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1. LA GLANDULA Y LAS HORMONAS TIRODIDEAS

Yodotirosinas y Yodotironinas

El vodo e=s el elemento mas pesado que se metaboliza en
materizales biolégicns. Su peso probablemente determina su
escase:z en la tierra, VA que ini camente conetituve
aproximadamente el 3 » 10-3% de suelos v del 1 al 7 » 10-4% del

agua de mar (Holff, 19464).

Se =abe gue en todos los vertehrados 1a gléndu}a tiroides esta
concstituida por células egpecializadas que han desarrollado un
mecaniemo muy eficiente v especifico denominado genericamente
bomba de wodo, el cual les permite concentrar activamente a ecte
elemento v unirlo al aminoacido tirosina. Fstpos residuos de
tirosina = encuentran formando parte de una glucoproteina
ecpecifica de 1a glandula: la tiroglobulina (TgB) v su vodacion
da lugar a la sintesic de las moléculas de monovodotiroeina vy
divodotirosina (MIT v DIT respectivamentel. ﬂdemée, la gléndula
pusée l1a maguinaria enzimatica pecesaria para combinar ecstos
aminoacidos vodados v  =intetizar vodotironinas con  actividad
hormonal: las hormonae trivodotironina (T3} v tetravodotironina o

tiroxina (T4). Ecstas vodotironinas zon hasta el momento, las



Unicas moléculas tiroideas a las que =e les reconoce actiwvidad
binlégica. La gl;ndula cintetiza tambien pequenas cantidades de
un icomero de la Tx l1lamado trivodotironina reverca (rTx), v para
el cual hasta el momento no se le reconoce actividad binlégica
{De Groot, 19453 Barrington, 19753 De Groot v Tauroqg, 1979,

Gardon, 1979},

Aunque todos los vertebrados poseen g]éﬁdula tiroides, tambien
se sabe que otros organiesmos =on capaces de fijar vodo v unirlo a
proteinas. Esta informacion es de gran inferés, va que a partir
de ella se han realizado estudios filngenéticns encaminados a
responder entre otras las siguientes preguntas: en qné'nrganiemns
aparecen v se desarrollan los mecanismos especificos para atrapar
vodo (bomba de vado) 7, v en cuales ocurre la especializacion de
ese tejido en un érgano con caracteristicas funcionales de una
gléndula enddcrina o de secrecion interna 7 (Rarrington, 1975;

Gorbman, 19783 Hoar, 1979).

= : 2 3 - - s
FPara hacer mas claro lo anterior, a continuacion <=e revisaran
los conocimientos actuwales acerca de la filogenia de la glandula

tiroides=s.
Antecedentes de la Funcion Tiroidea

Las__Tirosinas__Yodada=s_en_Invertebrados. La nrganificacién o

biosintecic de moléculas vodadas no es un proceso que se limite »
especies vertebradas. En un principio e pensaba que Gnicamente

#
loe organismos que contaban con wuna glandula tiroides eran



capaces de fijar el vyodo y unirlo a proteinas para formar
hormonas tiroideas. Sin embargo, en 1la década de los anos
cincuenta, una serie de estudios bioquimicos vy fi5inldﬁicns,
demostraron que el vyodo se +fija a tejidos y estructuras de
algunoe invertebrados e inclusive también de algunas plantas. Es
importante hacer notar que 1la confiabilidad de esta informacion
no es muy alta, ya que para su obtencidn se realizaron anélisis
crnmatngré#icoe menos desarrollados que los actuales

(Clements-Merlini, 1962 a, b; Hoar, 1979; Young, 1981).

Como va se mencionn, actualmente se sabe que =] primer paso en
l1a sintecic de yodo - tirosinas consicste en la union del vodo al
aminoacido tirp=ina para formar MIT v DIT. Ambas biomolacul as se
encuentran presentes en algunas algas {(c.ref. Roche & Yagi,
1952), corales (c.ref. Vinogradov, 1935}, anelidos v moluscos
(c.ref. BGorbman et al, 1954), insectos (Limpel & Casida, 1957),
asi como en todos los vertebrados (Young, 1981). También se ha

encontradao 1la presencia de Ty v Ta en la maynr{a de los

organiemos antes citados (Gorbman, 12543 Limpel & Casida, 1957).

Cabe mencionar gque en los invertebrados, un alto porcentaie del
vodo unido a proteinas se encuentra formando parte de estructuras
corneas o fibrosas, v que una cantidad menor se encuentra unida a
6rganos blandos, generalmente epitelios (Borbman et al, 1954,

Limpel v Casida, 1957).

La funcidn que desempena el voda v/o las biomolécul as vodadas



en estos organismns no s conoce, pero ino no puede dejar de
- Ed

preguntarse acerca de la relacion que existe entre las moleculas

. g 5 . # . .

vaodadas en organismos inferiores en la escala filogenetica, sin
. b P s - - o .

funcion aparente, v la gran importancia biclogica que tienen

estas mismas biompléculas en los vertehrados. Esto ha llevado a

la elaboracion de algunas hipotesis, las cuales se discuten mas

adel ante.
El Endostilo

Geperalidades. La primera evidencia morinldbica v funcional de
la existencia de un 6rgano fijador de vodo se ha documentado en
los protocordados. Estos organiesmos  filtradores presentan en el
piso de la faringe una estructura hendida que ha recibido el
nombre de endostilo. Este 6rganu poswe tractos longitudinales de
celulas secretoras de una sustancia mucosa. Fl moco secretado
por estascélulas a la luz del endostilo forma una capa ue se
extiende por la faringe, atrapando las partfculas de alimento.

La secrecion mucosa junto con el alimento son conducidas hacia el

esﬁfago para deﬁpués ser diqeridas (Young, 1981).

Aunque el endostilo es un organo digecstivo, se sabe gque algunas
de sus células fiian vodo de wmanera selectiva, permitiendo la
formacidn de MIT v DIT e inclusive de Tz v Te. Este hallazgo
aunade a otros hechos como su localizacién anatomica v origen
embrionario, han dado lugar a que =e le considere como

"precurcor” de la gl andula tiroides (Barrington, [1959). A



continuacidn se revisa la morfofisiolugfa del endostilo v c=u

evolucidn en loes protocordados.

Aspectos _Morfofuncipnales, La organizacicn morfolﬁﬁica general

del endostilo e=s bien conocida (Barrington, 1965). Como vya
mencionamos, el endostilo secreta un material mucoso que recubre
la faringe y le confiere a ésta, la funcion de un filtro o
“coladera"” con movimiento filtrando la corriente de agua que pasa
a travéé de las aberturas brangquiales (estigmatal. Se ha
encontrado, por microscopia de luz, que esta membrana se origina
a partir de tres pares de cordones de célul as gl andul ares (zonas
2,4 y &)y, las cuales estan separ adas entre =i por tres pares de
tractos de células ciliadas (zonas 1,3 v 5), dos de las cuales
presentan cilioe cortos y el tracto basal ¢ zona 1, con cilios
muy largos. Ademas de estas seis zonas, existen otros dos tipos
de celulas que forman los labios dorsales del zurco endostilar,
una zona de epitelio no ciliado (zona 7' v 1la otra de celul as
altamente ciliadas <(zonma B8), 1las cuales son responsables de
dirigir la secrecicn endostilar hacia las paredes laterales de la

faringe (figura 1).

Se s=sabe que las células de las zonas 2 v 4 son secretoras de
proteinas vy que las de la zona & secretan tirosina vy
mucopolisac;ridns. Las celulas de la zona 7 unen y acumul an yodo
y promueven la sintecis de productos yodados. Estos productos vy

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

endostilo formando asi la sustancia mucosa gque va a recubrir a la



Figura |- Diograma de la seccion transversal del Endostilo de Ciondinfestinalis en donde
,3y 5, celulas ciliadas; 2,4y 6, Porcidn glandular ; 7, epitelio nocilado
y 8, celulas cliadas que expulsan la secrecidn a la faringe.




faringe en forma de membrana. Esta membrana mucosa es capaz de
atrapar particulas hasta de una micra de diametro (Barrington,
1945; Young, 1981). Se considera que las células de las zonas 7 y
B del endocstilo =son las homélngas a las células tiroideas

(Fujita, 1980).

En homogenados de endostilo se han encontrado MIT, DIT, Tax v
Ta4s pero no hay evidencia de que las yodotironinas secretadas por

&l animal ejerzan algun efecto hormonal (Young, 1981!}.

For otra parte, =e ha encontrado que 1la <angre de los
protocordados une vodo en proporciones significativamente mayores
que en el hombre vy otros vertebrados (1246 vse &.3 ug/ddl
respectivamente). Este vodo circulante se encuentra unido a
proteinas vy =& ha demostrado que ests organi ficado, ya que por
cromatografia se han encontrado MIT, DIT., y Tea y oOcasionalmente
Ts (Kennedy, 19446). Estas observaciones y el hecho de que la
inhibicion de 1la captura de yodo por el endostileo mediante la
administracidn de tiocianato de potasio (KCMS), no proveoca la
desaparicion de las vodotirosinas yodadas, ha llevado a proponor
la posible exicstencia de dos mecanismos fijadores de yodo en
protocordados: un mecanismo epecializado, gque involucra al
endostilo, ¥ uno m3s primitive que no requiere de organos
especializados y que posiblemente dio lugar al primero. Esta
informacidn, no es muy confiable, ya que <colamente exicte un

estudio al respecto (Kennedy, 1966).



De Endostilo a Glandula Tiroides

En el Phylum Chordata, excepto en Hemichordata, todos los
organiesmoe precsentan ya <€ea endostilo o gléhdula tiroides.
Inclusive en Agnatha, ontngénicamente el endostilo de 1la fase
larvaria da lugar a la gléhdula tiroides de 1la vida adulta.
Estoe hechos representan por el momento la evidencia mas eolida
para conciderar que efectivamente el endocstilo es un primordio de
la glandula tiroidee (Clemente-Merlini, 19623 Barrington, 1975;

Gorbman, 19783 Young, 1981).

Sin embargo, ya se ha mencionado que organismos de lineas
evolutivas distintas a la de los cordados vgr., artrébodns, =on
capaces de fijar y organificar yodo. Este hecho sugeriria que el
yodo puede estar participando de alguna manera en 1a fisiologia

del organismo, ya sea como tironinas, o por =i solo (Borbman,

1955) .

Aunque no exista evidencia contundente para comprobar que el
endostilo efectivamente da lugar a la glandula tiroides., a
continuacion se revisaran los cambios que ccurren en este d&rgano
a lo largo de 1la filogenia y su transformacion en glandula

tiroides.

Urochordata v _Cefalochordata. En ambos subphylums, el endostilo
cumple la misma funcién =ecretora de moco v atrapadora de vodo.
Tambien en ambos se han identificado MIT,DIT, Ts ¥ Ta en 1a luz

del endostilo. La wnica diferencia que se conoce, consiste en



que cefalochordata no presenta 1la hilera de células secretoras

que correcsponden a la zona é& {(Barrington, 1959).

Agpatha. La larva amoceta pertenece al primer grupo de cordados
verdaderos v sufre una metamorfosis transformandose en =u vida
adulta en lamprea. Esta larva posee un endostilo que aparece en
el desarrollo temprano como dos dkganos hendidos que =e extienden
del primero al quinto arco branguial v ectin eepar ados por un
=epto medio. E1 lumen del endostilo e encuentra abierto hacia
la faringe por el ducto hipobranguial v es este ducto el que se
cierra en la metamorfosis. Se han diferenciado c=eie tipos de
ceélulas en ecte endostilo, v Unicamente dos de ectos tipos ce
consideran homblogos a las células epiteliales foliculares de la
tiroides: las células de las zonas 7 y 8. El resto de las zonas
celulares se degenera durante la metamorfosis. FPor 1o que
respecta a la fase larvaria, e ha propuesto que el endostilo
unicamente =ea un 6}ganu primitivo de alimentacion con funcion
zecretora de moco. En contraste, en el apimal adulto, el érgano
se reconoce desde el punto de vista morfofuncional como una
glindula tiroides verdadera y e concidera que de ser un 6}gann
exocrino relacionado con la alimentaciéﬁ, pasa a Eer una gléhdula
de secrecidn interna (Clemente—Merlini, 1962a,b; Fujita, 1980;

Hoar, 19793 Young, 1981).

En la lamprea adulta vy en todos los cordados superiores, las
yodoproteinas sintetizadas en las célulac tiroideas son vertidas

al torrente sanguinco, y se conoce gue su sintesis y secrecion es



controlada por senales cspecificas de naturaleza neuroendocrina
que se describen mas adelante. Es decir, a partir de la lamprea

adulta existe una glandula tiroides totalmente endocrina (Hoar,

1979).
Evolucion de la Glandula y de la Funcion Tiroidea

Exicsten dos teoriac importantes que tratan de explicar la
evolucion de 1la glandula tiroides. lLa teoria elaborada por
Gorbman (1955), propone los cambios gue debieron haber ocurrido
para Que surgiera la glandula tiroides y la teoria propuesta por
Etkin (!978), quien trata de explicar la evolucidén de la funcion
tiroideca. Como =& vera a continuacion, ambas teorias =on

complementarias.

anélidos, moluscos y artrépodoe =2 han encontrado yodoproteinas
en o muy cerca de la boca o cavidad faringea. Este investigador
propone la siguiente esecuencia evolutiva para explicar el

decarrollo de la glandula tiroidese:

— Las yodoproteinas de la cavidad bucal o faringea fueron

arrastradas o "lavadas" hacia el tracto digetivo.

- La Ta liberada por hidrdlicis durante la digegtién
intestinal pudo involucraree en actividades metabolicas de

los precordados.

- Favorecidos por la evolucidn, los organismos deearrollaron



una fuente de iodoproteinas mas grande y segura, este seria
el caso de los protocordados vy de la larva amoceta, que
presentan su fuente de yodoproteinas en el endostilo. En
estos organismos, la liberacion de T Eequir{a occurriendo

por hidrdlisis en el tubo digestivo.

Al cerrarcse el ducto endostilar de 1a lamprea adulta v
transformarse el endostilo en gléﬁdula tiroides, =e 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.

EngggLéh de___la__Funcicon_ _Tirpidea. Por otro lado, Etkin

desarrolla una teoria que pretende explicar la diversidad de

funciones qgue exhiben las yvodotironinas en los diferentes

vertebrado=s. El1 propone lo siguiente:

La glandula tiroidez e origino a partir de alguno de lo=
diversos tejidos de prevertebr ados ancestrales que
presentaban la capacidad de concentrar yodo del agua de mar

y almacenarlo en una biomoleécula: la Ta.

El yodo participaba de alguna manera en el metabolismo de

dichps organismos, probablemente como micronutriente.

Al =surgir los primeros vertebrados de agua dulce, c=e

requirid_ de un organo especializado que concentrara,

- 10 -



almacenara y asegurara un suministro de yodo al organismo.

- La persistencia de 1la gléhdula tiroides en todos los
vertebrados se puede entender en funcion del papel
metabdlico del yodo y de su molécul a acarreadora, la Te. Su
persistencia la hizo accesible como "senal” cuando surgid la
necesidad de un regulador quimico en la evolucion de los

vertebrados.

Asi pues, cuando surgid la homeotermia en los mam{feros=, las
moléculas tiroideas se coaptaron para participar en la regulacion
de los cambios en la produccion de calor. Cuando los anfibios
desarreollaron su proceso de metamorfosis, la Te e utilizd como
senal reguladora del procesc. La misma molécula se adaptd' en
varias lineas de la evolucidn de los vertebrados para ayudar a

regular otroe proceeos fisiolébicos relacionados a migraciones

estacionales y reproduccidn.

Estas teorias pueden orientarnos acerca de la posible evolucidn
mor fofuncional de la gléhdula tiroides, pero una vez mas es
importante destacar que los experimentos que dieron lugar a ellas
datan de hace mds de veinte ahos. Seria interesante retomarlos
con metodologia actualizada, y obtener informacién mas espec{fica

que permita entender mejor la evolucidén de la glahdula.



LA GLANDULA TIROIDES

Aspectos Morfofuncionales

Desarrocllo _de_la Glandul a Tiroides. LlLa glandula tiroides se

origina a partir de la formacicon de un botdn ventral en el piso
de la faringe embrionaria, entre el primer y cSegundo saco
branquial. Inicialmente, 1la gléhdula se diferencia formando
cordones celulares que despuéﬁ s separan para formar grupos de
célul as que formaran 1los foliculos tiroideos. E=stos grupos
celulares <cecretan un fluido protéico denominado "coloide”, que
se acumula extracelularmente en el centro de los foliculos
tiroideos. Esta actividad secretora eventualmente da lugar a un
espacio lleno de colpide; el "lumen" del +olfculn, que queda
rodeado de una capa de células epiteliales, o cea, el epitelio
del foliculo. La porcidﬁ de la celula folicular que tiene
contacto con el lumen s conoce como parte apical, este extremo
de la célula presenta microvellosidades. El nidcleo se encuentra
generalmente en la parte "basal” de la célula, que es el extremo
mas alejade del lumen (Malacara y col, 19793 Flores y Cabeza,
1984). Asi pues, la glandula tircides esta formada por un gran
numero de foliculos encapsulados en tejido conectivo vy con una

red capilar muy densa que rodea al foliculo (Morris, 1980).

El foliculp es la unidad estructural y funcional de la glandula
tiroides. Como ya se menciond, éste ultimo incluye una capa de

epitelio simple que reviste a upa cavidad que esta llena de un



material’ espeso llamado coloide. El coloide representa la
reserva de la secrecion de las celulas epiteliales y contiene
mucoproteinas, enzimas y tiroglobulina. Esta (ltima es una
glucoproteina que sirve de soporte para la sintesis Y
almacenamiento de las HT, 1lo cual sera tratado mas adelante

(Malacara y col, 19793 Norris, 19803 Flores y Cabeza, 1984).
Variaciones Morfologicas

Se sabe gue basicamente la glandula tiroides opera de la misma
manera en todos los vertebrados, y que su origen, estructura y
funcion es muy similar en todos log organismos que 1a poseen.
Sin embargo, existen diferencias en la forma en que se agregan
los foliculos tiroideos. Estas diferencias morfologicas se

encuentran ilustradas en la figura 2.

Ademas de la forma de agregacidﬁ folicular, es importante hacer
notar una diferencia estructural peculiar que solamente se
presenta en la glandula tiroides de los mamiferos. En 1las
regiones interfoliculares =se encuentan unas ceélulas 1lamadas
parafoliculares o célul as "C", que =on secretoras de calcitonina,
hormona que participa en 1la regulacion del metabolismo del
calcio. En el resto de los vertebrados, esta hormona cse
eintetiza en una glindula separada ceonocida con el nombre de
cuerpo ultimobranquial (Barrington, 1975; MNorries, 19803 Young,

1981).
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mayoria de los Teleosteos

Rana

Irodelo

Aves

Figura 2. Morfologia de la glandula tircides en
diferentes grupos de vertebrados.



LAS HORMOMAS TIROIDEAS
Biosintesis y Secrecion

Como va <=e menciono, la biosintesis de las HT depende
primordialmente del aporte dietético de yodo Yy por lo tanto, el
primer paso para su seintesis consiste en 1la captacion =]
trancporte de yodo al interior de la celula folicular tiroidea.
Eete transporte constiluye un proceso activo vy esta mediado por
un mecaniemo energetico denominado genericamente bomba de yodo

(De Groot y Taurog, 1979; Guyton, 1984).

Una ver en el interior de la celula tiroidea, el yoduro, que es
1a forma "inorganica” del yodo, es convertido por accidn de las
peroxidasas tiroideas en “yodinic”, wuna forma reactiva capaz de
"“vodar" los residups de tirosina que eslan presentes en la
tiroblebulina. Esta glucoproteina de peso molecular elevado
(66, 000 daltons) esta formada por 5,650 aminoacidos, de los
cuales aproximadamente 125 corresponden a tirosina. En estos
residuos se lleva a cabo 1a yodacion para producir
monoyodotirocsina, precursor necesario para la diyodotirosina. A
partir de estas vyodotirosinas sin accion biologica aparente, se
faorman las vyodotironinas (Ts y Tal. La s=intesis de las

yodotironinas esta mediada por la accion de enzimas acopladoras

que unen dos diyodotirosinas para formar tiroxina, @ una



diyodotirocsina con una monoyodotirnsina para formar
triyodotironina fDe Groot v Tautog, 12793 Taurog, 1979; lL.ehman,

19823 Yalverde-R y Col, 198°).

lLas HT bioldgicamente activas Ts y Ta se liberan de 1la
tirocglobulina por proteclisis. Las wvellocsidades de 1a parte
apical de la céiula folicular toman, peor endocitosis, porcioncs
de coloide y lo introducen a eu interior en donde =e une a
lisosomas que contienen enzimas proteoliticas. Estas wvacuolas
lisosomales transportan el coloide hacia la parte basal de la
celula y los productos de 1la proteélisii - wyodotironinas vy
tiroglobulina = son secretados por exocitnsis hacia la

circulacion sanguinea (De Groot y Taurog, 1979).
Transporte y Metabolismo

l.as hormonas tiroideas no circulan libres en la s=sangre, sino
que lo hacen "unidas" a proteinas transportadoras. En los
vertebrados se conoce que estas proteinas son: la globulina
transportadora de HT (TBG), 1la prealbumina (TBPA), la albumina
(ALB) v la postalbumina (POSTALB). Estas proteinas enlazan a las
hormonacs tiroideas de manera que solc una pequena fraccion (0.018
- 0,016 %) de la cantidad total secretada queda libre. En
humanos, la proteina con mayor afinidad para Tx y Ts € 1la TBG,
la cual une entre el 55 y el &40 %, mientras que la TBPA y 1a ALB
unen entre el 25 al 30°. v el 10 % respectivamente (Reobbins, 19783

Robbins y Bartalena, 1986).



Las HT unidas a proteinas son matabdii:amante inactivas vy se
considera que constituyen una fuente de almacenamiento. La vida
media de la T4 circulante en ]l hombre es de & a 7 dias, mientras
que la de la Ts es mas corta (2 dias). Esta diferencia es
secundaria a la distinta afinidad que las proteinas
transportadoras tienen para una y otra tironina (Robbins vy

Bartalena, 1986).

El metabelismo de las HT comprende principalmente tres acciones
enzimaticas especificas: a), 1la desaminacidn oxidativa de su
cadena lateral; b), la conjugacion con sulfate o glucoronato que
tiene lugar en su mayor parte en el higado, pasando los
metabolitos a 1la bilis e intestino en donde unos s0n
rehidrolizados a T4 y T3 y reabsorbidos, eliminandose sdlo una
pequena fraccion por heces fecales; c), la desyodacion secuencial

en ambos anillos (Chopra y col, 19783 Valverde-R y col, 1989).

En los Gltimos ahos se ha reconocido que la monodesyodacicn
tisular de T4 representa la principal fuente de Tx enddbena
(aproximadamente 75 del total), y que esta desyodacion puede dar
lugar a la "formacion” de una molécula de Ts bioldgicamente
activa, o bien, a una molécula de Tx inerte desde el punto de
vieta metabélico, conocida con el nombre de triyodotironina
reversa (rT7s). Este mecanismo peculiar de hintranzfnrmaciéﬂ
perifé}ica e= organo-especifico y selectivo, segun ocurra en el
carbon 5* o S5 de los anillos tirocsilo o fenilo respectivamente

(Chopra y col, 19783 Engler y Burger, 1984).



Acciones y Efectos

Actualmente =e reconoce que los npumerosos vy variados efectos
bioléﬁicna de las HT =e producen primordialmente por estimul acion
de la eintesis proteica. Se sabe que en el nucleo celular
existen proteinas especificas no histona que enl azan
selectivamente a las HT. Estas proteinas estan intimamente
asociadas con el DMA npuclear, y 1a union de las HT a su
"receptor”™ nuclear es una senal para activar la DNA polimerasa e
iniciar la transcripcion de segmentos especificos del "templado"
del DNA, a traves de la sintesis y liberacion del RNA mensajero
ecpecifico. La traduccion de este en los ribosomas, aumenta la
sintesis de diversas proteinas estructurales vy funcionales que
son responsables de los efectos finales observados (Baxter vy
Funder, 19793 De Groot, 19793 Tata, 19803 Oppenheimer y col,

1987) .

En los organiemos adultos, la principal accion de las HT
resulta de su efecto calnriqéﬁico el cual se debe a un aumento en
la tasa basal del metabolismo. Exicsten varias teorias sobre este
efecto y su mecanismo de accion: una postula que las HT aceleran
la reaccidn secuencial de la fosforilacion oxidativa
mitocondrial, permitiendo asi la generacion de niveles elevados
de ATF. Otra hipotesis sugiere que las HT estimulan la ATPasa de
l1a membrana celular, produciendo liberacion de calor y disipando

los enlaces de fosfato de alta energia. Tambien es probable que



el efectoc calorigenico de las HT sea otra expresion final de la
mencionada estimulacidn de la sintesis prutéica (Sterling vy

Lazarus, 19773 Oppenheimer, 1987).

Es a traves de estos mecanismos de accion como las HT
intervienen en pré%ticamente todas las funciones del organi smoj
vgr., la regulacidh del metabolismo Enerqéfito, 1a reproduccion y
lactancia, la hematopoyesis, 1la actividad del sistema nervioso
central, =1 metabclismo hidroeleéctrico y de vitaminas, la funcicn
hipofisiaria, etc. Es decir, se sabe que para mantener normales
todas las funciones orqéﬁicas se requieren concentraciones
intracelulares suficientes vy adecuadas de hormonas tiroideas

{Tata, 1980).
Control de la Funcion Tiroidea

El sistema que requla la sintesis y la secrecion de las HT es
complejo y comprende dos mecanismos de naturaleza diferente. FPor
un lado, el aporte dietetico de yodo que a nivel de las celulas
tiroideas interviene autorregulando 1la <sintesis vy secrecion de
yodotironinas con actividad hormonal. Por otra parte, existe un
elaborado sistema de “sefales” neurocenddcrinas que en forma
secuencial reqgulan y contralan la funcion de 1la glahdula
tiroides. Esta cascada de senales se origina en el sistema
nerviosa central (SNC). En el hipotélamn existe una area
t!rntrépica, en donde se sintetiza un pébtido denominado TRH o

hormona liberadora de tirotropina, Esta neurchormora, como su



nombre lo indica, estimula a nivel hinofisiario la sintesis vy
liberacion de ia tirotropina. La tirotropina, hormona
estimulante de 1la tiroides o TSH, e una glucoproteina
sintetizada y secretadada en 1la adenochipoficis por las célul as
especializadas llamadas tirotropos, las cuales constituyen
aproximadamente el S% de la glandula hipofisis. Esta hormona
hipofisiaria estimula a las celulas foliculares de la glandula
tiroides para gue sintetizen y secreten HT (Sterling vy lLazaruz,

1977; De Groot, 19793 Valverde-R, 1983).

Por otrn lado, este mecanismo de control neuroendocrino s
autorregula de la siguiente manera: cuando los niveles
circulantes y la proporcion tisular de Ta y Ta son elevadas, se
suprime o disminuye la secrecion de TSH. Ecta inhibicion de la
produccidn 3 secrecion de TSH hipoficiaria esta mediada por la
sintesis, a nivel de los tirotropos, de una proteina que
"bloguea" el efecto estimulante del TRH. Este mecanismo de
inhibicion recibe el nombre de retroalimentacion negativa. Al
contrario de lo anterior, cuando los niveles circulantes vy la
concentracion intracelular de Ts y Ta son bajos, se estimula la
=ecrecion de TSH (retroalimentacion positiva). Es evidente que
en este sistema de regulaciéﬁ y control neurchumoral, los
tirotropos hipofisiarios estan sujetos a dos estimulos
antagéﬁicns; uno positive, que ests dado por la TRH y que induce
la sintesis y liberacion de la TSH, v otro negativo o

inhibitorio, que e=sta dado por la concentracicon de HT que



bloguean la liberacion de TSH (Sterling y Lazaruz, 19773 De

Groot. 19793 Hoar, 192793 VYalverde-R, 1983).

En esta forma, el sistema controla rigurosamente la cantidad de
T5H liberada por 1la hipoficis. Este control esté. medi ado
primordialmente por la variable regulada por el sistema; es decir
por lag concentraciones de HT, ya que la cantidad de TSH
secretada se ajusta a la senal o retroalimentacion que le dan al
propioc tirotropo, las concentraciones y/o o:upacién de c=us
receptores nucleares por las HT. Se piensa que el mecanicsmo
negativo esta dado por las HT que estimulan en el tirotropo la
szintesie de una proteina que bloguea 1a liberacidn de TSH
inducida por 1a TRH. No <se =sabe si las HT también regulan la
secrecion de TSH paor un efecto sohre el hipntslamn, ¥y si este
efecto hipotalémi:m es inhibitorioc (Sterling y Lazaruz, 1977; De

Groot, 1979; Valverde-R, 1983).
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I1. HORMONAS TIROIDEAS EN TELEDSTEODS

Tomando en cuenta la dificultad que presenta el trabajio de
laboratorio con peces, atsi como los disehos v las manipulaciones
experimentales utilizadac por la mavoria de los investigadores en
este campo, es importante senalar que la interpretacién de los
resul tados obtenidos hasta la fecha debe hacerse con cautela,
evitando particularmente establecer conclusiones generaliradas.
Esta aclaracion resulta aun mas pertinente, si se toma e&n cuenta
que en estos vertebrados existe, ademas, una gran diversidad de

ecpecies asi como de habitate v condiciones medioambientales.

Ecte capitulo e dividird en tres secciones principales: 1),
las proteinas transportadoras de las HT en pece=s, enfatizando las
diferencias que presenta esta familia ron respecto al resto de
vertebrados; 2), las acciones de las HT en salmones, especies a
partir de las cunales se empezo a dar importancia al estudio de
las HT en peces debido a su partjcipaciﬁh aparente en las
migraciones reproductivas de estos organismos, v por Gltimo, 33,
la informacicon referente a algunas funciones de la= HT en 1a

N = . L .
trucha arco iris, que es la especie de salmonido en la que se

llevd a cabo la presente tesis.



Proteinas Transportadoras de HT en paces

Se menciond en el capfiulo anterior que en el suero del hombre
se han identificado tres proteinas tran!purtndnr#s: 1a globulina
transportadora de HT (TBB), la albimina (ALB}) v la prealbimina
(TBPA). Estos datos sdlo son correctos para el hombre y algunos
mami feros, pues se encuentran diferencias en la afinidad de las
proteinas y las proteinas mismas en el resto de los vertebrados
qQue poseen gléhdqla tiroides (peces, anfibios, reptiles y aves)

(Yuichi y col, 19493 Refetoff y col, 1970).

En el caso particular de los peces, se conoce que tambien
sxisten tres proteinas transportadoras: La TBPA, la ALB vy la
postalbumina (PALB). Es importante hacer notar la total ausencia
de la TBG. En cuanto a la afinidad de estas proteinas a HT, se ha
observado que la unicn es poco estable y muy déﬁil {(Refetoff,
1970). La ALB es 1la proteina con mayor afinidad a T4, uniendo
entre el 40 y el 40% de esta hormona, segun la especie de pez.
La TBPA une entre el 15 y el 20% de T4 y la PALE une kaapiéh

alrededor del 20% (Yuichi et al, 1949).
Hormonas Tiroideas en Salsonidos

Esmoltificacidp. Migracidp_y _Reproduccidn. Los salmones son
especies anadromas que efectian dos migraciones durante su ciclo
de vida. La primera ocurre durante la primavera, alrededor de
los 18 meses de edad, cuando el pez nada rio abaja hacia el mar

para habitar ahi durante su vida adulta. E1 salmén sufre cambios



morfo]:@icos, fisinlébicos y conductuales queo lo san a preparar
para la vida marina; el conjunto de estos cambios se& conocen con
el nombre gené}xco de "esmoltificacion". El pe:z pucde sobrevivir
en el medio marino Jnicamente cuando ha culminado su
esmoltificacion. La segunda migracich tiene lugar después de lns
18-24 meses de vida en el mar cuando los salmones adultos se
dirigen y migran al agua dulce para reproducirse. El pez, ademas
de culminar =u maduracion sexual al entrar al agua dulce, tambien
sufre varios cambios moriulébicna y fisiolégicos que le van a
permitir la sobreviviencia en este medio (Hoar, 19793 Sower &

Schreck, 1982).

Como se resume en el cuadro 1, existe alguna informacion
experimental que sugiere la participacicn de las HT en ambas
migraciones, estimulando el proceso de esmoltificacion en la
primera y participando en la maduracidn sexual durante 1la
segunda. Se piensa que las HT son la "eenal” endogeha gque inicia

ambas migraciones (Graw et al, 1981).

Durante la esmoltificacion se ha observado que las
concentraciones de T4 circulante aumentan en forma sostenida y
progresiva en el curso de cinco =emanas. La magnitud de este
incremento es muy variable segun el estudio de gque se trate, y es
probable que esta dispersion en los valores informados obedezca
al emplec de radioinmunoanalisis homéiogos o de estuches
comerciales en los diferentes estudios (ver cuadro (). Este

incremento de Ts. que antecede y acompana al proceso de
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esmoltificacion se ha interpretado como indicativo de que las HT
participan en el crecimiento y desarrollo del pez (Dickhoff eu
al, 19785 GSower et al, 1984). Se ha propuesto que dicho
incremento, prepara y facilita la adaptacidh del organismo al
cambio hidroosmatico ya que en forma simultanea ocurre un aumento
en la actividad de 1a bomba de Na*—-kK*-dependiente de ATPasa a

nivel de las branquias (Folmar & Dickhoff, 1979).

E] 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 e=enal medioambiental gque <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 (Dickhoff et al, 19783 Graw et al,

1981).

Durante la migracion asociada a la reproduccion, en ambos sexps
ocurre un aumento transitorio y significativo de Tx vy de Tas
(Saower & Schreck, 1982; Biddiecombe & Idler, 1983).
Posteriormente, cuando el animal entra al agua dulce, ocurre otro
incremento que alcanza niveles muy elevados, y que en las hembrac
decrece paulatinamente conforme progresa la maduracion de gametos
y hasta el desove. Los machos exhiben un incremento en los
niveles de la hormona antes de la espermiacicn. Estos hechos se
han interpretado como parte de los mecanismos metabolicos Y
osmorregulatorios que permiten la adaptacicn del animal al agua

dulce, y que influyen en los procesos de maduracion gonadal del



5almdﬁ (Sower & Schreck, 1982). El incremento de Te que precede a
la espermiacidﬁ en los machos parece participar en la misma
(Biddiscombe & Idler, 1983). Ho se puede descartar la posibilidad
de que el decremento de Tz ¥y Te en 1la madurez sexual avanzada
pueda ser secundsria a una disminucion de la estimulacion de TSH

(Biddiscombe & Idler, 1983).

Se ha encontrado tambien la psrticipaciéﬁ de otras hormonas en
las migraciones de los salmones, principalmente en la
reproductiva. Se sabe que 1la prolactina (PRL) alcanze niveles
muy elevados algunas semanas antes de iniciarse la migracion, vy
se le ha atribuido un papel en la regulacion hidroosmotica del
animal (Lam, 1972). Tambien se sabe que el estradiol presentz las
mismos oscilaciones que la T4 durante esta migracion, y se piensa
que la hormona afecta la percepcion sensorial de manera que el
pez se sensibiliza a estimulos externos que influyen sobre los
procesos de migracion y/o esmoltificacion. El1 estradiol tambien
esta estrechamente relacionado en la maduracion de los gametos

{Sower et al, 1984).
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CUADRO 1. MIVELES CIRCULANTES DE HT DURAMTE LA
ESMOLTIFICACION ¥ MIGRACIOM EM SALMOMIDOS

FSFECIE ESMOLTIFICACION MIGRACION
4-.=_u-sfanido Y pro 4premigratnrin
gresivo de Tes; €in de Ta.
cronizado por la

Oncorhynchus luna nuevaz

kisutch 18 a 117.4 nmol/l

10.3 a 77.4 nmol /1
6.5 a 43.9 nmol/l

‘T4 al entrar
al agua dulce:

2.9 a 6.5 nmol /1

+ ambas hormonas
Oncorhynchus al entrar al agua
nerka dulce:

Tasy 1.4 a 10.8 nmol /1

Tay 7-7 a 25.8B nmol sl

Batos originales tomados de: Dickhoff et al, 1978; Graw et al,
1981; Sower & Schreck, 198%; Biddiscombe & Idler, 1984 y Sower et
al, 1984.

Hormonas Tirocideas en Salmo gairdneri

Ritmos_Estacionales _de HI. En esta especie no wmigratoria vy
utilizando procedimientos de cromatografia de gas (Osborn et al,
1978), se ha encontrado un incremento en las concentraciones de
Ts y T durante el otohfo, alcanzando su valor mas elevado en
noviembre, juszto en el periodo de decsarrollo gonadal rapido. Sin

embargo. este aumento no se encontrd relacionade funcionalmente a

la maduracion gonadal. Al mismo tiempo, s=e observo una baja en
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la relacion Ta / Ts. Estas observaciones se han interpretado como
sugestivas de una dieminucion en la utilizacién periferica o
degradacion hepatica de Te. En este mismo ecstudic los niveles
hormonales se elevaron para alcanzar un segundo valor maximo en
abril (primavera), pero la relacion T« / Tz no presento cambios.
Esto sugiere un aumento en la tasa de secrecion de la tiroides en
esta época. La caida brusca de los niveles de Ts y Ta Que se
j
encuentra al final de 1a primavera vy principios del verano
indican otro cambio en el equilibrio entre la liberacion de
hormona por la glandula vy su utilizacion periférica y

degradacidn.

Se ecugiere que en la=s temperaturas altas del verano c=e
incrementa el consumo de HT, y que este se compensa con un

aumento en la actividad de la gléndula {Osborn el al, 1978).

Ritmo_Circadiano_de HT. Se ha encontrado que durante e1 ayuno

no e presenta ningun ritmo diario en 1las concentraciones
piasméiicas de: Ts vy Te4 (Brown el al, 1978). En contraste, durante
la alimentacicdn ad libitum =e ha encontrado un ritmo diarie en
donde los niveles mas altos ocurren entre las 09:00 y 13:00 hre,
y los mas bajos entre las 05:00 y 19:00 hrs. Parece ser que esta
elevacion de Ts Yy Ta puede representar un ritmo endogenc
circadico que unicamente ce manifiesta en peces alimeniados =in
ser influenciado por otros factores mediocarbientales (Eales et

al, 1981).



Tambien se encontro que los niveles de Ts y T+ Son mas elevados
durante el periodo de luz que en el de obscuridad (Eales et al,

1981).

Ayuno__y__HI. Se ha encontrado que el ayuno influye sobre 1la
funcidn tiroidea en teleosteos (Ealesz, 1979). Se ha observado gue
tanto el ayuno corto (3 dias), como el largo (12 a 37 dias)
deprime los niveles plagméticns de T (Eales et al, 1981), y que
tambien deprime la velocidad de depuracidn o recambio (MRC) y la
taza de degradacion (DR) de Ts y Tay, asi como la taza de
conversicn extratiroidea de Ta a Tx radioactiva, 1o cual se
asoria a la supresion de la funcicn de la tiroides (Eales, 1979;

Higgs & Eales, 1977 y 1979).

Despuéé de proporcionar alimento aumenta la concentracion de Ta
plasmS{ica. Se ha sugerido que este aumento tal vez sea
secundario a un incremento en la liberacion de Te por la glandula
tircides, la cual seria estimulada por propiedades fisicas o
quimicas del alimento ingerido, o por un cambio en el
comportamiento v actividad asociado a la alimentacion. En otras
palabras, la deprcsidh de Tas que ocurre durante el ayuno cronice
puede ser afeclilada temporalmente por una sola comida, la cual por
algun mecanismo ain no bien precisado promueve la liberacion de
Ta a la sangre. Esto se acompana de un incrementoc en la
conversicn de Ta a Tss 1o cual puede depender de la cantidad de

alimento presentado (Flood & Eales, 1983).



Jemperatura y HT. A juzgar por 1los niveles circulantes de T,
se ha encontrado que el sistema tircideo no exhibe ninguna
respuesta a los cambios de temperatura. Sin embargo, si se han
encontrado que la tasa de degradacion de la Ta incrementa a
mayores temperaturas. Este fenomeno se explica de la siguiente
manera: al aumentar la temperatura, se produce ya sea un
decremento en la afinidad de las proteinas plasmaticas a Te y/o
una alteracicon en la union de los sitios receptores para Ta en el
tejido. Esto parmitirfh que la hormona penetrara a los tejidos
con mas facilidad y podria intercambiarse libremente con la poza
(pool) de T+ plasmatica. Se piensa tgmbiéh que el sistema
tiroideo participa en 1la aclimatacidn / tolerancia de la
temperatura en algunos tela&%tens, aunque dicha participacién

necesita ser bien estudiada (Eales et al, 1982).

ITriyodotironina_ Reversa. Utilizando un Kkin de estuche comerciai

v otro en columna de Sephadex, se he treportado que 1la trucha
arcoiris presenta concentracicies de  Ix menorez de 40 pgrsml.
Debido a la mala reproducikbilidad de su teécnica, el autor comenta
que probablemente la trucha presenie canlidades no detectables de
estas hormona. s diferencia de otros organismos superiores, en la
trucha no hay evaidencia de con.oirgioh dié Te a s, paru si se
encuentra una gran conversion a Tz. En estos organismos el
reciclaje del y,cdo por 1la gléhdula tiroides es menor del 5K

(Eales et al, 1983). !
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I11. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA EXPERIMENTAL

Propositos y Dbjetivos de 1a Tesis

Como =e puede apreciar, la informacion referente al metabolismo
v fiaiulagfa de las HT en peces es escasa v fragmentada. L1aman
particularmente la atencion dos hechos: 1), que no exista, hasta
donde cabemas, un analiecis document ado de los cambios
nntngené{icng en los niveles de HT en trucha arcoirie v 2), la
heterogeneidad en la metodologia analitica que se utiliza en los
diversoe estudios reportados. En Mexico no existe informacion o
estudios en especies locales ni en especiec introducidas. Por
esta razon v como parte de un provecto mas amplio encaminado a
propiciar el desarrollo de la endocrinologia comparada en nuestro
pais, esta tesis se disefio para alcanzar los siguientes

objetivos:

- Estandarizar 1la tecnica de radioinmunoanalisis (RIA)
homélngn para cuantificar los niveles circulantes de HT,

principalmente Tx v T4 en Salmo gairdneri.



- Establecer en forma preliminar los valorees de referencia do
ectas hormonas en Salmo gairdneri v analizar los cambios que

exhiben a traves de un periodo de su ontogenia.

Se piensa trabaiar principalmente con este salmonido 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 otros paises,
lo cual permite contar con informacion de referencia para la

iniciacion de este estudio.

Es evidente que la satisfaccion de los pbjetivos que esta tesis
e ha fijado, permitira disponer de una tecnica o "herramienta”
analitica reproducible v confiable con la que se pedran realizar
estudios experimentales encaminados a coneocer el poeible papel
que estas hormonas juegan en algunos aspectoe de la fisiologia de
estos organismos. Por esta racon, a continuacion se revisaréh,

en forma resumida, los principios y fundamentos de la metodologia

que se decsarrollara en la presente tecis.

Importancia del Radioinmunoanalisis

| El radioinmunoanalisis (RIA) es una herramienta analitica de
gran importancia para comprender la fisiologia endocrina, ya que
permite medir la concentracion de practicamente todas las
ihormonas conocidas. El RIA es una techica muy <=ensible que

permite detectar cantidades muy pequenas de estas substancias,
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ademas de ser reproducible y confiable. Sus aplicaciones, que
inicialmente estuvieron 1limitadas a la medicion de =olo unas
cuantas hormonas polipeptidicas naturalmente antigenicas, se ha
extendido a un numero grande de substancias de interes biologico
y medico, incluyendo hormones, vitaminas, antibioticos y algunas

otras drogas (Yallow & Berson, 19593 Ekins, 19743 Yallow, 1980).
Fundamentos del Radioinmuncanalisis

f El RIA es una tecnica de analisis fisicogquimico que deriva del
analiegic por caturacion establecido por Ekins en 1969. El termino
radioinmunoanalisis o radiocinmunoensayo se aplica para referirse
a las tecnicas que wutilizan anticuerpos como proteinas

receptoras.

El principio fundamental del FIA esta regide por la ley de
accion de masas, y se basa en la reactividad entre un anticuerpo
(Ac) o molécula "saturable" v un antigeno (Ag) o "ligando”. La
concentracion del Ac que se mantiene fija en el sistema, limita
el numero de sitios de acoplamiento por los cuales compiten
fisicoqufﬁicamente: el antigeno radioactivo (tambien en
concentracion limitada v escasa) y el antigeno no radicactivo,
que se agrega en cantidades conocidas (estandarecs), o bien en
cantidades variables en las muestracs problema. A medida que ce
incrementa la masa del antigeno no radioactivo en el sistema,
disminuye l1a posibilidad de gue el antigenc radicactivo se "una"

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



T eitios de unicn del Ac e manifiesta por una menor radioactividad
detectada en 1la +fraccion wunida al anticuerpo, la cual es
inversamente proporcional a 1la concentracion del antigeno no
radioactivo. Esto =e puede expresar con ia reacion de

competencia:

Agy /ﬁgi’ - Ac
+ AC
gg \ ﬁg - Ac
En donde Agt = antfﬁeno marcado (hormona o sucstancia radioactiwva)lj
Ag = antigenc no marcado (hormona usada como esténdar o problema a

medir); Ac = anticuerpo receptor; Ag¥-Ac y Ag — Ac = complejo
antigeno—anticuerpo radioactivo y no radiocactivo respectivamente.

En esta reaccion se deben hacer notar los siguientes aspectos:

1. La cantidad del antigeno en concentraciones desconocidas
puede determinarse, debido a que las moleculas del antigeno
radioactivo (Ag¥), compiten con las del antigeno no marcado
(Ag) )] e= decir, con los ectandares o los problemas, por los
sitios limitados de unidn que ofrecen los anticuerpos (Ac)

en el sistema.

2. El ensayo requiere que el comportamiento entre el antigeno
en concentraciones desconocidas o ‘“problema" y el antigenoc

estandar sea semejante. Es decir, que ambos sean



igualmente capaces de desplazar a los Ag¥ de los complejos

Agt~Ac.

Los reactantes Ag¥ v fAc =e agregan en cantidad fija. El Ag
se agrega en concentraciones conocidas y variables
(estandares) vy en concentraciones por determinar, como es
el caso de las muestras problema. La reaccion debe
proceder en condiciones oOptimas para que la union <ea
estable. Estas generalmente son: temperatura de 4°C y pH
neutro. La dilucidn final del Ac debe unir entre el 30 a

50% del Ag¥ en ausencia del Ag.

Despuéﬁ de la incubacion de los tres componentes {( Ag¥, Ag,
Ac), es indispensable separar las fracciones Ag—AC y Ag¥—AC
del Ag y Agt para asi medir 1a radiactividad de la fraccion
unida (U} al fAc, © bien aquella en +forma libre L), o
ambas. En ecsta forma e elabora una curva dosis-recspuesta
con los resultados obtenidos a partir de lps estandares.
La 5eparac16h de la fraccion unida al Ac {Ag¥—-ACc + Ag-Ac),
de 1la no unida (AgQY +Ag) es critica y de +fundamental
importancia. E=ta ce logra por procedimientos

especificos.

La prnporciﬁh resultante de 1a radioactividad unida entre
la radioactividad total (U / T, pregentari dentro  do
cierto intervalo, una relacion proporcional

"docsie-respuesta" recspecto a la concentracidn del ant{gcno



- - = 3 " - .
estandar. Esta relacicon equimolar permitira construir
graficas e interpolar a cetas las proporciones U / T
observadas en los problemas y calcular asi la concentracion

de antigeno o sustancia 2 determinar,

Requisitos del Radiginmunoanalisis

1.

Para el desarrollo de un procedimiento de RIA se requiere
disponer de un Ag%¥ altamente purificado, que conserve sus
propiedades inmunoldgicas. Las hormonas marcadas
igntdhicamente debersn ser tan puras como sea pocsible y de
suficiente actividad especifica (a.e. = radioactividad /
masa), para que sea detectable y contenga el minimo de masa
(generalmente entre 6,000 a 20,000 cuentas por minuto v

menos de 100 pg / tubo, segun la eficiencia del detector).

Es necesario producir y disponer de un antisuero adecuado.
Loe anticuerpos utilizados deben ser especificos para la
molécula que ee pretende medir. La concentracion dptima o
titule del anticuerpo e determina por un en=ayo
especifico, en el que <ce mide la proporcidn de unidn del
antigeno radioactive al anticuerpo en varias diluciones.
La dilucidn donde el 32 a S0% del AgY se une al Ac (U / L =

1) es la mac apropiada.

Es indispensable estandarizar un método adecuado para la

rapida y completa separacidn del Ag¥ unido al Ac, de aguel



que se encuentra libre, de tal forma que la radiocactividad

de una o ambas fases pueda ser correctamente medida.

3. La confiabilidad del RIA requiere que tanto el Ag estandar
como el de 1los problemas se encuentren en condiciones
similares en el ensayo. Como el Ag estandar se prepara
genaralmente a partir de una sal, y el Ag problema segun el
ensayo, pusede encontrarse en plasma, suero, orina,
extractos de tejidos o de cultivos de télulas, es evidente
que estas muestras problema contienen una cantidad de
sustancias vy componentes "extra", que pueden modificar de
alguna manera los resultados. Por esta razon la mas
conveniente es igualar o "=semejar" las condiciones del Ag

estandar y Ag problema.

Todo esto exige un estricto "control de calidad" que incluye
los siguientes cinco criterios para valorar 1a confiabilidad y

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

:/,Pracisiéh. Ee 1a capacidad del sistema para distinguir entre
doe concentraciones de antfgenc en cualquier posicidn de la
curva estandar. Se valora cuantitativamente por medio del
coeficiente de variacidn CV=S s X; en donde S= a la

desviacidn estandar y X= al promedio de las mediciones.

- Sensibilidad. Es la cantidad mds pequeiia de antigeno no
marcado que puede ser detectado. La sensibilidad max ima

depende de la afinidad del anticuerpo. Es= mayor a medida

= Tl



que la concentracion del antigeno marcado es insignificante

y la del antigeno no marcado se aproxima a cero.

Especificidad. S5 define como el grada de interferencia
creado por sustancias diferentes a la gque se desea medir.
La especificidad del anticuerpo es influida por 1la
heterogeneidad del antisuero, la reactividad cruzada con
antigenos similares o ol écul as que puedan ocupar los sitios
inmunoreactivos, y la interferencia de la reaccidn debida al
bajo peso molecul ar 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 medicidn estandar.
Fara su evaluacidn se comparan los resultados obtenidos en
un ndmero (estadisticamente aceptable) de ensayos

zemejantes.

Reproducibilidad. Se baza en la variacidn intra — ensayo e
inter -~ ensayo observada en un ndmero estadisticamente

valido de ensayos.
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IV. DISERO EXPERIMENTAL Y PROGRAMA DE TRABAJO

MATERIAL Y METODOS
Material Bioldgico

l.as truchas arcoiries (Salmo _gairdneri) woutilizadas en ecte

trabajo =e obtuvieron de un criadero comercial (Walter Ruprich)

de engorda ubicado en Malinalco, Estado de Mexico.

El estudio abarca desde 1la doceava semana hasta que los
animales alcanzan la talla comercial {aproximadamente
cuadragésima semana). Se sangraron 34 animales en total,
divididos en grupos de 4 a 8 individuos seleccionados segun su
peso, el cual varid de BO a 300 g. E1l sangrado se efectud por
puncién caudal, wutilizando jeringas desechables de 5 wml. Se
extrajeron entre 1 v 5 ml de sangre de cada pez, segun su talla.
Ademds de registrar el peso vivo de cada animal {(figura 3), er
todos se determind la longuitud patréh. Mo <=e sexd a ningun
organiemo debido a que npno e nos permit16 sacrificar a lo=

animales.

La sangre de cada individuo se dejd coagular a temperatura

ambiente (4 a 5 horas). Se centrifugd a 2,500 rpm por 20
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Figura 3. Se ilustra el registro del peso vivo
del pez.

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



minutos. Se recuperd el suero con pipetas Pasteur, se le agrago -
szida de sodio al 0.2% v se almacenc a - 70° C para realizar
posteriormente las determinaciones hormonales.

Material de Vidrieria y Equipo

Tubos de ensayo de 12 ¥ 75 mm

Tubps de ensayo de 18 X 150 mm

Fipetas de 10, S ¥y 1 ml

Matraces aforados de 100 ml

Probetas de 25 y 100 ml

Fipetas de micromedicidn ‘Beckton - Dickson! de 1 a 200 ul
Funtas de pléﬁtico para pipetas de micromedicion
Jderingas de medicidn de 2.1 ml (Hamilton)

Micropipeta automatica (Micromedic)

Agitador automatico excéntrico (Vortex!

Agitador magnéticn con barra magnética

Yasos de precipitado de 100 v 250 il

Centrifuga refrigerada

Contador de centelleo para radiaciones gamma (Packard)
Fapel parafilm

Gradillas

Sales, Solventes y Reactivos

Trie thidroximetil) aminometanc (tris) R.A. Sigma
Tiroxina (sal sodica) Signa
Triyodotironina (sal =sodica) Sigma

fAcido 8 - anilino - | - naftalensulfdnico (ANS) Sigma



Acido clorhidrico concentrado J T Baker

Carbdn activado (Norit A) Sigma

Dextran, grado clinico (P.PM. 83 300) Sigma

Alcohol etilico Mercl:

123 1 - tiroxina Mew England Muclear

1a= | - triyodotironina Mew England Muclear

Suero inmune anti — tiroxina f‘conejn?

Suero inmune anti ~ triyodotironina {(conejo}

Suero de conejo

Suero de segunde anticuerpe. Fadioassay Systems Laboratories
Soluciones

Solucion amortiguadora Trise — HCL ©.05 M; pH B.6& (Tries-HCIL:)
Solucidn madre de tiroxina (100 mg / 100 ml)

Solucion madre de trivodotironina {10 mg /7 1QG ml)

Solucion de *2% I - tiroxina

Splucidn de %2 [ - kriyodotironina

Splucibn de suero inmunc de anti -~ tiroxina

Solucién de =zuero inmune anti - triyodotironina

Solucidn de =uero de segundo anticuerpo

Suapenzién de carbon - dextran en Tris - HCL

- 40 -
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FROTOCGLOS ¥ RESULTADOS FERELIMIMARES
Estandarizacion del RIA de Ta

Al iniciar la presente tesis se pensaba trabajar con peces de
agua salada {tunidaos y serranidos principalmente), debido a la
disponibilidad de suero de estas especies vy al gran interés por
ectudiarlas. Al finalizar la estandarizacidn del RIA para T4, se
inicid el trabajo para Ty y se encontrd que no era satisfactorio
el método habitual de Eaparaciﬁh tcarbon - dextran) utilizado
para Tas en peces y otras especies animales. Por ecsta razon ce
decidid cambiar al método del segundo anticuerpe, y fue con este
méfoda de separacidh con el gque se terminc de estandarizar el RIA
de Ts. Sin zmbargo, para ese entoncee el svero de las especies
marinas se habia agotado, por 1o que <=e decidid realizar el

estudio de la trucha arceoiris.

Por otra parte, =e observn’quc las curvas separadas con segundo
anticuerpo eran mas reproducibles, por lo que se decidic hacer
log ajustes necesarions en el Fla para T, v separar este t ambidn
con el sistema del segundo anticuerpo. Ezlos ajustes se

realizaron ya con suerc de trucha arcoirics.

Preparacicn_ _de _Suero Hipotirgideo. La elsboracion del <cucro

hipotiroideo o libre de HT es crucizl en la estandarizacidn del

RIA para estas hormonas. En grin medida dol omplen de este suero



depende 1l1la correcta cuantificacidn de 1las tironinas en las
muestras problema. Se han mencionado dos hechos importantes en
los capfiulns pasados: 1) las diferencias que existen en 1la
composicidn y caracter{sticas de las proteinas transportadoras de
HT en el suero de las diversas clases animales, y 2) la necesidad
de igualar las condiciones de la curva estdndar a la de las
muestras problema. Segun lo anterior, es necesario contar con un
SueEro homdﬁugn a la especie que se va a estudiar, libre de HT

paraz que =sea utilizado en 1la curva estandar.

La preparacidh de suero hipotiroideo se llevo a a cabo de la

siguiente manera:

1. Se sangraron 10 truchas por puncidn caudal (figura 4).

2. La sangre obtenida se dejo coagular a temperatura ambiente
por 4 a 5 horas, al cabo de las cuales se centrifugﬁ a

2,500 rpm por 20 minutos.

3. b5e Eeparﬁ el suero con pipetas Fasteur y se preparc un

"pool" mezclando 300 ul del suero de cada animal.

4. Al "pool" de suero se le agr996 500 mg de carbdn por cada
10 ml para adsorber las hormonas vy proteinas menores de
5,000 daltons (el p. m. de la Tz y la Ta s de 784 y &57
daltons respectivamente). La suspensidn suero/carbdn se

deid en agitacidﬁ constante por 24 horas a 4°<C.



S. Be centrifu96 el suero a 19,000 rpm por 1 hora para

precipitar todo el carbdn.

6. b5e recuper6 el suero, se le agreg& azida de sodio al 0.2% y

se almacend a -20°C hasta su uso.

Hormona_ _Radioactiva__y_ _ Titulacion___del _ _@nticucrpo. Para

determinar la cantidad dptima de hormona radiocactiva se ensayaron
tres diferentes concentraciones: 5, 10 y 15 pg / 100ulj todas
ellas preparadas en amortiguador Trie-HCL con el agente
"blogueador” de la unidn de tironinas a sus proteinas
transportadoras (vEase mas adelante). Estas soluciones se
preparan conociendo la actividad especifica y la concentracidn
del isétopo radiocactivo que =on proporcionadas  por el provedor

comercial y suspendiendo 1a cantidad de T4t en el amortiguador.

Inicialmente, cada una de las trec concentraciones del ant{geno
radiocactivo se ensayd con tres difarentes diluciones del primer
anticuerpo: 1:150, 1:300 Yy 1:450. El anticuero empleado
correspondic al conejo C — 1 — INN (obtenido en el Lepartamento
de Neuropesicoendocrinologia del INNSZ). Se pecaron 80 mg del
suero liofilizado vy se reconstituyeron en 1 ml de agua
destilada. A partir de esta solucidn se prepararon las
diluciones antes sefaladas. Los resultados de estos encsayos se
muestran en la figura S. 3Se puede apreciar gque aunque todas las
diluciones =on dtiles, es decir, que undh entre el 30 al S0Y% del

antgenu radioactivo, 1a dilucidn de 1:300 con 1¢ pg de antigeno
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Figura 5= Titulacidn del anticuerpo anti=T, con diferentes concentraciones del antigeno

radioactivo (T4*)
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radioactivo resulto ser la de mayor unidn (44%). Esta fue la
dilucion que se utilizd durante el resto de los protocolos de

estandarizaciocn.

Posteriormente, con la concentracion de antigeno radioactivo ya
establecida (10 pg/100 ul), se probaron las siguientes diluciones
del primer anticuerpo: 11500, 1:600, 1:700 v 1:800. Los
resultados se muestran en la figura &, observiandose que todas

estas diluciones son dtiles, ya que el anticuerpo une entre el 30

y el S0% de ant{geno radicactivo.

Acido 8 _anilino —_ 1 _— paftalensulfdnico o ANS. Se trata de un

agente bloqueador que separa a la HT (Ta) de su proteina
trancportadora (principalmente TBG), dejando a la hormona libre
en el sistema con lo que s asegura su reactividad y posibilidad

de cuantificacion (Beltran y col, 1974).

Para determinar la concentracidh de ANS mas adecuada para este
sistema, se probaron las siguientes concentraciones: 0, 5, 10 vy
20 mg de ANS en 10 ml de solucidn radisactiva. Esta solucidh co
debe preparar justo antes de utilizarse. Los resultados s

ilustran en la figura 7. Aungue la unidn de 1.3 #7T de pez a sw-

proteinas transportaderas es muy débil |, corecen de TBG, los
resul tados muesiran que el ampico del ANS es indispensable. las
upiones Ne robec D Lcas (UNE) en 1los &nSayos realizados sid Glis o
con 5 mg da2 oste agente, son mAs elevadas que en el resto.  For

esta razdn se decidid utilizar la concentracidn ge 9 mgs10 ml.
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Figura 7 - Estandarizacién del RIA  para T4 . Diferentes concentraciones
del ANS




Separacion. Gur_Lar bl Dextran. Fara la sepiracion de  las

fracciones unida (W) vy libre (L), se utilizd el método de
adsorcion de carbdn - dextran. En el laboratorio v para el RIA
en otras especies (Beltran y col, 1974; Dutrem vy col, 1978;
Aceves vy Legarreta, 1982; Romero y col, 1986463 Wiz, 198%9), se
tiene la experiencia de emplear uno y otro agente en una
suspensicn al 0.5%. Para analizar este aspecto en el caso del RIA
en peces, se mantuvo fija la cantidad de carbén y se realizaron
ensaybs en ausencia © bien en concentaciones del 0.25 y 0.5 % de
dextran. Los resultados se muestran en la figura 8, y se ocbserva
que la separacién s6lo ec satisfactoria cuando ademas del carbon
se emplea dextran, y que es indistinto utilizarlo al 0.5 o al
0.25%. Se decidid usar la concentracion de 0,25% por cuestiones

de economia.

con_Segundo_Anticuerpo. Las bases de este método de

Separacid

eeparacidn =on distintas a las del cicstema carbon - dextran. En
el sistema del 292 anticuerpo se utiliza una anti-gamaglobulina
de conejo generada habitualmente en borrego. Este 29e
anticuerpo va a reaccionar con el anticuerpo ya presente en el
sistema y que en este caso estd dirigido contra la‘T. (primer
anticuerpo). Esta reaccidén da como resultado un complejo
2de-jer 3nticuerpo que precipita durante 1a centrifugacidn.
Observese que con este método de separacidn, la fraccidn unida se

encuentra en el precipitado y la libre en el sobrenadante.

Al utilizar segundo anticuerpo como método de separaci&h. es
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Figura 8 — Estandarizacion del RIA para T4 . Diferentes concentraciones
de DEXTRAN con concentracion fija de CARBON (05%)




”impnrtante agregar al sistema suerc de conejo, va que este
facilita la formacion de una malla proteinica que favorece la
precipitacion de las moléculas del complejo  29c—jer

anticuerpo.

especifica de HT en peces, €& encontrd que €cta es en la mayoria
de los casos contradictoria debido principalmente al uso de
diferentes metodologias y de estuches comerciales estandarizados
para cuantificar HT en humanos. Por esta razdn, los valores
ireportados para Ta en peces fluctuan cntre los 5 y los 40 ng /
ml . Tomando estc en cuenta se prepararon los siguientes
estandares: .25, 0.5, 1.0, 2.0, 4.0 y 8.0 ng / ml, para asi
poder medir, segun el factor de diluci1dn dado por el volumen de
cuero utilizaoo y el volumen final de la reaccidn, entre 2.5 y 80
ng / ml. Los estandares se prepararon a partir de 1la colucicn

madre que tiene una concentracidn de 100 mg 7/ 100 mi,

Euspendiéhdose en amortiguador Tris - HCL.

Con ectos estandares y las diferentec diluciones de anticuerpos
ya probadas (1:300 a 1:B00), se ensayaron las curvas estandar que
se muestran en la figura 9. Se puede cbservar que la curva con

me jor desplazamiento se obtiene con la dilucidn 1:B00.

Para la Estandarizaciéﬁ de este RIA también fue necesario f£ijar
el tiempo de incubacién para la reaccidn Ag(¥) - Ac. La

experiencia del laboratorio indicaba que el mejor tiempo era el
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Figura 9 — Estandarizacidn del RIA para T4 - Se ilustran curvas estondar
utilizondo distintas diluciones del anticverpo Anti — 'T4




de 24 horas, pero la experiencia especffica en peces mostré-que

el mejor tiempo de incubacidﬁ era de 48 horas,

Procedimiento Final. A partir de los recultados anteriores, se
ectablecieron las siguientes condiciones especificas del FIn  de
T+ para peces:

- pfntigene Radiocactivo 2SI T,4: 10 pg / 100 ul

- Dilucion Inicial del ‘1= anticuerpo: 1:80G

- Concentracicn de AMN3: 10 mg /10 ml

- Concentracion de Eztindarecs: de .25 a B ng / ml

- Tiempo de Incubacidn: 48 horas

e Separa:iéh: carbdn .57 - dextran 0.25%; o con segundo

anticuerpo (100 ul) + suero de conejo (S0 ull

El procedimiento para la realizacidn del FIa sigue los
eiguientes pasos:

1. Utilizando una hoja de protocolo como la que €@ anexa, s
anota la informacidn requerida y las caracteristicas de
cada uno de los tubos del encayn. Todo el oneavo se
reailiza por duplicado.

2. De acuerdo a est= protoccolo, =¢ numeran  con plumﬁh neqgro
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FECHA: ELABORADO POR:
TITULO Ab ANTIGENO125; ty T INCUBACION
Separacibn

MUESTRA MUESTRA MUES TRA MUESTRA
1 25 49 73
2 26 50 74
3 27 51 75
4 28 52 76
5 29 kx| 77
6 30 54 78
7 31 55 79
8 32 56 80
9 33 57 82
10 34 58 82
1 35 59 83
12 36 60 84
13 37 61 85
14 38 62 86
15 39 63 87
16 40 &4 88
17 41 65 89
18 42 66 90
19 43 67 N
20 44 68 92
4 45 &9 93
22 46 7D 24
23 47 71 95
24 48 72 76
Qkt er. --iones Contaré el dia




log tubos del dano, cero, curva estandar y problemas, y se

colocan en una gradilla.

3. Segun el cuadro 2 que ce presenta a continuacidn, se
pipetean en cada pareja de tubos los reactivos indicados.
Los volumenes estan dados en ul y el volumen final de cada

tubo debe de ser de S00 ul.

4. Los tubos =e agitan y 1la gradilla se cubre con papel

aluminio. El ensayo se incuba por 48 horas a 4<C.

5. En todos 1los tubos se pipetean 100 ul del segundo
anticuerpo (1:300) y 50 ul de suero de conejo normal. El

ensayo nuevamente se incuba a 4°C por 24 horas.

6. Para separar las fracciones U y L el ensayoc se centrifuga a

2,500 rpm/ 30 min a 4°C, y posteriormente se decanta.

7. La radioactividad de ambas fracriones ce cuantifica
(cuentas por minuto o cpm) en un Espectémetra de

radiaciones gamma.

Calculps. Con las cpm de 1los tubps del danoc <=e calcula el
porcentaje de unidn inespecifica o UME, que ce restard al del
resto de los tubos del ensayo. Para calcular estos porcentajes

se utilizan las siguientes ecuaciones:

cpm en U
X 100 = % Dano

cpm en U + cpm en L
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cpm en W - % DPano
_______ " X100 = L U/T

(cpm en U + cpm en L) - % Dano

CUADRO 2. DISTRIBUCION Y YOLUMEM DE LOS FEACTIVOS

UTILIZAPOS EMN EL RIA DE T+ DE PECES

Tris—HCL. Est Prob Hipo Ac Tar

Danac _;;0 e e i —_— 100
Cero 290 —— —— 10 100 100
E=t 120 100 el 1G 100 100
Prob 290 — 10 - 100 100

Dano: unidn no especificaj Cero: porcentaje de unidn del antigeno
radiocactive al anticuerpo o 100% de unidn; Est: curva estandar;
Prob: muestras a medir; Hipo: suero hipotiroidec y Ac: anticuerpo.
Graficado. Una vez obtenidos los porcentajes de unidn para la
curva cstandar y los= problemas, se procede a graficar la curva
estandar en papel semi - 1log., colocando en el eje de las
ordenadas el porcentaje de union ¥ en las abscicsas la

concentracion de los estandares.

La lectura de los problemas se realiza interpolando sus
porcentajes de unicn partiendo de las ordenadas, localizando el
punto de interseccion con 1a curva estandar y leyendo 1a

correspondencia en el eje de las abscisas.
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Estandnrlznciﬁh del RIA de T»

En la mayoria de los vertebrados la concentracidn de Tx en el
suero es menor que la concentracidn de Te, por esta razon 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 Te. For otra parte y debido a la dificultad para obtener y
contar con cantidades suficientes de suero hipotiroideo, se
realizaron ensayos preliminares probando =Slo algunos puntos de
la curva estandar. A lo largo de todo= los experimentos, se
utilizd el 1= anticuerpo C - II - IMMNSZ - T3, preparado en el
Departamento de Meuropsicoendocrinologia del INM. Las diluciones
del primer anticuerpo que e probaron fueron 11500, 11000 v

131500,

Estos ensayos preliminares mostraron dos hechos: primero, que
no ocurria el desplazamiento de las curvas estdndar, siendo
ademds los danos muy altos Yy lpos ceros muy bajosi =egundo, que el
suerc de los peces tenia aparentemente grandes cantidades de Ta,
1o que de primera instancia permitid bajar el volumen de la

muestra problema a 10ul.

FPara tratar de conocer y corregir las causas de estos problemas
se modificaron en forma sistematizada las diferentes variablee
del ensayoi vrg, dilucidn del anticuerpo, concentraciones de
carbdn — dextran, di ferentes amortiguadores, diferentes

concentraciones de ANS. Todos ecstos cambioe resultaron
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infructuosos. También <=e considerd que el suero hipotiroideo no
estuviera totalmente libre de hormonaz o que tuviera restos de
carbon. FPara probar lo anterior se realizaron una serie de
experientos utilizando no £8lo sueros de peces, c=ino también de
algunas otras especies como vacas, pollos y humanos. Al
comprobarse que efectivamente los sueros si{ estaban hipotiroideos
y Que tampoco era ecse el problema, cse decidid cambiar el método
de separacion, utilizando segundo anticuerpo en lugar de carbdn -

dextran. Esta modificacidn finalmente resolvid el problema.

gggg[acidﬁ con_Sequndo__Anticuerpo. El1 segundo anticuerpo fue

obtenido de una fuente comercial y e empled a una dilucidn de
11100, ﬁdemgs, se utilizaron S0 ul de suero de conejo normal para
favaorecer la precipitaciéﬁ de los anticuerpos. Los resultados se
ilustran en la figura 10, y de acuerdo a ¢é&stos, se eligid

trabajar con el primer anticuerpo diluido 1:1000,

Al miemo tiempo que lo anterior, el mismo segundo anticuerpo se
tituld en el RIA de Ta para poder utilizar un solo método de
ceparacién en la medicidn de 1las dos hormonas. La dilucidn

éptima resultd ser 1:1300.

Curva_Estiandar, Tomando en cuenta los ensayos preliminares, se
prepararon estandares para Tx a partir de la solucidh madre que
se encuentra a una concentracidn de 10 mg & 10 ml oy

cuspendiéndoze en amortiguador Tris - HCL. Los ectidndares que ce

utilizaron fueron de 25, 50, 100, 200, S00 v 1000 pg / 100 ul.
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Figura 10 — Estandarizacion del RIA para T Separacion con segundo
anticuerpo, utilizando distintas dilusiones del anficuerpo anti T3
en presencia ¢ ausencia de suero de conejo.
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l.a curva se ilustra en la figura 11.

Procedimiento Final. El FIA de Tx para peces quedd establecido

de la siguiente manera:

- Antigeno Radiocactivo %231 Tx: 10 pg / 100 ul
- Dilucidn del Primer Anticuerpo: 1:1000
- Concentracion de ANS: 10 mg en 1C ml de solucidn radioactiva

- Concentracién de Estandares: 25, 50, 100, 200, 500 y 1000

pg/100ul

- Separacidn: Segundo anticuerpo 1:100 v S0 ul de =uerc de

conejo

El procedimiento final es pricticamente igual al descrito

previamente parsa el RIA de Ta-.

Por Jltima, al interpolar los ‘alores de las muestras problema
se obtienen valores en ng/ml para Ta ¥ en pg/10Qul para Tx. Para
unificar los valores, se utilizd la conversién a nmol/l propuesta
por Hennemann (1986), multiplicando el valor de Ta en ng/i00ml

por 0.0129, yv el valor de Tz en la misma unidad por 0.0154
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Fig. |1 . Estendarizacidn del RIA para Tz : Curva Estandar ,+.. desviacidn
estandar (n=8)




V. RESULTADOS

VALIDACIOM ¥ COMTROL DE CALIDAD DEL RIA
Inmunoreactividad Cruzada

En la figura 12 =se muestra la reactividad cruzada que exhibe el
anticuerpo contra Ts para 1la hormona triyodotironina. Se puede
observar que dsta dltima provoca =0lo a concentraciones mayores
de 3 ng un desplazamiento =emejante al inducido por .05 ng de

T.q.
Especificidad

Se tomo un suero humano que conten{a una concentracidn conocida
de Ts vy Tz ¥ se diluyd con suero hipotiroideo de pez, asi como
con csuero hipotiroideo humano y bovino. Estas diluciones =e
compararon Ccon  un3  curwva ectindar preparada con diferentec
concentracioncs de Ta v Tx comercial. Como se muestra en las
figuras 13 v 14, el desplazamiento que exhiben las diluciones
preparadas en los sueros de lac diferentes especiezs es paralelo

al que exhibe la curva estandar.
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Figura 2= Control de calidad del radicinmunoandiisis de tiroxina.

Reactividad cruzada del onticuerpo anti-tiroxina con la hormona
triyodotironing lT3}
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Sensibilidad

Como ya ¢ee indicd, las diluciones de los anticuerpos que c=e
utilizaron en este ecstudio fueron de 131300 para Te y 1:1000 para
Ts. Con estas diluciones, la <encibilidad 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/10Qul,

respectivamente.
Reproducibilidad y Exactiud

En la realizacion de cualquier RIA se requiere preparar una
curva estandar para cada analisis ¥y no ecs posible contar con una
curva patron. Las caracteristicas de reproducibilidad v
exactitud se analizaron teniendo como pardametros 1la wvariacidn

inter e intraensayo para une vy otro RIA.

- yg;igggéb_;gggggggggg. Se analizaron los resultados de ocho
ensayos diferentes tanto para Ty como para Ts, los cuales se
realizaron en el lapso de un mes. En el cuadro 3 se resumen

los coeficientes de variacicon promedio y =e puede observar

que para ambas hormonas los valores son menores al 10%

- Variacidn__Intraensayo. Para cada hormona, se tomaron cinco
muestras al azar y se analizaron cinco veces (por duplicado!
en el mismo ensayo. En el miemo cuadro 3 s recumen los

coeficientes de variacidn promedio, y se puede observar que
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la exactitud vy reproducibilidad del métode fluctda entre el

80 y 90%

CUACFD 3. FEPFRODUCIBILIPAD DE LOS RIA=s PARA Ta Y

Tx EM SUEROD DE TRUCHA ARCOIRIS

RIA YARIACION IMTRAEMSAYO YARIACIOM IMTEREHSAYO
T= 8.9% Q.5%
Ta 8.3% b.6%

Valores Normales de Hormonas Tiroideas en la Trucha Arcoiris

Las concentraciones circulantes de Ts en el suero de 1los 30
peces variaron de 23.1 a 58.5 nmol/l. El1 valor promedio fue de
36.2 + 10.7 nmol /1. Loz valores de T4 variaron de 2.2 a 28.4

nmel /L. E1 valor promedio fue de 15.5 + 4.2 nmol/].

Perfil Ontogenico de las Tironinas en la Trucha arcoiris

En el cuadro 4 =e resumen los rezultados globales del estudio.
Los datos se han ordenado de acuerdo al peso corporal de los
animales tomando intervalos de S0 g, division con la cual se
integraron cinco grupoe: Grupo 1 (5C a 99 g), Grupo II (100 a 14°
g), Grupo III (150 a 199 g), Grupo IV (200 a 249 g) y Grupo V

{250 a 300 g). Esta agrupacion refleja en cierta medida la



ontogenia de esta especie, ya que el peso del Ultimo grupo es el
que el reproductor utiliza como criterio para comercializar al

animal.

En el cuadro 5 e ilustran los valores promedio de las
variables medidas para cada uno de los grupoc de animales. Se
puede observar (ver también figura 15 ) que mientras que los
valores del peso corporal se triplican del grupo I al VvV, la talla

presenta un incremento lineal y poco significativo.

Con respecto & los niveles circulantes de las dos tironinas
analizadas, se observa gque los valores de la Ty aumentan conforme
incrementa el peso corporal de los animales. Asl, las
concentraciones circulantes se duplican del primerp al Ultimo
grupo, presentando valores ascendentes de grupo a grupo. El
analissde varianza (ANOVA) mostro que las concentraciones de la
hormona en los animales de los grupos I vy II son
significativamente diferentes (p <0.005) de las del resto de los
animales. Estas diferencias también se observan entre los
animales de los grupos III y IV con respecto a los del V, y entre

éstos dltimos v el resto de grupos.
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CUADRO 4. PESO, TALLA Y TIROMIMAS CIRCULANTES DURAMTE LA
OMTOGEMIA DE LA TRUCHA ARCO IRIS

PESO TALLA Tx Ta Ta/Ts
cm nmol /1 nmal /1 nmol /1

ad 17 24.6 12.46 0,54
ac 17 24.46 1&.5 .54
a0 ie 30.8 16.1 0.52
0 1@ 23. 1 15.5 . &7
20 i1e 23.1 14.2 LA S |
105 21 23.9 14.2 .59
110 21 23.9 14.2 0.59
130 22 26.2 2Z2.0 0.83
140 23 26.2 23.2 0.88
170 26 29,3 20.0 0.68
180 24 43.1 14.2 .32
180 25 24.6 12.6 0,51
180 25 32.3 10.1 .31
1590 25 41.6 12.6 0,30
190 25 33.9 12.6 .37
190 25 49.3 13.5 0,27
120 27 32.3 9.2 .28
205 25 32.3 12.6 0.39
210 25 q47.7 12.6 0.26
210 2&6 33.9 18.7 0.55
210 26 30.8 25.2 O.81
230 26 42.4 16.1 0,38
235 26 42.4 25.2 0.54
235 27 49.3 2B.14 0.57
250 28 S56.6 11.6 0,20
260 28 44,7 11.9 .80
270 29 40,0 14.2 0.35
280 28 52.4 16.8 G.32
280 28 98.5 14.8 0.25
290 29 435.1 i8.0 Q.41

A diferencia de 1b anterior, para l1a Tasa ce observan dos
incrementos o "pices", upo en el grupo 11 y otro en el IV. EIl

ANOVA mostrd que s6lo el csegundo incremento (grupo IY) es



estadisticamente significativo (p <0.05) y que es diferente sdlo
a los grupos III y V. En los grupos restantes los valores son

seme jantes entre si.

CUADRO 5. VALORES PROMEDIO DE PESO, TALLA Y TIROMIMAS

CIRCULANTES EM LOS GRUPOS DE TRUCHA ARCOIRIS

GFUFO PESO TALLA Ts Ta

g cm nmel /1 nmol/1
1 84.0 + 5.5 18.2 + 1 25.3 + 3.1 14.4 + 1.4
11 121.2 + 16 21.7 ¢ 0.9 25.0 + 1.3 18.3 + 4.8
III 183.8 + 7.4 25.3 + 0.8 35.8 + 8.1 13.1 + 3.2
v 212.3 + 13.4 26.4 + 1.3 3.8 + 7.5 192.6 + 6.2
v 271.6 + 14 28.4 + 0.5 49.2 + 7.6 14.5 + 2.5

En 1la figura 16 se muestran 1los valores individuales de todas
las variables analizadas en el estudio, referidos al peso como
variable independiente. Ecta figura ilustra 1la correlacidén
directa que exhiben los niveles de Tx y 21 pecso corporal de los

animales.
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VI. DISCUSION

Los resultados de la presente tesis muestran el desarrollo v
estandarizacion de dos tdcnicaz de RIA que empleando suero
hipotiroideo homdlogo en la curva estandar, permiten cuantificar
los niveles circulantes de Ta ¥ Ta en el csuero de 1la trucha
arcoirie. Las técnicas son relativamente sencillas y su control
de calidad, que <catisface los requisitos exigidos para esta
metodolog{a (Chopra, 1972}, muestra que la cuantificacidén de una
u otra tironina tiene un {ndice de confianza del 21.1 % y 91.7 %

para Tx ¥ T4 respectivamente.

Hasta donde sabemots el trabajo de esta tesies representa el
primer ectudio en la trucha arcoiris, en el cual 1la determinacidn
de las tironinas se lleva a cabo mediante técnicas de RIA que
utilizan <uero homdlogo en l1a curva ectdndar. Efectivamente,
comp €@ muestra en ol cuadro 6, en este pez, los estudios al
recpecto se han hecho empleado estuches comerciales {Osborn vy
col, 1978; Omel janiuk y col, 1984); o bien. cromatograffia en
columnas (Brown & FEales, 19773 Eales y col, 19813 Eales &
Shostak, 1985), o en gel Omel janiul: v col, 1985). Este aspecto
metodoldgico e= de 1a mayor importancia vya que tanto 1a

experienci a de nuecstro laboratorio f(Aceves vy col, 1982), como 1la
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de otros autores (May, 1978}, ha mostrado que 1a ausencia de
suero hnm&iugo en la curva ectandar lleva a obtener recultados
espurios. Otro aspecto importante es el referente al sistema de
eeparacion de lac fracciones unida vy libre, ¥a que su
confiabilidad ecsta en gran parte determinada por la compnsicién
proteinica del csuerc de la ecpecie que ce decea ectudiar. Asl,
en el caso de los peces que se tsabe carecen de TBG (Yuichi y col,
19469; Refetoff, 1970; Robbine & Bartalena, 1986), e erronec el
empleo de ectuches comerciales disenados para ecpecies cuyo suero

ef contiene eca proteina.

Es importante enfatizar las discrepancias en los valores de las
tironinas reportados en el plasma de 1a trucha arcoirics por los
diferentes autores (cuadro &). Se oheserva claramente como la
metodologia utilizada en cada estudio influye cenciblemente en
loe valores absolutos de 1as dos hormonas, e incluso se pueden
observar diferencias notorias entre 1laos valores obtenidos
mediante la miesma técnica f‘Fok v Eales, 19843 Eales v Shostal:,
1985). Tambien puede apreciarcee que cuando cse emplean estuches
comerciales fOsborn Y col, 1978, las cifras son
significativamen;e mayores. Ectac diferencias pndrian obedecer
en parte a los aspectos metodoldgicos antes sefialados; o bien al
hecho de que en todos =e emplea plasma, asf como a las
caracteristicas binldhicas de 1lbs organismos en estudio (peso,
talla, edad y madurez =exual!. Sobre ecste dltimo asgpecto, los=

ecetudios de Omel janiuk (1984 v 1985) v de Fok vy Eales (1984 no



brindan infnrmacidﬁ, mientras que en los recstantes éeta es
incompleta vy contradictoria. Aci, por ejemplo, exicste una
notable discrepancia entre las edades v los pecos reportados

{(Eales, 1981 vy 1985,

AGn cuando Eales es el investigador mas active en el campo, =u
metodologfa ec quizd la mas falaz desde el punto de wvista
cuantitativo. Eete autor emplea una técnica de RIA utilizando
columnas de Sephadex {Brown y Eales, 1977). Ezte sictema precszenta

entre otros los siguientes inconvenientes:

- Mo utiliza suero hipotiroideo, ya =ea homblogo o heteréiugu
en la curva estdndar. Ya ce ha sehalado la importancia de
igualar lac condiciones de 1a curva ectiandar Yy log csueros

problema.

- La reaccidn antigeno - anticuerpo la efectian dentro de la
colunma de Sephadex, permitiendo Unicamente 90 minutos para
el "equilibrio" de 1a misma. Los resultadeos de esta tecsis
muestran que <e requiere un lapcso de 48 horacs para optimizar

resul tados.

= Los porcentajes de recuper:icion que obtienen varian del 88.5
al 116 ¥ para Ty y del @0 al 120 % para Te,; lo gue indica un
error de alrededor del 20 X, mientras que en este estudio cse

-
esta reportando un error menor al 10%.



Por todo lo anterior ez evidente gque no es posible comparar los
valores obtenidos en la presente tesis con los informados en la
literatura ecpecifica de trucha arcoirie. Sin embargo, Yy como
tambien =e resume en el cuadro S5, ees importante destacar que las
concentraciones de Ty ¥ Ta4 encontradas en ecste trabajo, =on
comparables a las informadas en otros =almonidos migratorios con
té&nicas de RIA gque, aunque utilizan plasma vy eicstemas de
geparacidﬁ diferentes, =i emplean =uero humﬁlugo en la curva

ectandar (Biddiscombe & Idler, 1984: Fedding y col, 1984},

Aunque lps datos de nuestro ecstudio no permiten constatarlo,
consideramocs que ademiz de los acpectos metodoléﬁi:os va
cefialado=s, 1la semejanza entre nuestros resultados v los
reportados por Pedding Yy col ‘1984) +y Redivic vy col {1984},
podria explicarse <cobre las bases del proceso de maduracion
gonadal que parece €er caractericco de los cordados f{ver cuadro
1; Sower vy Schreclk, 1982; Biddiscombe & Idler, 19833 Lintlop v
Youson, 19833 Parra y col, 1980). En apoyo a esta interpretaciﬁh
esti 1a clara correlacion que evhiben a 1o largo del estudio, los
niveles de Tz y el péeso cprporal de los animales; 2a3si como el
incremento cignificativo v tranzitorio de 1a T4 en 1lpe  animales

del grupa 1Y f{cuadro 5 y figuracs 15 y 1&).



CUADPO &. YALOPES DE TIFOMIMAS CIRCULANTES EM ALGUMNOS

SALMOMILCOS

ESPECLTIE T=x Ta METOLO REFEFEMCIA
nmol /1 nmol /1

S. _gairdneri 9.5 - 4.7 0.7 - 4.5 RIA Eales ¥ Shostak, 1985

S. _gairdneri 2.2 FI1A Eales v col, 1981

S. gairdneri 1.1 - 4.5 0.6 - 3.9 RIA Flood & Eales, 1983
S._gairdneri 7.7 -18.5 2.8 -33.5 RIAY Osborne v col, 1978

S. _gairdneri ©.4 - 1.9 1.2 - 3.0 RIA Eales v col, 1984

S. gairdneri .2 - 4.5 it CG Omejalniul: v col, 1985
S. gairdneri 0.6 + 0.1 1.2 + ©.43 RIA Fok & Eales, 1984
S._gairdneri 6.5 5.8 FIA# Omel januilz v col, 1984
Q. _nerka 1.4 -10.8 7.7 -25.8 RIA Biddiscombe v col, 1984
0. _kisutch 2.3 -12.4 5.6 -19.4 RIA Fedding vy col, 1984

0. _kisutch — 10.3 =77.4 RIA Grau vy col, 1981

0. _kisutch - 18.0-117.4 RIA Dickhoff v col, 1978
S. _salar 2.9 - 3.4 8-1 -14.2 FIAY FRedivic y col, 1984

s, Salmu;‘n, Oncorhyncus; ¥, comercial; CB, cromatografia en gel;
#, fase =olida

Con todo lo anterior se bhace clara la importancia de contar con
un PIA homdlogo para la especie que =e requiera ectudiar, y asi
chbtener los valores abeolutos mfs confiables posibles. En el
laboratorio se han cuantificado los niveles circulantes de Ts v

T+ 20 humanos y en diversoe animalee utilizando PRlIAs homdl ogos
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para cada uno de ellos. En el cuadro 7 e ilustran los valores

que =e han reportado para cada una de estas especies.

CUADRO 7. YALORES DE TRIYODPOTIROMIMA EM DIFEREMTES

AMIMALES

ESPEEIE Ta Ta REFEREMCIA

nmol /1 nmol /1
Trucha arcoiris 23.1 - 58.5 9.2 - 28.4 Fresente tecsi=s
Pollos 2.9 - 5.9 4.8 - 19.7 Uriz, 1989
Ovejas 1.3 - 2.0 S5.6 - 190.3 Pomero y col, 1986
Bovinoes vy caprinos 0.9 - 1.8 2.6 - 7.7 Aceves v Legarreta,
Humanos 0.6 - 2.4 S.6 — 15.5 Beltran y col, 1973

Lutrem v col,

1978

1982

Estos valores absolutos =on comparables entre =f va que

ademids

de utilizar la micsma metodologfa homéloga para cada uno de cllos,

e emplearon primero:s anticuerpos semejantecs.

E= notorio que los

valores de Ts en pollos y trucha arcoiris zon los mac elevados.

El conocimiento de que todos los

de TBG (Yuichi ¥y col, 1969;

las altas concentraciones de Ta sean propiciadas en

Astier,

198M,

augencia de esta proteina tranceportadora

eridn recambio tisular de T4 hacia Ts.

que

vertebrados inferiores carecen
permite ec=specul ar gue
parte por la

favoreceria un



VII. CONCLUSIONES

Se estandarizoa la metodologia de radioinmunoanslicis,
empleando suero hnméﬁngn en la curva esté&dar, para

determinar lac concentracionez sericas circulantes de Ts Y

Esta metodologia permite cuantificar precisa vy
especificamente, concentraciones de las dos hormonas en el

orden de 19-* o’dl.

Exiete una gran divergencia en los valores de las dos
hormonas de la trucha arcoiric reportados en 1l1a
literatura. Esta discordancia probablemte obedece a uno o

-
macs de loc <iguientez factores:
. . - -
= Mo utilizan suero homologo en la curva estandar.

- Utilizan ya t€ea estuches comerciales o metodologia no

- P V]
homologa v poco especifica.

~ La informacidn fragmentada y escasa de  algunoc

aspectoe bioldgicos de los animales en estudio.

o



Aunque lo=s valores encontrados en la presente tesis
difieren de los obtenidos en la trucha arcoirie, ellos <=on
comparables con 1leos reportadnos en otros calmdnidos

migratorios en cuyos ecstudioc =i se emplea suero homdlogo

en la curva ectandar.

Las concentraciones circul antes de las tironinas
encontradaos en ecte estudio, apoyan 1la nocién de que 1a Tx
ec la hormona con mayor actividad ficioldgica, Yy se
encuentra relacionada al proceso de maduracidn gonadal,

-
mostrando una estrecha correlacion con el peso corporal.
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