la 

muestra problema a 10ul. 

Para tratar de conocer y corregir las causas de estos problemas 

se modificaron en forma sistematizada las diferentes variableE 

del ensayo1 vrg, dilución del anticuerpo, concentraciones de 

carbón dextran, diferentes amortiguadores, diferentes 

concentraciones de ANS. Todo!! estos c;ambios resultaron 

- 50 -

Estandarización del Rin de T1
h

En la mayoría de los vertebrados la concentración de T; en el

suero es menor que la concentración de T., por esta razón y por

la experiencia en el laboratorio es necesario utilizar un volumen

de muestra de 50 ul en lugar de los lo ul que se utilizan para el

Rin de Ta. Por otra parte y debido a la dificultad para obtener y

contar con cantidades suficientes de suero hipotiroideo, se

realizaron ensayos preliminares probando sólo algunos puntos de

la curva estóndar. H lo largo de todos los experimentos, se

utilizó el 1** anticuerpo C H Il - IHNEZ - Ta, preparado en el

Departamento de Neuropsicoendocrinologia del INN. Las diluciones

del primer anticuerpo que se probaron fueron 11590, liiüofl y

111500.

Estoe ensayos preliminares mostraron dos hechos: primero, que

no ocurrfa el desplazamiento de las curvas estándar, siendo

además los danos muy altos y los ceros muy bajos; segundo, que el

suero de los peces tenfa aparentemente grandes cantidades de Ta,

lo que de primera instancia permitió bajar el volumen de la

muestra problema a lúul.

Para tratar de conocer y corregir las causas de estos problemas

se modificaron en forma sistematizada las diferentes variables

del ensayo; vrg, dilución del anticuerpo, concentraciones de

carbón - deutran, diferentes amortiguadores, diferentes

concentraciones de HMS. Todos estos cambios resultaron
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infructuosos. También 5e con5iderÓ que el suero hipotiroideo no 

estuviera totalmente libre de hormonas o que tuviera restos de 

carbón. Para probar lo anterior se r~alizaron una 5erie de 

experientos utili:ando no sólo s;ueros de peces, sino también de 

:dgunas otras pollos y humano5. Al 

comprobarse que efectivamente los sueros s{ estaban hipotiroideos: 

y que tampoco era ese el problema, se decidió cambiar el método 

de separación, utilizando segundo anticuerpo en lugar de carbón 

dextr,:in. E5ta modificación finalmente resolvió el problema. 

segundo anticuerpo fue 

obtenido de una fuente comercial y se empleó a una dilución de 

1:100. Además, se utilizaron 50 ul de suero de conejo normal para 

favorecer la precipitación de los anticuerpos. Los res:ultados se 

ilustran en la figura 10, y de acuerdo a éstos, se eligió 

trabajar con el primer anticuerpo diluido 1:1000. 

Al mi5mo tiempo que lo anterior, el mismo segundo anticuerpo se 

tituló en el RIA de T4 para poder utilizar un solo método de 

5eparaciÓn en la medición de las dos hormona5. La dilución 

6ptima resultó ser 1:300. 

prepararon estándares para Ts a partir de la solución madre que 

se encuentra a una concentración de 10 mg I JI) ml " , 

suspendiéndose en amortiguador Tris HCL. Los estándares que se 

utilizaron fueron de 25, 50, 1')0, 200, 500 y 1000 pg I 100 ul. 
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infructuosos. También se considero que el suero hipotiroideo no

estuviera totalmente libre de hormonas o que tuviera restos de

carbon. Para probar lo anterior se realizaron una serie de

experientos utilizando no solo sueros de peces, sino también de

algunas otras especies como vacas, pollos y humanos. nl

comprobarse que efectivamente los sueros sf estaban hipotiroideos

y que tampoco era ese el problema, se decidiå cambiar el metodo

de separaciån, utilizando segundo anticuerpo en lugar de carhån -

deztran. Esta modificacion finalmente resolviofel problema.

ãeggracidfi cog_§eguggg__figgi5ug5pg¿ E1 segundo anticuerpo fue

obtenido de una fuente comercial y se empleå a una dilución de

11100. Hdemís, se utilizaron Eü ul de suero de conejo normal para

favorecer la precipitacion de los anticuerpos. Los resultados se

I'ilustran en la figura 10, y de acuerdo a éstos, se eligio

trabajar con el primer anticuerpo diluido iziüúü.

Él mismo tiempo que 1o anterior, el mismo segundo anticuerpo se

titulå'en el RIA de Ti para poder utilizar un solo metodo de

separacion en la medicion de las dos hormonas. La dilucion

óptima resultå ser 11300.

Qg§gQ_§§§šnQ¿[¿ Tomando en cuenta los ensayos preliminares, se

prepararon estandares para Ta a partir de la solución madre que

se encuentra a una concentración de le mg I lo ml y

suspendiéndose en amortiguador Tris - HCL. Los estándares que se

utilizaron fueron de 25, 50, ide, 2Uú, SEO y 1000 pg f 100 ul.
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con suero de conejo sin suero de conejo 

Figura 10 ~ Estandarización del RIA para T~ Separación con seQUndo 
anticu«po , utilizando distintas diluswnes del anticuerpo anti T 3 
en presencia d ausencia de suero de conejo . 

En donde : • UNE ; ~ [ 500 ; g 1:1000 ; E;3 1: 1!500. 
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La curva se ilustra en la figura 11. 

t~es~~lm~~Qte_E~Q~t~ El RIA de Ts para peces quedó establecido 

de la siguiente manera: 

Antígeno Radioactivo •D5 I Ts: 10 pg I 100 ul 

Dilución del Primer Anticuerpo: 1: 100(1 

Concentración di? AHS: 10 mg en 10 ml de solución radioactiva 

Concentración de Estándares: 25, 50, 100, 200, 500 y 1000 

pg/100ul 

Separación: Segundo anticuerpo 1: 11)0 y 50 ul de :uero de 

conejo 

El procedimiento final es prácticamente igual al descrito 

preví amente para el P.If\ de T.,.. 

, 
Por ultimo, al interpolar los '"alore: de la: mue:tr3: problema 

se obtienen valores en ng/ml para T4 y en pg/10(1ul para T.~· Pe.ira 

unificar los valores, se utilizó la conversi6n a nmol/l propuesta 

por Hennemann <1986>, multiplicando el valor de T 4 en ng/100ml 

por 0.0129, y el valor de T~ en la misma unidad por 0.0154 
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La curva se ilustra en la figura 11.

E§gggg¿mLgQLg_E;gaL¿ El RIA de T; para peces quedó' establecido

de la siguiente manera:

- fintigeno Radioactivo *==l Ta: io pg f iüü ul

E- Dilucion del Primer finticuerpoi iilüüü

- cnncentraciåh de ans: id mg en ie mi ae saiucidh rauiaaetiva

- cancantraciãh de Eatãhaareai 25, so, ido, zoo, seo y 1000
pgflüüul

- Separacidni Segundo anticuerpo 1¦lüU v 50 ul de suero de

conejo

El procedimiento final es practicamente igual al descrito

previamente para el Hlñ de Ta.

Por dltimo, al interpolar los valores de las muestras problema

se obtienen valores en ngfml para T4 y en pgƒiúüul para Ta. Para

unificar los valores, se uti1izd'1a conversion a nmol/1 propuesta

por Hennemann iieãòì, multiplicando el valor de T4 en ngfiüüml

por 0.0129, v el valor de T; en la misma unidad por ü.0i54
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V. RESULTADOS 

VALIDACIOM Y CONTROL DE CALIDAD DEL RIA 

Inmunoreactividad Cruzada 

En la figura 12 se mue5tra la reactividad cruzada que exhibe el 

anticuerpo contra T4 para la hormona triyodotironina. Se puede 

ob5ervar que é5ta Última provoca EÓlo a concentracione5 mayore5 

de 3 ng un desplazamiento semejante al inducido por 0.05 ng de 

T4. 

Especificidad 

Se tomó un 5uero humano que contenía una concentración conocida 

de T 4 y T"' y Ee di 1 uyó con suero hi poti roi deo de pez, así como 

con 5uero hipotiroideo hum."lno y bovino. E5tas diluciones se 

compararon con una curva e=tíndar preparilda con di ferenteE 

concentraciones de T4 y T~ comercial. Como se muestra en las 

figuras 13 y 14, el desplazamiento que exhiben las diluciones 

preparadas en los sueros de laE diferentes especieE es paralelo 

al que exhibe la c:urva estandar. 
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V. HEEULTHDS

UQLIDHCIDH Y CDHTHUL DE CQLIDHD DEL HIH

Innunoreactividnd Cruzada

En la figura 12 se muestra la reactividad cruzada que exhibe el

anticuerpo contra T4 para la hormona trivodotironina. Se puede

observar que esta última provoca sålo a concentraciones mayores

de 3 ng un desplazamiento semejante al inducido por 0.05 ng de

T4.

Especificidad

Se tomo un suero humano que contenía una concentracion conocida

de T4 v Ta v se diluvd con suero hipotiroideo de pez, asi como

con suero hipotiroideo humano v bovino. Estas diluciones se

compararon con una curva estándar preparada con diferentes

concentraciones de T4 v T; comercial. Como se muestra en las

figuras 13 v 14, el desplazamiento que exhiben las diluciones

preparadas en los sueros de ias diferentes especies es paralelo

al que exhibe la curva estandar.
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S.Osibilidad 

Como ya se indicó, las diluciones de los anticuerpo: que se 

utilizaron en este estL1dio fueron de 1J300 para T,. y 1:1000 para 

T:s• Con estas diluciones, la sensibilidad del procedimiento 

permite detectar concentraciones de una y otra hormona en el 

intervalo de 2.5 a 80 ng/ml y de 250 a 10 000 pg/100ul, 

respectivamente. 

Reproducibilidad y Exactiud 

En la realización de cualquier RIA se requiere preparar una 

curva estándar para cada análisis y no es posible contar con una 

curva patrón. Las caracter{sticas de reproducibilidad y 

exactitud se analizaron teniendo como parámetros la variacioo 

inter e intraensayo para uno y otro RIA. 

~ª~i~~iQD_ln!g~gn~ªYQ· Se analizaron los resultados de ocho 

ensayos diferentes tanto para T:s como para T4 , los cuales se 

realizaron en el lapso de un mes. En el cuadro 3 se resumen 

los coeficientes de vari aci Ón promedio y se puede ob!lervar

que para ambas hormonas los valores son menores al 10Y. 

~!".:.!.!!C::_!..cir.:!. __ !.l'.li.".:.!!!.'.l~~~Q· Para cada hormona, se tomaron cinco 

muestra: al azar y se analizaron cinco veces <por duplicado) 

en el mismo ensayo. En el mismo cuadro 3 se resumen los 

coeficientes de variación promedio, y se puede observar que 
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sensibilidad

Como va se indicó, las diluciones de los anticuerpos que se

utilizaron en este estudio fueron de liäoo para T4 v lilooo para

Ta. Con estas diluciones, la sensibilidad del procedimiento

permite detectar concentraciones de una v otra hormona en el

intervalo de 2.5 a BG ngƒml v de 250 a lo ooo pgfloflul,

respectivamente.

Heproducibilldad v Eaactiud

En la realización de cualquier RIH se requiere preparar una

curva estandar para cada analisis v no es posible contar con una

curva patró. Las características de reproducibilidad v

exactitud se analizaron teniendo como parámetros la variación

inter e intraensavo para uno v otro Rlñ.

s 2g5ia5i§n_;gtg§gg§avg. Se analizaron los resultados de ocho

ensavos diferentes tanto para T; como para T4, los cuales se

realizaron en el lapso de un mes. En el cuadro 3 se resumen

los coeficientes de variación promedio v se puede observar

que para ambas hormonas los valores son menores al los

- ¶a§iaci§g_ Lgtgagnsavo. Para cada hormona, se tomaron cinco

muestras al azar v se analizaron cinco veces (por duplicado!

en el mismo ensavo. En el mismo cuadro 3 se resumen los

coeficientes de variación promedio, v se puede observar que
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la ex~ctitud y r!?producibílidad del método fluctúa entre el 

RIA 

T:s 

T4 

CUADPO 3. REPRODUCIBILIDAD DE LOS RIAs PARA T4 Y 

T:s EM SUERO DE TRUCHA ARCOIP.IS 

1.IAR IAC I 01'1 Il'ITRAENSAYO '.IARIACIOM INTERENSAYO 

8.3'.~ 6.6'.~ 

V•lores Nar•ales de Har•anas Tiroideas en la Trucha Arcairis 

Las concentraciones circulantes de T.,. en el suero de los 30 

peces:; variaron de 23.1 a 58.5 nmol/l. El valor promedio fue de 

36.2 ! 10.7 nmol/l. Los valores de T4 variaron de 9.2 a 28.4 

nmol/L. El valor promedio fue de 15.5 ± 4.2 nmol/l. 

Perfil Dntagénico de las Tíroninas en la Trucha arcairis 

En el cuadro 4 se resumen las resultados globales del estudio. 

Los datos se han ordenado de acuerdo al peso corporal de los 

animales tomando intervalos de 50 g, división con la cual se 

integraron cinco grupos:;: Grupo (50 a 99 gl, Grupo II (100 a 14Q 

gl, Grupo III (150 a 199 gl, Grupo IV (200 a 249 gl y Grupo V 

(250 a 300 g). Esta agrupación refleja en cierta medida la 
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la exactitud v reproducibilidad del mótodo fluctúa entre el

sa -,f sat-L

EUÑDFD 3. FEFPÚDUEIÉILIDÑD DE LD5 Hlfis PHHÑ Ta Y

T; EH EUERD DE TEUEHH ÉHCDIEIE

Rlfl UHIQEIÚH IHTRHEHSHYD UHHIHÉIÚH IHTEHEHEHYD

T; B-“Í 9.5Í

valores Normales de Hormonas Tiroideas en la Trucha fircoiris

Las concentraciones circulantes de T3 en el suero de los So

peces variaron de 23.1 a 55.5 nmolƒl. El valor promedio fue de

3.2 ± 10.? nmolƒl. Los valores de T, variaron de 9.2 a 28.4

nmolƒL- El valor promedio fue de 15.5 ± 4.2 nmolƒl.

Perfil flntogónico de las Tironinaa en la Trucha arcoiris

En el cuadro s se resumen los resultados globales del estudio.

Los datos se han ordenado de acuerdo al peso corporal de los

animales tomando intervalos de 50 g, división con la cual se

integraron cinco grupos: Grupo I i5U a É? gl, Grupo II ilüú a 149

gl, Grupo lll ilñü a 199 gl, Grupo Iv iãüü a 249 gl v Grupo U

i25ü a 300 gi. Esta agrupación refleja en cierta medida la
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ontogenia de esta especie, ya que el peso del Último grupo es el 

que el reproductor utiliza como criterio para comercializar al 

animal. 

En el cuadro 5 se ilu:tran los valores promedio de las 

variable5 medida5 para cada uno de lo5 grupos de animales. Se 

puede observar <ver también figura 15 que mientras que los 

valores del pe50 corporal 5e triplican del grupo I al V, la talla 

presenta un incremento lineal y poco significativo. 

Con respecto a los niveles cir-culantes de las do5 tironinas 

analizadas, se observa que los valores de la T,,. aument.an conforme 

incr-ementa el peso corporal de los animales. As(, 1 as: 

concentraciones circulantes se duplican del primero al J1timo 

gr-upo, pres:entando valores as:cendentes de gr-upo a grupo. El 

análisrsde varianza CANOVAl mostr-ó que las. concentraciones de la 

hormona en los animales de los grupos I y II son 

significativamente difer-entes <p <0.005l de las del resto de lo: 

animale!S. Estas difer-encias también se observan entre los 

animales de los grupos III y IV con r-especto a los del V, y entre 

éstos Últimos i' el re!::to de grupos. 
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ontogenia de esta especie, va que el peso del óltimo grupo es el

que el reproductor utiliza como criterio para comercializar al

animal.

En el cuadro 5 se ilustran los valores promedio de las

variables medidas para cada uno de los grupos de animales. Se

puede observar iver también figura 15 l que mientras que los

valores del peso corporal se triplican del grupo I al v, la talla

presenta un incremento lineal v poco significativo.

Con respecto a los niveles circulantes de las dos tironinas

analizadas, se observa que los valores de la T; aumentan conforme

incrementa el peso corporal de los animales. flsf, las

concentraciones circulantes se duplican del primero al óltimo

grupo, presentando valores ascendentes de grupo a grupo. El

anålissde varianza ififlflvfil mostró'que las concentraciones de la

hormona en los animales de los grupos l v Il son

significativamente diferentes ip {ú.üo5l de las del resto de los

animales. Estas diferencias también se observan entre los

animales de los grupos III v lv con respecto a los del U, v entre

estos óltimos v el resto de grupos.
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CUADRO 4. PESO, TALLA Y TIP.OMHIAS CIRCULAMTES DURANTE LA 
ONTOGEMIA DE LA TRUCHA ARCO IRIS 

-------------------------------------------------------------------
PESO TALLA T.s T4 T4/T.-s 

g cm nmol/l nmol/l nmol .'l 
-------------------------------------------------------------------

80 17 24.6 12.6 (•. 51 
80 17 24.6 13.5 o. 54 
80 1º 30.8 16. 1 0.52 
90 19 23.1 15.5 0.67 
90 19 23.1 14.2 0.61 

105 21 23.9 14.2 0.59 
110 21 23.9 14.2 0.59 
130 22 26.2 22.0 0.83 
140 23 26.2 23.2 (1.88 

17(1 26 29.3 20.0 0.68 
180 24 43.1 14.2 0.32 
180 25 24.6 12.6 0.51 
180 25 32.3 10. 1 o. 31 
190 25 41.6 12.6 0.30 
190 25 33.9 12.6 0.37 
190 25 49.3 13.5 0.27 
190 27 32.3 9.2 0.28 

205 25 32.3 12.6 0.39 
210 25 47.7 12.6 0.26 
210 26 33.9 18.7 O.SS 
210 26 30.8 25.2 0.81 
230 26 42.4 16.1 (•. 38 
235 26 42.4 23.2 0.54 
235 27 49.3 28.4 0.57 

25(1 28 56.6 11.6 0.20 
260 28 44.7 11.9 o.so 
270 29 40.0 14.2 0.35 
280 28 52. 4 16.8 0.32 
280 28 58.5 14.B (•.25 
290 29 43. l 18.0 (l. 41 

A diferencia de lo anterior, para la T4 se observan dos 

incrementos o "picos", uno en el grupo II y otro en el IV. El 

ANOVA most.1·ó que sÓl o el segundo incremento (grupo l'J} es 
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PEBD
Q

es
Ec
B0
Fo
so

lüfi
110
IEÚ
140

170
IBÚ
180
180
190
190
l?Ú
IÉÚ

205
210
210
210
230
235
235

250
Eoü
ÉTÚ
EEG
289
29Ú

Q diferencia de lo anterior, para la T4 se observan dos

incrementos o "picos", uno en el grupo II y otro en el IV

ñflflvâ mostró' que sólo el segundo incremento (grupo IV*

DHTDGEHIQ DE LH TPUCHQ GRCD IRIS

PIII-Iìl-IIII1-&II-ívlííiïííiïflíí

THLLQ Ta
Cm nmolƒl nmolfl

1?
17
1?
19
l?

21
21
22
23

2o
24
25
25
25
25
25
27

25
25
25
2o
26
2o
27

EB
EB
29
28
23
29

24.o
24.o
39.8
23-I
23.1

23.?
23.?
2o.2
2o.2

29.3
43.1
24.o
32.3
4l.o
33.?
49.3
32.3

32.3
47.?
33.9
30.5
42.4
42.4
49.3

5o.o
44.?
40.0
52.4
58.5
43.1
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T4

l2.o
13.5
lo.l
15.5
14.2

14.2
14.2
22.ü
23.2

2ü.ü
14.2
12.o
10.1
l2.o
12.6
l3.5
9.2

l2.o
l2.o
18.?
25.2
lo.l
23.2
25.4

11.6
11.9
14.2
lo.E
14.5
lB.Ú

CUQDHD 4. PESD, TQLLQ ? TIHDHIHÉS CIRCULQNTES DURHHTE LA

T4fT;
nmolƒl

__lIv----IlI-- -

9.51
ü.54
0.52
o.a?
o.ol

0.59
Ú.59
0.83
0.53

0.óB
Ú.32
0.51
0.31
0.30
0.3?
0.27
Ci. 28

0.39
Ú.2o
0.55
ü.Bl
0.38
ü.54
Ú.5?

0.20
Ú-BG
Ú.35
0.32
Ú.25
Ú.4l



estad{sticamente significativo (p <0.05> y que es diferente sólo 

a los grupos 111 y V. En los grupos restantes los valores son 

semejantes entre s{. 

CUADRO 5. VALORES PROMEDIO DE PESO, TALLti Y TIRDMIMAS 

GRUPO 

84.0 

II 121.2 

III 183.8 

I~' 219.3 

V 271.6 

CIRCULAtlTES EN LOS GRUPOS DE TRUCHA ARCOIRIS 

PESO 
g 

+ 5.5 

+ 16 

+ 7.4 

+ 13.4 

+ 14 

TALLA 
cm 

18.2 

21. 7 

25.3 

26.4 

28.4 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

0.9 

•).8 

t. 3 

(l. 5 

T:s 
nmol/l 

25.3 + 

25.0 + 

35.8 + 

39.8 + 

4Q.2 + 

3.1 

1. 3 

8.1 

7.5 

7.6 

T.,. 
nmol/l 

14.4 + 

18.3 + 

13.1 + 

19.6 + 

14.5 + 

1.4 

4.8 

3.2 

6.2 

2.5 

En la figura 16 se muestran los valores individuales de todas-

las variables analizadas en el estudio, referidos al peso como 

variable independiente. Esta figura ilustra la correlación 

directa que exhiben los niveles de T.s f el peso corporal de los 

animales. 
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estadísticamente significativo ip <ü.Ú5l v que es diferente sólo

a los grupos III v V. En los grupos restantes los valores son

semejantes entre sf.

CUÑDRD 5. VHLDHEE PHDHEDID DE FEED, THLLÑ Y TIRDHIHHS

CIRCULHHTEB EH LES EHUPDS DE TRUEHH ÉHEDIHIS

-ji-j-$11-Iíí-1-11-III-'U1-r-II'lIflIIÃ=-Âlílíííiiï-¡XI-ïíïl"1'ì'ìíïíí ííííí iíïííí iii í ííí íí í ¿oí

EEUFD FEED THLLH T; T4
g cm nmolƒl nmolfl

.,.¡-.jpp-I---i-_¶í iia-1 iii 11 ii ïïíiíííí ii iii:

I 54.0 + 5.5 lE.2 + 1 25.3

II 121.2 + lo 21.? + Ú.Q E5.Ú

III lB3.E + ?.4 25.3 + ü.E 35.5

IU 219.3 + 13-É 2o.4 + 1.3 39.5

V Eïlio + 14 EH-4 + 0.5 49.2

¬I-

-I-

-I-

+

-I-

3.i 14.4 + 1.4

1.3 1B.3 + 4.5

E.1 l3.l + 3.2

?.5 l?.o + oi?

?.o 14.5 + 2.5

En la figura lo se muestran

las variables analizadas en el

los valores individuales de todas

estudio, referidos al peso como

variable independiente. Esta figura ilustra la correlación

directa gue exhiben los niveles de T; v el peso corporal de los

animales.
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VI. DISCUSIDN 

Los resultados de la presente tesis muestran el desarrollo " ' 
estandari z :ici Ón de dos: técnicas: de P.IA que empleando suc:>ro 

hipotiroideo homólogo en la curva estándar, permiten cuantificar 

los niveles circul;mtes de r ... y T:s en el suero de la trucha 

drcoiris. Las técnicas son relativ.'\mente i=encillai= y su control 

de calidad, que satisface los requisitos exigidos para esta 

metodologfa (Chopra, 1972>, muei=tra que la cuantificación de una 

u otra tironina tiene un Índice de confiimza del 91. 1 '.-:: y Qj. 7 '.-:: 

Hai=ta donde sabemos ol trabajo de esta tesis reprei=enta el 

primer estudio en la trucha arcoiris, en el cual La determinac:iÓn 

de las tironinas se lleva a cabo mediante t6cnicai= de RIA quo 

utilizan suero homólogo en La cur'.'3 es:tánd;:ir. Efecti "'amente, 

como se muestra en ~l cuadro 6, en este pez, los estudios al 

respecto s;.e han hecho empleado estuches: comercial es: (Os:born y 

col, 1978; Omeljaniuk y col, 1984); o bien, cromatografía en 

columna¡;, (8ro1·in 8: Eales:, 1977; Eale!r. y col, 1981; Eales ~: 

ShoEtilk, 1985), o en gc>l !Omeljaniuk y col, 1985>. Este ilspecto 

metodológico es de la ma1·or importancia ya que t;.mto la 

experiencia de nuesotro laboratorio (Acevc:>s y col, 1982), como l.:\ 
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UI. HIEDUEIHH

Los resultados de la presente tesis muestran el desarrollo v

estandarización de dos tecnicas de Rln que empleando suero

hipotiroideo homólogo en la curva estandar, permiten cuantificar

los niveles circulantes de T4 v T1 en el suero de la trucha

arcoiris. Las técnicas son relativamente sencillas v su control

de calidad, que satisface los requisitos exigidos para esta

metodologia iühopra, 1s?2l, muestra que la cuantificación de una

u otra tironina tiene un Índico de confianza del ?l.l E v 91.7 2

para T; v T4 respoctiv1mente.

Hasta donde sabemos el trabajo de esta tesis representa el

primer estudio en la trucha arcoiris, en el cual la determinación

de las tironinas se lleva a cabo mediante técnicas de HIH que

utilizan suero homólogo en la curva estándar. Efectivamente,

como se muestra en el cuadro ò, en este pez, los estudios al

respecto se han hecho empleado estuches comerciales iüsborn v

col, l??E; Dmeljaniuk v col, l?E4l¦ o bien, cromatograffa en

columnas isroun a Eales, l¢??¦ Eales v col, lssl; Eales s

Ehostak, 19851, o en gol ãflmeljaniuk v col, 19551. Este aspecto

metodológico es de la mavor importancia va que tanto la

esperiencia de nuestro laboratorio ificeves v col, l?H2l, como la

_5o_



de otros autores (Hay, 1978), ha mostrado que la ausencia de 

Euero homólogo en la cur·,1a estándar lleva a obtener res:ultados 

espurios. Otro aspecto importante es el referente al sistema de 

Eep:iraciÓn de 1 as fracciones: unida ,, 
' 

libre, ya que su 

confiabilidad está en gran parte determinada por la composición 

prote1nic3 del s:uero de la es:pecie que se desea estudiar. Así', 

en el caso de los peces que se sabe carecen de TBG (Yuichi y col, 

1Q69; P.efetoff, 19?0; P.obbins t: Bartalena, 1986), es: erróneo el 

empleo de estuches comerciales dise~ados para especies cuyo suero 

s:í cor.tiene es~ proteína. 

Es importante enfatizar las discrepancias en loE valores de las 

tironinas reportados en el plasma de la trucha arcoiris por los 

diferentes autores <cuadro 6). Se obser'la c:l ar amente cómo la 

metodología utilizada en c:ad;i. estudio influye sensiblemente en 

los valores absolutos de las dos hormonas, e incluso se pueden 

obser'.1 ar diferencias notorias entre los valores obtenidos 

mediante la misma técnica 'Fok y Eales, 1984; Eales y Shostak, 

1985). También puede ;:ipreci arse que cu;i.ndo se emplean estuches 

comerciales (0sborn y col, 1978). las cifras son 

si gni f i cati vamente ma-,•ores. E..:tas di ferenci aE podr(;m obedecer 

en parte a los aspectos metodológicos antes señalados; o bien al 

hecho de que en todos se emplea plasma, así como a las 

caracteristícas biológicas de los organismos en estudio (peso, 

talla, edad y madurez sexual). Sobre es:te Último aspecto, los 

estudios de Omeljaniul: (1984 y 1985) y de Fol: y Eale5 ( 1994) no 
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de otros autores iflav, 1978), ha mostrado que la ausencia de

suero homólogo en la curva estandar lleva a obtener resultados

espurios. Otro aspecto importante es el referente al sistema de

separación de las fracciones unida v libre, va que su

confiabilidad esta en gran parte determinada por la composición

proteinica del suero de la especie que se desea estudiar. ñsf,

en el caso de los peces que se sabe carecen de TBG iïuichi v col,

l9ò?; Hefetoff, 1970; Robbins e Bartalena, 198o?, es erróneo el

empleo de estuches comerciales diseñados para especies cuvo suero

sf contiene esa proteina.

Es importante enfatizar las discrepancias en los valores de las

tironinas reportados en el plasma de la trucha arcoiris por los

diferentes autores (cuadro al. Se observa claramente cómo la

metodología utilizada en cada estudio influve sensiblemente en

los valores absolutos de las dos hormonas, e incluso se pueden

observar diferencias notorias entre los valores obtenidos

mediante la misma técnica fFok v Eales, lsedg Eales v Shostak,

19551. Tambien puede apreciarse que cuando se emplean estuches

comerciales füsborn v col, l??Bl, las cifras son

significativamente mavores. Estas diferencias podrfsn obedecer

en parte a los aspectos metodológicos antes señalados; o bien al

hecho de que en todos se emplea plasma, asf como a las

caracteristfcas biológicas de los organismos en estudio ipeso,

talla, edad v madurez sexual?. sobre este óltimo aspecto, los

estudios de Umeljaniuk fi9B4 v 1985! v de Fok v Eales (19843 no



brindan información, mientr~s que en los restantes ésta es 

incompleta y contradictoria. As:.Í, por ejemplo, e>:is:.te una 

notable disr.repancia entre las edades ~· los pe5os reportados 

<Eal es:., l «?81 y 1 Q85). 

Aún cuando Eales es el investigador ma5 activo en el campo, su 

metodología es:. quizá la m;Ís: falaz des:de el punto de vis:ta 

cuantitati.,·o. Este autor emplea un.'l técnica de RIA utilizando 

columnas: de Sephi\de>: <Bro¡.m '>' Eales:, lq77). Ei;;te s:.istemi\ presont3 

entre otros los siguiente!: incon•1enientes: 

No utili;:::i suero hipotiroideo, ya sea hom6logo o heterÓlogo 

en la curva estándar. Ya 5e ha <:l':!ñalado la importancia de 

igualar l;is condiciones de la curva estándar y los s:ueros 

problema. 

La reacción ant{geno - antir.uerpo la efecti.Ían dentro de la 

colunma de Seph;idex, permitiendo Ünicamente '?O minutos para 

el "equilibrio" de la misma. Los resultados de esta tesis 

muestran que :.e requiere un laps:.o de 48 horas par;i optimizar 

resultados. 

Los porcentaje5 de recuper:.1ciÓn que obtienen •:arían dc;!l 88.5 

al 116 % para T"' I' del '?O al 12(1 % para T4 , lo que indic::i un 

error de alrededor del 2(t ~~. mientras que en este es;tudio :e 

es:t{ reportando un error menor al 10r.. 
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brinden informacidfi, mientras que en los restantes este es

incompleta y contradictoria. flsf, por ejemplo, existe una

notable discrepancia entre las edades 9 los pesos reportados

(Eales, ieei T iessi.

fiün cuando Eales es el investigador mšs activo en el campo, su

metodología es qui:ã` la mås Falaz desde el punto de vista

cuantitativo. Este autor emplea una tecnica de RIH utilizando

columnas de Bephaden ¿Brown y Eales, I???!. Este sistema presenta

entre otros los siguientes inconvenientes:

Ho utilica suero hipotiroideo, ya sea homñloqo o heteråiogo

en le curva eståhdar. te se ha señalado la importancia de

igualar las condiciones de la curva estãndar y los sueros

problema.

La reaccion antfoeno - anticuerpo la efectúan dentro de la

colunma de Sephadex, permitiendo únicamente fio minutos para

el "equilibrio" de la misma. Los resultados de esta tesis

muestran que se requiere un lapso de 45 horas para optiminar

resultados.

Los porcentajes de recuperucioh que obtienen varían del 88.5

al llo ï para T; T del de al 129 E para T4, lo que indice un

error de alrededor del EU E, mientras que en este estudio se

Ã o fr! 'Iesti reportando un error menor al

_¿¡l..



Por todo lo anterior e<z. evidente que no e!t po<z.ible comparar lo<z. 

•1alores obtenidos en la presentE tesis con los informados en la 

literatura específica de trucha arcoiris. Sin embargo, y como 

también se resume en el cuadro 5, es importante destacar que las 

concentracione<z. de T., y r.. encontradas en e<z.te trabajo, <z.on 

comparables a las informadas en otros salmónidos migratorios con 

de RIA que, aunque utilizan " J s:is:temas de 

separación diferentes, sí emplean suero homólogo en la cur•1a 

estándar (Biddic;;combe ~' Idler, 1984; P.edding ',' col, 1Q84). 

Aunque los datos de nuestro estudio no permiten constatarlo, 

consideramos que adem~'Z. de los as:pectos metodolÓgico<z. ya 

sel'lal.ados, entre nllestros rcsult.ados y los 

reportados por Pedding y col ·i' Redivic y col !1984>, 

podría explicarse sobre las b~scs del proceso de m.aduraciÓn 

gonadal que parece <z.er caracterísco de los cardados: !ver cuadro 

1; So1•1er )/ Schrecl:, 1982; Biddisc:ombe ~ Idler, 1º83; Lintlop y 

You!";on, 1983; Parra y col, 1980). En apoyo " esta interpretaciÓn 

e!Et.Í lar.Jara correlación que C?:~ hibrm a lo J.'.\rgo del estudio, los 

nivele<z. de T :s y el pei;;o cprporal de lo<z. animales;; as:í como el 

incremento significativo y transitorio de la r .. en los animales 

del grupo 19 !cuadro 5 y figuras 15 y 16). 
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Por todo lo anterior es evidente que no es posible comparar los

valores obtenidos en la presents tesis con los informados en la

literatura específica de trucha arcoiris. Sin embargo, v somo

también se resume en el cuadro 5, es importante destacar que las

concentraciones de T; v T4 encontradas en este trabajo, son

comparables a las informadas en otros salmdnidos migratorios con

tetnicas de Rlñ que, aunque utilizan plasma v sistemas de

separación diferentes, sf emplean suero homådogo en la curva

estandar ifliddiscombe e Idler, IÉBQ; Redding v col, 19841.

fiunque los datos de nuestro estudio no permiten constatarlo,

consideramos que además de los aspectos metodolåpicos va

señalados, la semejansa entre nuestros resultados v los

reportados por Peddinq v col fleB4i v Redivic v col 119841,

podría explicarse sobre las bases del proceso de maduraciån

gonadal que parece ser caracterfsco de los cordados iver cuadro

1; Sower v Schreck, l?B2; Eiddiscombe e Idler, 1983; Lintlop v

Youson, 1983; Parra 7 col, leflül. En apoyo a esta interpretacion

esti la clara correlaciån que eshiben a lo largo del estudio, los

niveles de T; v el peso corporal de los animales; así como el

incremento significativo v transitorio de la T4 en los animales

del grupo IV íeuadro 5 v Figuras 15 v lo?.
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CUADRO 6. 'IALORES DE TIP.ONINAS CIRCULANTES EN ALGUNOS 

E S P E C I E 

§ ... _g~i!:QDQ!:.i 0.5 

§.__g,!!_[.QQ.Q.r::.!. 

§!.:.._9.ª!.!'.:.QIJ.Q.r::.!. 1. 1 

§.:.._9.,!!.r::.f!IJ.Q.r::.!. 7.7 

§.:._9.!!!.!:!iQQ.r::.!. 0.4 

§.__gª!.!:!iQ~r::.!. •).2 

§.__g,!!.!:.QIJ.Q.r::.!. 0.6 

§_,__g,ü.!:.Q!l'-ª.r::.!. 

g ... _n~r::.!iª 1. 4 

Q .. _!>.!.§.!:!ti;.!:l 2.3 

Q..__!>.i.§.!:!tl;.!:l 

Q.__t.!.§.!:!t!;.!:l 

§_,__§.ª!.:'!!:. 2. 4 

SALMOMIDOS 

T:s 
nmol /1 

T.. METODO 
nmol .'l 

- 4.? (1. 7 - 4.S P.IA 

2.2 1.5 RIA 

- 4.5 0.6 - 3.9 RIA 

-18.5 2.8 -33.5 RIAt 

- 1.9 1.2 - 3.1) RIA 

- 4.5 CG 

±. 1). 1 1.9 ±. ('. 4 RIA 

6.5 5.8 RIA# 

-10.8 7.7 -25.8 RIA 

-12.4 5.6 -19.4 RIA 

1'.). 3 -77.4 RIA 

18.(J-117.4 RIA 

- 3. 4 8-1 -14.2 RIAt 

REFERENCIA 

Ea les s, Shostak, 1985 

E.des ,, 
I col, 1981 

Flood t; Eales, 1983 

Os; borne '/ col, 1978 

Eales '/ col, 1984 

Omejalniuk " , col, 1985 

Fok t: Eales, 1984 

Omeljanuik ,, 
' 

col, 1984 

Biddiscombe ,, col, 1984 , 

Redding '/ col, 1984 

Grau '/ col, 1981 

Dickhoff y col, 19:78 

Redi'fiC y col, 1984 

S, Salmo; O, Dncorhyncus; f., comercial; CG, cromatografía en gel; 
#, fase sólida 

Con todo lo anterior se hace clara la importancia de contar con 

un RIA homólogo par;i la especie que se requiera estudiar, ',' 

c:;~tener los valores absolutos m.Ís; confiables; pos:ibles. En el 

laboratorio se h;:in cuantificado los ni veles circul :mtes de T:s y 

T .. en humanos i' en di '.'ersos animales uti l i z 'lndo RIAs homÓl egos 
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CUHDRD 6. VQLDRES DE TIEDHIHQE CIRCULQNTES EN QLGUHÚS

iii* í -I í í1-Iflflí -í'-Iìíí-Io@--Âíí

SHLHDHIDDS

_-_-n-le-___-mi-In_'_ __ _ __ _11-

E 5 P E E 1 E T; T4 HETDDU REFEPEHCIQ

§s_asicdsssi

É- sairsssci
äs_ssissssti
äs_Qaicsssci
9s_9s1rsset1
§s_saicsssci
§s_Qsicsssci
3-_sairsnsc1

Qs_EsEEå

Qs_sisstss
Qs_sisstss

Qsssisstss

I-.H

nmolfl nmol!!
-.çííí 1.

Ú-5 '"' qe? lija?. '_ 415

1.1 4.5

2.2 1.5

"' ülfi _” El?

7.? -15.5 2.5 -33.5

0.4 -

Ú.

0.

2-

6 ±

1.? 1.2

0.1 1.

3.Ú

? ± 0.4
b.5 5.5

1.4 -10.8 ?.? -25.5

2. 3 E-la

er- 10.3 -??.4

§L_s§L¿§ 2.4 - 3.4 Efll -i4.2

Élfi

FIÉ

RIH

Rlfif

PIH

CG

RIH

Rlfifi

PIH

RIÑ

Plfi

Rlfi

RIA!
ilíííí

í ii

Eales &

Eales v

Flood h

Dsborne

Eales v

Dmejalniuk v Col, 1985

íí lïìííííiïïjí

Shostak, 1935

col, 1951

sales, ise:
v col, 19?E

col, i?84

Fok h Eales, 1984

Úmeljanuik v col, 1?B4

Hiddiscombe y col, 1984

Redding y col, 1984

Grau v col, 1981

Dickhoft v Col, 1975

Redivifl
íìílí-I-ïllh

v sol, 1954

5, Salmo; D, üncorhvncusg 1, comercial; CG, cromatografía en gel;
H, fase sålida

Con todo lo anterior se hace clara la importancia de contar con

un RIA homlogo para la especie que se requiera estudiar, v asf

obtener los valores absolutos más coniiables posibles. En el

laboratorio se han cuantificado los niveles circulantes de Ta ï

T4 en humanos v en diversos animales utilìsando Pins homólogos
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par3 cad:l uno de ellos. En el cuadro 7 se ilustran los valores 

que :e han reportado para cada una de e5tas e5pecie<:. 

CUADRO 7. 1.IALORES DE TRIYODOTIP.OMil'IA El'I DIFERENTES 

E S P E C I E 

Trucha arcoiris 

Pollos 

0\-'eja~ 

Ts 
nmol /l 

23.1 

2.9 

1.3 

ANIMALES 

T4 
nmol /l 

58.5 9.2 

5.9 4.8 

2.0 5.6 

REFEREMCIA 

28.4 Presente tesi '-" 

19.7 Uriz, 1989 

10.3 Romero i' col, 1986 

Bovinos 'l caprinos Q.9 1. B 2.6 7.7 Ace'les V 
I Legarreta, 

Humanos 0.6 2.4 5.6 15.5 Bel tr .:in "' col, 1Q73; 

Dutrem ,, 
I col, 1978 

Estos '/al ores absolutos 5on comp.'lrabl es entre sf ya que adem.ís 

de utilizar 13 misma metodología hom6loga para cada uno de ellos, 

se emplearon primero= anticuerpos semejante•. Es notorio que los 

valores de T:s en pollos y trucha :ircoiris son lo<E: m;Í-:: elevados. 

El conocimicmto de que todos lo<: vertebrados inferiore5 carecen 

deTBG <Yuichi y col, 1969; A<E:tier, 1980), permite especular que 

las al tas concentraciones de T.s sean propiciadas en parte por la 

ausencia de: esta proteini::l transportadora que fa•,1orecerC1 un 

r:pido recambio tisular de T4 hacia T3 • 

1982 

para cada uno de ellos. En el cuadro ? se ilustran los valores

que se han reportado para cada una de estas especies.

EUÑDHÚ T, UÑLÚHEE DE THITDDDTIHDHIHQ EH DIFERENTES

QHIHHLES

-1-IÍÍU-É'ï!HII&¿'ìI'íï-I.ii--.._íí íííííííí ii íííí íí í íííí íííííííííííìíííííì

E E P E E l E Ta T4 HEFEREHEIH
nmolfl nmelƒl

II-ïlfiiiíí-í'±_±ÍI'É_"ìP'.lil-__'-III'IIïIíI_'_íIIíí-l'Iifl_í._í__jï__í__í.í__í íìííííí íí ííí'íi†í í ii. i--tí

Trucha arcoiris 23.1 - 55.5 9.2 - 25.4 Presente tesis

Pollos 2.? - 5.9 4.8 - 19.? Uriz, 1989

üvejas 1.3 - 2.0 5.o - 19.3 Romero v col, 195o

Bovinos v caprinos 0.9 - 1.5 2.e - ?.? nceves v Legarreta, 1982

Humanos Ú.e - 2.4 5.a - 15.5 Beltran v col, I??3;

Dutrem v col, l??E
íííííí__|í†íí|I±Il íí ííííìííjíííííííííííí Z-ííííí íííí-1--ii-í .llillllí 'FJ "l_lÍ---É

Estos valores absolutos son comparables entre sf ya que ademas

de utilizar la misma metodologfa homfiloga para cada uno de ellos,

se emplearon primeros anticuerpos semejantes. Es notorio que los

valores de T; en pollos v trucha arcoiris son los mas elevados.

El conocimiento de que todos los vertebrados inferiores carecen

de THE íïuichi v col, i?e?; fistier, 19501, permite especular que

las altas concentraciones de T; sean propiciadas en parte por la

ausencia de esta proteina transportadora que Favorecerfa un

rapido recambio tisular de T4 hacia TJ.

¿,-| ._



VII. CONCLUSIONES 

1. Se eo::tand:iri -:.Ó 1 a metodolog(a de radioinmunoanalisis, 

empleando :uero homólogo en la cur•:a e:tándar, para 

determinar las concentracione!E: s:éricas circul;:intes: de T::&o y 

2. metodol og (a permite cuantificar preci o:;;:i 

e:pec{ficamente, concentracione~ de laE do: hormona: en el 

orden de 10-• gldl. 

3. Exi:te una gran divergencia en loE valore= de lai: do: 

hormonas de la trucha arcoirio:: reportados en la 

literatura. E:ta diEcordancia probablemte obedece a uno o 
, 

mas de loo:: Eiguientes factoreE: 

Mo utili::an :uero homólogo en la curva e:tá"ndar. 

Utili::an 'lª sea estuches comercialeo:: o metodología no 

homóloga '/ poco e:pec(fic:a. 

L:i información fragmentada i' escas:a de illgunos 

.;iEpccto: biológico: de lo: anima.le: en e:tudio. 

UII. CUHBLUEIDHEE

Se estandarizdƒ la metodología de radieinmunoanalisis,

empleando suero homdlogo en la curva estandar, para

determinar las concentraciones sericas circulantes de Te r

T4 E" El 5a1m¿h¡d° §§lEE_EãiEÉEEEi-

Esta metodología permite cuantificar precisa T

especfficamente, concentraciones de las dos hormonas en el

orden de iüc* efdl.

Eaiste una gran divergencia en los valores de las dos

hormonas de la trucha arcoiris reportados en la

literatura. Esta discordancia probablemte obedece a uno o

mas de los siguientes tactores¦

I I f- Ho utilizan suero homologo en la curva estandar.

- Utilizan va sea estuches comerciales o metodología ne

homdloga v poco especfïica.

- La información fragmentada v escasa de algunos

aspectos biolãgicos de los animales en estudio.

-if-JE:-_



4. 

s. 

Aunque los valores encontrados en la presente tesis 

difieren de los: obtenidos; en l:i truch:i arcoiris:, ellos: son 

comparables con los reportados en otros salmónido!: 

migr:itorios: en cuyos estudios: sí s;e emplea suero homólogo 

en la cur'1a estándar. 

Las concentr aci enes circulantes de 1 as tironinas 

encontr:idqs; en este es:tudio, apoyan la noción de que la T"" 

es: la hormona con m:iyor :icti-.,id:id fis:iolÓgic:i, 

encuentra relacionada al proceso de maduración gonadal, 

mos:tr:indo una es:trecha correlaciÓn con el peso corpor:il. 
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fiunque los valores encontrados en la presente tesis

difieren de los obtenidos en la trucha arcoiris, ellos son

comparables con los reportados en otros salmfihidos

migratorios en cuvos estudios sf se emplea suero homålogo

en la curva estandar.

Las concentraciones circulantes de las tironinas

encontrados en este estudio, apovan la nociån de que la Ta

es la hormona con mavor actividad fisiológica, v se

encuentra relacionada al proceso de maduraciån gonadal,

mostrando una estrecha correlacidh con el peso corporal.
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