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I. INTRODUCCION

Unz de las peculiaridades mas obvias de los crganismcs

. - - - - 4 . - - i - -
multiceiulares es la diferenciacion vy especializacisn celular.
Esta caracteristica les permite llevar a cabc funcicnes

espec{ficas y diferentes, aumentande asi la verszzilidad del
organismo como un todo. Sin embargo, la operacién cptimz de
estos diversos tipos celulares requisre el desarrzllo
concomitante de un medic eficaz de comunicacidn irternz gue
permita coordinar v regular sus miltiples actividacdss (Hardv,

1984 ) .

A este respecto existe, entre otros, un sistema de comunicacicn
’ - s -
cuyas celulas influvyen sotre el resto liberando & la szngre

* :
terminoc

\{

productos qu{micos espec{ficos llamados hormonas. Es=
proviene de la palabra griega hormon que esignifica excirtar o
mover. En los animales supericres las hormonas son groducidas

por giéndulas enddcrinass. que no tienen conductoE =XITETOrss v

vierten sus productos directamente a la sangre. ALnGUEe =sTta
forma de transmisi:n =8 mas l=nta que la que se _:sra zon =1
impulsc nervicso. .-z =f=ctos normonalies atarcan L= :aycrf& e
orgaros y tejidos =r tido el cuerpo (Malkinson, 197%: Jalwverae-g
y Zsol, 1243%: Harawy. 13%«). Esta caracteristica de ‘'"menzzieriz 2
distanc1a” aunadz = su =specifizidad en relacidn = =_. zrsznc



blancc, permite entender porque las hormonas nc son sclo
importantes, sino absolutamente indispensables para la vida del

organismo (Romer, 1273; Malkinson, 1575; Valverde-R y <21, 1383

Dentrc de este sistema de comunicacidn, las hormonas tircideas
(HT, tienen un papel preponderante PpPuesto gue regulan diversos
procescos celulares, que involucran entre otros, la regulacion
calorigénica v metabdlica de practicamente todas las ze&lulas del
organismo (Tata, 19&80C; Iwai, 1987). Ademds en diversas especies
su accidn es particularmente significativa durante el desarrcllo
fetal. donde la maduracidn de organos esenciales como el cerecro,
depedenden de un adecuado aporte de estas hormonas (Iwal, 1987;

Kitagawa vy col, 1987; Bellarvarba y col, 12938).

Recientemente se ha reconocido que la magnitud del efecte

biolégicc de las HT esta relacicnado a mecanismos de

menoassyodacion periferica que son organo - especificzecs. A
través de esta monodesvodacidn, la tiroxina Ta ==
bictransformada en una normona 5 veces mas activa, la
triycaotironina (Ta); o bien, en una tironina sin =zctivivad
biclszica reconocida, la trivedotircnina reversa (rT, . E-or  =sus
implizaciones biolégicas. & una Vv otra biotransformacicn se les
conoce, respectivamente, come via de activacion o -0 v 4=

desazrtivacion ¢ S5-D (Kaplan, 1%84).



Es bien sabido que en los animales altriciales inmaduros
neuralmente al nacimiento), la actividad desyadativa 5°'-D
hepatica esta deprimida durante todeo el desarrcolle fetal, En
contraste, estudios recientes han mostrado que en el <caso d= las
especies precociales (maduros neuralmente al nacimienteo), esta
actividad se presenta desde etapas embriocnarias tempranas (15vo
dia de incubacidn), y que en el caso especifico de los pollc esta
actividad enzimatica parece ser primordial para la eclosidn

(Galton e Hiebert, 1987).

Esta informacion aunque aun es escasa, ha permitidec proponer a
las vias desyodativas comc una de las "senhales neurcenaccrinas”
marcadoras de maduracion y funciocnalidad en los diferentes

crganos fetales (Borges vy col, 19801}.

Por todo lo anterior, este trabajo se diseno con =1 propesito
de caracterizar la instalacion y ontogenia de las vias
desyodativas hepatica y neural durante la embricgenesis del
pollo. Asi, y para ubicar esta tesis en Su contexto fisioldgico
mas amplic, se revisan en wuna primera seccion informacion
referente a la fisioclogia de la glandula tiroides, asi come su
participacion durante la embriogenesis tanto en animales
precociales como altriciales. La segunda seccion corresponde al

planteami=snto del problema experimental vy a 1

deszcripcicn del

w

material ¥ metodos., Finalments, la tercera s=ccion -onti=ne Lo

resulrtadss, la discusion ¥ las c¢onclusiones del tracai:z.



II. ANTECEDENTES

A. LA GLANDULA TIRCIDES Y LAS HORMONAS TIRQIDEAS
1. Aspectos Filogeneticos

La evolucion de la glandula tiroides se remonta a epocas
lejanas en la historia de los cordados. En el piso de la faringe
de los cordados no vertebrados, como en Amphioxus
(Cephalochordata) y en los tunicados (Urochordata), existe una
asTtructura glandular vy ciliada que captura Vv dirige las
particulas alimenticias extraidas de la corriente del agua a la
region del intestino. En esta estructura denominada endostilo se
producen compuestos yodados que son llevados al tubo digestivo
junto con las sustancias alimenticias (Romer, 1973). Las larvas
amnccetas de las lampreas (Cyclostomata) tienen una alimentacidn
gimilar v tambien poseen un endostilo muy semejante al de
Amphicxus y tunicados. En este caso, el surco ventral termina
hacla atras en una bolsa profunda en el piso de la faringe, donde
se produce una sustancia yodada que tambien descilende por el Tubo
digestive (Romer, 1973; Sordon, 138Z). En el momento de la

metamorfosis, ia belsa endsstilica de la  larva se  gsepara del



intestino y se divide en una serie de foliculos de naTturale:za

indiscutiblemente tiroidea (Gorden, 1982; Hardy, 1%8-
2. Consideraciones Anatomicas

El tejido tirocideo se encuentra presente en tados los
vertebrados. Proviene del piso de la faringe del embricn v en la
mayor parte de los vertebrados €8 una estructura unica s1 pien a
menudo bilobulada (Romer, 1973; Gordon, 1982). En el caso
particular de las aves, la gléndula tiroides es un Organc par que
se localiza en la iinea media en la cara anterior del cuello. En
el embridn de pollo el primodio tiroideo se divide en Zos ldbulos

separados a partir del Sc¢. dia de incubacion (Astier, 1380).

La unidad funcional de la gldndula tiroides esta zonstituida
por pequenas estructuras saculares denominadas acini o foliculos
tiroideos. La células foliculares son similares a otras celulas
secretoras en que pcseen un reticulo endoplésmico y un aparatoc de
Golgi bien desarrcllados; sin embarge, no contienen sranulos
secretorios. <Cada foliculo esférico estd rodeado por una sola
capa de células laminares a cuboidales y esta llisno de un
material protefco llamado coloide. Las células f:cliculares
Zzontienen un gran -antidad de microvellosidades en su superficie
apical que penetran 21 liquido coleidal (Klinck, 13%«; 3znong,

1280; Gordon, 198z; Hardyvy, 1984).

Los folfcules tier=n un tamaho muy variable segur =. =stado

tunclonal v La cantilaqa de coloide qu=s contienen. 2. zoicide



esta constitufdo principalmente por un heterodimerc protefnico
complejc llamado tiroglobulina (TGB), que despuss de ser
sintetizado por la celula felicular =s secretada
extracelularmente dentro del lumen o luz del foliculo (Malkinson,
13751, El ccloide ssta constitufde entre un 75 a 20% por TGE, v
el 10 o 25% restante por otras proteinas (Gonzalez v col, 1984,
Cuando la glandula esta inactiva, el coloide es abundante, los
foliculos son grandes y las células que lo tapizan son planas.
En cambic cuando esta activa, los foliculos son peguefios, las
c€lulas cuboidales o columnares y el borde del ccicide esta
festoneado formando muchas pequehas lagunas de rescorcidn (Ganong,
1280; Gordon, 1982). Estos cambios se relacionan ccn la capacidad
trifuncional unica de las c£lulas foliculares: 2 como células
exocrinas que secretan productos hacia la luz del folfcule; b)
COmo células absorbentes, va que por pinccizosis estas
secrecicnes reingresan a la célula y ¢) como una verzszdera celula
enadcrina, que libera hormonas directamente a 12 circulacidn

sanguinea (Hardy, 1984; Valverde-R y col, 1989),

En el embridn de pollo los foliculos son pegquenos y redondos

5 5o = &
{alrededor de 10 a 15 u de diametro) y durante la primera semana

postnatal alcanzan un diametro de 40 - 50 u. En =1 sazdulto =s
zomun observar una estructura neterogénea con folizulos psguencs
Erafass rodeadqos por uns lamina folicular basal  aAstier, 1380



= 4 . z F)
La actividad de la glandula tiroides en el embricon de pollo
comienza en estadics muy tempranos de embriogénesis Yy s5&a resumen

en el cuadro 1.

CUADROC 1. ONTOGENIA DE LA FUNCION TIROIDEA EN EL
EMBRION DE POLLO

DIA PARAMETRDO REFERENCIA

2.0 Primordic tiroideo Romanoff, 1360

4.5 Tiroxina intratiroidea Thommes, 13&7

5.0 Captacidn de yodo e in- Trunell y Erayer,
crementc progresivoe a 1953; Daugsras vy
partir d=1 dia 7 al 20 col, 187¢

5.0 Gldndula tiroides bien dife- Astier, 1320
renciada. con sus dos 1dbulos
dividides

6.5 Tiroxina zirculante Thommes & Hyira,

1978
7.0 Produccisr de coloide (for- Hilfer, 1364

macidn del folfculo tiroideo)

La ultraestructurz de las celulas foliculares que han sido
investigadas en p:c:s especies de aves domésticas, mussira que
todos los diferentss organelos y estructuras involuzraidas en la

5 . s 2 4 ; -
formacion v almaz=rzie de TGB, asi como en la produ:zzizn de HT,

<

o

son muy similares = 1> descrito en mamfferos (Aszier, 13

Gordon, 193z).



3. Biosintesis y Secrecion de las Hormonas Tiroideas

La funcidn principal de la glandula tiroides eg
recidén de HT (derivados vodados de tirosina).

lamadas genericamente tircninas, constituyen una

iz produccicon v
Estas hormonas

familia cuyos

miemoros mas importantes son: las tiroxina o i - la
triyodotireoninag © T y la triyodotironina reversa o rTs (figura
1).

TIRONINA
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Las dos Pprimeras son DLGloElCaments soTlvaa y

acciones en practicamente todas las celulas del orsgznismo, =2
diterencia de 1a rl5 5 13 cual, hasta la fecha, nc == la ha
reconocido activiaad bialégica (Lehmann, 1982; Gomez v zz1, 198Z:

Sterling y Lazarus, 1877).

A continuacidn se describen los pasos secusnciales inwvolucradoes

en la sintesis intratircidea de las HT.

&) Tirogiobulina. La Ts y la Ts sSon sintetizadas en =l coloids
por vodacidn y condensacidn de los residuos de ctirssilo que
forman parte de la molécula de TGB., Este glucopretefnz elobulsy
tiene 4 cadenas peptidicas, contiene un 20% de carbohidratos y un
peso molecular aproximado de 650,000 a 700 000 D. Cacsa noldculs
de TGE contiene 115 residuos de tirosile gque estan

particularmente en disposicién a ser yodadas. (Ganong, 1380; L=

Groot y Taurog, 1373; Grodsky, 1984).

En el caso de las especies altriciales la sintesis 3= T1IGB s=
inicia en el periodo perinatal, mientras gue en las especies
precociales, como &l pollo, se encuentra coloide, TGE vy HT desds

el dia 7 de embriogénesis (Daugsras y col, 1376).



o) Metabolismo_de_Yodo. E1 yoduro inorganico (forma ionica:

1-) de la dieta es captado por las células foliculares (Grodsky,

1984). En todos los vertebrados, las células foliculares han
desarrollado un mecanismo muy eficiente y especifico denominado
genericamente bomba de yodo (Valverde-R y col, 198%). El vodo es

el elemento esencial de las hormonas tiroides vy su metabolismo se

N

encuentra {ntimamente relacionade con 1o mecanigmo de sipTesi

de dichas hormonas (Gomez y col, 1982; Phillips y ceol, 1988),

A partir del dia 7 de incubacidn, en el embridén de pollo ccurre
un incremento progresivo en la cantidad de vodo capturado por la
gléndula tiroides. El valor maximo de captacion durante Ila

embriogénesis. se observa en el dfa 20 (Daugeras y col, 139786).

El yoduro atraviesa la membrana basal de las células
foliculares, contra gradientes de concentracidn y eléctricos. E1
factor mas importante gque regula el transporte de voduro es la
hormona estimulante de la tiroides o tirotropina (T3H), va que
después de una hipofisectomia, la captacidn de este elemento por
la tiroides disminuye notablemente. El mecanismo de captacidn es
por medio de trasporte activo y se le denomina "bomba de yodo".
Este mecanismo esta asociado al sistema de ATPasa dependiente de
Na - K (Hardy, 1984; Sterling y Lazarus, 1977). Una vez captado,
el yodo es oxidado y transferido a los abundantes residuos
tirosilc ae la TGB mediante wuna peroxidasa, erzima que se

encuentra en la superficie apical de la celula foliczular. Los



farmacos como el propiltiocuracilo (PTU) pueden inhibir la
peroxidasa. Esta enzima es un tetramerc con un peso mclecular de
50,000 d y requiere percxido de hidrodgenc (Hz0z) coms agente
oxidante. El Hz0. es producido por una enzima dependiente del
NADFH (De Groot, 1979; Gomez y col, 1982; Grodsky, 1984; Hardy,
1584) .

La TGB en el embrion de pollo tiene un coeficiente de
sedimentacion gque va desde 19.4 a 21 s. Este valor es mas

elevado que el de la TGB de mamiferos (19.2 s) (Daugeras y col,

1375 .

c¢) Sintesis de las Hormonas_Tiroideas_y Secrecién. La vyodacion

de los residuos tirosilo de la TGB, que ocurre primero en la
posicidn 3 del nucleo aromético. produce monoyodotirosina (MIT).
Una yodacién posterior en la posicidn 5 da lugar a la
diyodotirosina (DIT). Ambas moléculas carecen de actividad
biolégica (Hardy, 1984; Grodsky, 1984; Gomez y col, 1%82). Como
se esquematiza a continuacidn, esta organificacion inicial del
ycao para tormar MIT y DIT, es seguida por el acoplamiento de dos
de estas moléculas, que por un enlace ester forma las

yoaotironinas hormonalmente activas:

DIT - DIT ===w= T4« + alanina
/0

MIT + DET r—=mm Ts + alanina



La TGB vyodada o "madura"”, es la forma almacenada de hormona
tiroidea. Los residuos de T4 y de Ty, todavia unidos a 1la TGB,
se almacenan en la luz como parte del coloide (figura 2Z). Desde
el punte de vista morfofuncional, 1la tiroides es 1la unica
gléndula endocrina conocida que alamacena su producto de
secrecidn en el espacio extracelular (Hardy, 1984; Grodsry, 1984,

Gomez v col., 1982; Valverde-R y col, 1989).

La primera etapa en la secrecidén de HT es la pinocitosis del
coloide y su inclusidn en vacuolas fagoc{ticas. La pinocitosis
se lleva a cabo en las microvellosidades que surgen de la
membrana apical de las ceélulas foliculares y la TSH estimula este

proceso (De Groot, 1979; Ganong, 1980; Hardy, 1984).

Despues de la pinocitosis, la TGB aparece en el citoplasma
apical como '"gotitas de coloide". Estas vacuolas fagociticas de
coloide se fusionan con vesiculas lisosomales para formar
fagoliscsomas, dentro de los cuales ocurre la degradacién
proteol{tica de la TGB. Este proceso libera aminoacidos, MIT '
DIT (que posteriormente se desyodan por la accidn de una
desyodasa microsomal especffica NADH-dependiente vy parte de este
yodo es reutilizado por la glandula), asi como Ta ¥ Ts. Eetas
dltimas socn secretadas posteriormente a la circulacidn (De Groot
y Taurog, 1979; Hardy, 1984; Grodsky, 1334; Valverde-R v col,

1989) .
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En el cuadro 2 se resumen l:»s factores que resulan los Procesos

de sintesis y liberacidén de las HT.

CUADRO 2. FACTORES QUE INFLUYEN EN LA FUNCICN TIROIDEA

ESTIMULADO INHIBIDO

Captacién de Yoduro TSH hipofisectomia
Deficiencia de percliorato
yodo tiocianato

exceso de yoduro

Oxidacidn del yoduro TSH Hipofisectom{a
Tiocianato

Sintesis de TGB TSH Hipofisectomia

Inhibidores de
la sintesis de

proteinas
Yodacidn y TSH Tiouracilo
Acoplamiento Carbimazol
Pinocitosis TSH Hipofisectomia
Protedlisis TSH Hipofisectomia
Secrecion TSH Hip:fisectom{a

4. Control y Regulacion de la Glandula Tiroides

En togdos los vertebrados se reconoce gqus =1 control Y

regulacicn de la funcidn tirocidea es ejercide gpor unz compleja
- & " i .

cascada 2= seflales neurocendcdcrinas especificas. gque desde el

puntao de vista funcional constituven el ele



hipotalamo-hipdfisis-tiroides (HHT) (Strand, 1982; Acher, 1986;
Valverde-R y col, 1989). También se sabe que dependiendc de las
caracteristicas especie-especi{ficas de maduracidn y desarrollo,
el inicioc de su funcionamiento ocurre durante el periodo
embricnario (especies precociales); o bien, durante =1 periodo
pocstnatal inmediato (especies altriciales). E1 eje HHT es un
sistema de control dindmico negativo (figura 3), en el cual un
incremento del nivel circulante de Ts y T4 frena la secrecidn
hipofisiaria de la hormona estimulante de 1la tiroides o TSH
producida a su vez, por el estimulo hipotdlamico de la hormona

liberadora de tirotropina (TRH) (Gonzalez y col, 1984).

La TSH es una glicoproteina que contiene 211 aminoacidos, as{
como carbohidratos (hexcsas, hexosaminas y acido sialico). Se
compone de dos subunidades, alfa y beta, siendoc la beta la que le
confiere especificidad funcional (Franklyn v Sheppard, 1288).
Comc se muestra en el cuadro 2, esta hormona es capaz de
estimular varias fases del metabolismo tiroideo por mediacion del
3,5-AMP ciclico. La TSH actua combindndose con un receptor
especificc en la membrana de las cdlulas foliculares, estimulando

la produccidn v secrecidn de tironinas (Gonzalez y col, 1384).
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La TRH o tiroliberina, es un tripéptide (pircglutamil -
histidil - prolinamida), producido por neuronas del hipotalamo.
Se forma a partir de un precursor macromolecular que.contiene en
su estructura 6 moléculas de TRH (Hardy, 1984). Unea vez
sintetizada y liberada al sistema porta-hipofisiario, la TRH
estimula a las células tirdtrofas (localizadas en la hipdéfisis
anterior o adenchipdrisis) induciendo tanto la sintesis como la

secrecidn de TSH (Hardy, 1984; Gonzdlez ¥y col,; 1984;7).

gu;oregulacién de la Funcidn Tircidea

Aunque la TSH es el principal regulador de la funcidn tiroidea,
la gléndula posee también capacidad de autorregulacion. Esta
regulacién esta mediada principalmente por la concentracicn de
yoao en la dieta. En la rata el aumentc en la ingesta de vode se
acompafia de disminucidn en la captacidn del mismo por la tiroides
(Gomez vy col, 1982). Sin embargo si el yodo se administra en
ddsis farmacoldgicas se presenta una inhibicidn en la sintesis v

liberacidn de hormonas tiroideas (Valverde-g v col, 1388).
S. Tironinas Circulantes

Como las hormonas tiroldeas son meléculas hidrofdoicas, tienen
que Ser transportadss en el torrente sangufneo "unidas'" a una o
niaz protefnas del susro que hacen las veces de acarrezacres.  En
la mayoria de los verteprados se han identificado c¢uzndc menos

dss  de  las siguilzsnte tres proteinas transporzadoras  ds

n

tircsninas: la glorulina transportadora de hormenas tirciceas



(TBG), la prealbumina (TBPA) y la albumina (TBA). Estas proteilnas

enlazan de manera reversible a las hormonas tiroideas v sdlo una

pA
(x

pequena fraccion (0.03%) de =.:as circula en forma 1ibre.
reconoce ademas, que la afinidad a esta protefnas ne es igual
para todas las tironinas. Efectivamente, la T, presenta una
mayor afinidad por la TBG, mientras que la TBPA es mucho mas afin
a la Ts. Aunado a lo anterior, el coeficiente de disociacidn de
estos acarreadores es mayor en la TBPA, seguido por la TBA y por
dltimo la TBG. Este hecho puede explicar en parte la vida media
circulante de las tironinas en mamiferos (Ts; 24 horas, Te: una
semana) (Klinck, 1964; Sterling vy Lazarus, 1977; Lehmann, 198Z2;

Valverde y col, 1989).

En algunos mamiferos; vegr., la rata, asf como en el resto de
vertebrados, las HT son transportadas en la sangre por proteinas
diferentes a la TBG. En el caso de los mamiferos la TEPA v la TBA
suplen a la TBG. Sin embargo en los reptiles y los peces existen
protefnas acarreadoras que por su movilidad electroforética
parecen corresponder a un intermedio entre las alfa-1 y alfa-2

globulinas (Tata y Shellabarger, 1959).

La TBG no esta presente en la sangre de aves v la T, e&
trasportada en un 80% por la TBA, el resto por la TBPA vy las alfa

y beta-lipoporotefnas; esta dos ultimas demostradas por Astier y

Newcomer (1978, en el suerc de patos Yy mediante inmuno -

electroforasis bidimensional utilizando hormonas tiroideas
i 5 o prre T

marcadas. La Ty =dlo esta aszcciada a la fraccion de zlbumina con



la misma afinidad para T,. La menor afinidad de estas proteinas
por las tironinas parece explicar que en las aves, las hormonas
tiroideas tengan una vida medis circulante mas corta que la
observada en mamfferos (22.5 + 1.0 horas) (Astier, 1978;: Astier,

1980; Tata y Shellabarger, 1959; King y col, 1977)

Las hormonas unidas a proteinas son metabolicamente inactivas y
censtituyen una fuente més. en este caso extratircoidea, de

almacenamiento hormonal (Valverde-R y col, 198%a).

6. MECANISMOS DE ACCION

Los mecanismos moleculares a través de los cuales las HT
ejercen sus efectos han sido investigados con dos diferentes
enfoques: a) identificacidn directa de sitios de unidn en organos
blancoe y b) actividad celular inferida a partir de la

localizacidn de estcs sitios (Di Liegro y col, 1987).

Por su tamanoc e hidrofobicidad se creia que las hormonas
tiroideas penetraban a la célula blanco por difusién a traves de
la bicapa 1lipidica de la membrana plasmética (Oppenheimer, 19793;
Di Liegro y col, 1987). Posteriormente, se sugirié que estas
hormonas penetraban a la célula por interaccidn con una proteina
unidora especifica v dependiente de energia, 1localizada en la
membrana plasmética (Di Liegro y col, 1987). Actualmente se
scepta que las HT entran a la c¢élula por endocitosis mediada por
un receptor (Cppenneimer y col. 1987). Estos sitios de unidn de

e 4 - » -
la membrana plasmatica =stan involucrados no solamesnte en la



internalizacion de la hormona, también parecen participar como
mediadores de algunos efectos hormonales, tales como el
incrementc en la captacidn de aminodcidos, nucledsidos vy glucosa

(Samuels y col, 1988).

Se han identificado otros receptores especificos a HT en
diferentes compartimentos intracelulares y su funcidn aun no se
ha dilucidado completamente (Bellabarba y <col, 1388). La
mitocrondria es considerada como uno de sus blancos primarios vy
los receptores se encuentran en la membrana interna de este
organelo. El principal efecto metabdlico mitocondrial de la To
es probablemente la estimulacidén nuclear para la codificacidn de
mRENAsS que sintetizan componentes respiratorios. La tasa de
sistesis de mRNA para la citocromo ¢ en hfgado de ratas
tircidectomizadas aumenta con la administracidn de Ts (Gaglia vy

col, 1981; Di Liegroc vy col, 1987; Oppenheimer y col, 1387).

El citosol es otro sitio de unidn a hormonas tiroideas. Estos
sitios aparentemente tienen diferentes afinidades y capacidades
(nfmero de sitios de unidn) para Ty, dependiends del tipo
celular. En neurcnas en cultivo existen dos clases de sitios: el

primero es neurcnal v tiene una alta afinidad vy ba:s capascidad,

el segundo. en ceélulas gliales, tiene una baja afinidad v alts
capacidad. Se& ha propussto que estos receptorss -izosdlicos
pueden jugar una papel reguledor en el almacenamientc v aporte d=

HT a otros compartiment:s :elulares (Di Liegro v col, 1:2



Numerosas evidencias experimentales muestran que las hormonas
tiroideas predominantemente actuan en los receptores nucleares de
alta afinidad y baja capacidad (Oppenheimer, 1985). Esto se ha
demostrado en muchos tejidos, y se ha reportado gque tienen mayor
afinidad para Ts que para Tae. En el higado de rata,
aproximadamente el 85% de las hormonas tiroideas wunidas

corresponde a Ts y menos del 15% a Ta (Oppenheimer y col, 1972).

Debido a que dichas protefnas receptoras nucleares presentan
una gran similitud con el virus de la eritroblastosis aviaria (c
erb-A), se ha logrado obtener anticuerpos especificos que han
permitido conocer con mayor detalle la naturaleza y
funcionamiento de dichos receptores. Estas prote{nas nucleares
son acidicas v de naturaleza no histdnica, su peso molecular es
de 50,500 con una constante de sedimentacidn de i s
(Oppenheimer y col, 1987). La consecuencia de la unidn
tironina-receptor es el aumento en la sintesis de mRENA, actividad
en la RNA polimerasa, sintesis de prote{nas (Tata vy Widnell,

1966; Kitagawa y col, 1987).

Los receptores hormonales a nivel del ndicleo celular regulan la
expresién de genes especfficos v parecen ser miemtros de una
misma familia de prote{nas. En efecto, los receptores a
esteroides y a hormonas tircideas exhiben gran similitud vy por

n ancestral

1

ello se sugiere que estos son codificados por un £

1

comin (Oppensheimer vy col, 1327; Parker, 1983,

i

am_.=.s5 v col,

(i8]
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Existen pocos estudios acerca de 1os receptores a HT durante la
embriogénesis en aves (Galton y Schaafsma, 1983; Weirich v
McNabb, 1984). EL receptor de Ts en el nidcleoc del cerebro., higads
v pulmén en embriones de pollo exhibe propiedades similares a las
del resto de embriones de otras especies: 1) su constante de
asociacidn (Ka) varfa entre 1 y 3 x 10 M-2*. 2) la capacidad

maxima de unidn entre 0.8 y 3.1 fmoles de Ts/mg DNA; 2/ =s una
proteina no histona. con peso molecular de 60,000 y con un
coeficiente de sedimentacidn de 3.8 s. Estos sitios de unidn
estdn presentes despuds del dia 7 de embriogénesis (Bellabarba v

Lehoux, 1981; Bellabarba y col, 1983).

Los estudios sobre la especificidad del receptor muestran gue
para el dcido 3,5,3'-trivodotirocacético (Triac), tiene una
afinidad 3 a « veces més alta que para la Ta (Bellatarba y col.
138%). Este compuestc tiene una potencia biolégica baja en
mamiferos, perc es equipotente a la Te en =1 mdsculo cardidco d=1
pollo (Newcomer y Barret, 1960). Estas observaciones sugieren gue
este anélogo pudiera tener un papel fisiolégico en las aves
aunque no hay datos precisos sobre su produccidn v niveles

circulantes (Bellabarza v ccl, 1988).

Durante la ontoge€nesis postnatal, al menos en la rata, el
raceptor neuronal para Ts aumenta entre ios 10 y 20 diss después
4 Fops T

de. nacimisnto. Este aumentc parece ser especifico parz =1 3NC

¥a Ju= urante el mismo periodo no se otservan cambizss =n otrss



Durante la ultima decada s= ha demostrado que la Ts es la
principal tironina responsable del erecio metabolico
caracter{stico de las HT. Esta nocidn se basa en las siguientes
observaciones (Oppenheimer vy col, 1972; Oppeneheimer, 1979;

Oppeneheimer v col, 1987).

- La Ts tiene, en la mayogia de los mamiferos un efecto
metabdlico de 2 a 10 veces mas potente gue la Ta.

- Una gran porc%én de T4 == transformada 3 Ts en diverscs
tejidos perifericos por desyodasas especificas.

.

- La relacion Ta,/Ts, que &s baja en su=sro y fl'u.fdas
extracelulares.les alta en var%as gracciones de las celulas
blanco, encontréandose lz relacidn mas elevada en el ndclec.

- Los receptores nucleares para hormonas tiroideas presentes

en los tejidos blancos tisnen mucha mayor afinidad por Ts
que para Ta.

7. Metabolismo y Biotransformacion Periferica

Las vias metabdlicas de las yodotironinas in vive incluven: a)
4 % 4 . = - .
desyodacidn, b) conjugacidn ¢; desaminacidn y descarboxilacidn vy

d) degradacién oxidativa.

Desyodacion, En los dltimos afcs se ha reconocido que a nivel
o ! 3
de los diferentes corganos scobre los cuales actuan las HT., opera

un mecanismo que parece regular la magnitud de su efecto

bioldgico (Chopra, 1977; Kapian, 1984). Efectivamente, se conoce
que la glandula tiroides secreta al torrente sanguinec la
totaligad de la T4 zir-ulant=. v sclamente una pegqusefa proporcidn

fiy

stras tironinas presentes =n la sanare: I0% de la Ts vy

1.
1
i

o

o4 -



menos del 1% de 1la rT5 y divodotironina (Ta) . Eszudios
experimentales recisntes nan mostrado gue la formacidn =1 83% de
la Ts circulante; o ti=sn. de la totalidad de 1la rTs, oCurre a
nivel extratiroidec Borges y col, 1980; Decuypere y cc_. 1982;
Kaplan, 1984; Leonard v Visser, 1986; Rudas vy Pethes, 19€6;
Edmonds, 1987). Este mecanismo singular de biotransformacidn de
las HT parece ser organo-especifico, v en su control
recientemente se hz demostrado la participacidn de algunas
hormonas como catecolaminas, insulina y hormona de crecimiento,
asi como glucosa vy/0 algunos metabdlitos de la respiracién
celular (Kuhn y col, 1983; Allen, 1986; Lecnard y Visser, 1986;

Edmonds, 1987; Kuhn v col, 1987; Kuhn y col, 1988}.

El andlisis de los mecanismos espec{ficos involucrades en esta
biotransformacién, na demostrado la operacidn de dos vias
desyvodativas independisntes. as{, como se ilustra en .z figura
4, la primera via remueve el yodo del anillo fendlice = externc
de la molécula de tironina v se le conoce genericamente como
desyodacién 5' (5'-D). Por esta via, la Te es convertida a Is vy
la rTa a 3,3'-T=. La otra via, denominada desyodacion S (5-D),
invelucra 1la monadesycdacién del anillo tirosilo o internc de la
tironina. En esta via la T4 es transformada a rTsa + -2 Ts a

3,2'-T= (Kaplan, 12%2«: Lecnard y Visser, 19&6).



Por las implicaciones fisioldgicas gque ambas monoaesyodacicnes
parecen tener, se ha considerado a la 5'-D como la wvia de
activacidn tiroidea, ya que da lugar a la formacidn de la hormona
metabolicamente mds activa, 12 Ts. En contraste, la 5-D se
considera la via de desactivacidn metabdlica, ya que por un lado
la Ta es transformada a la triyodotironina sin actividad
biolc':gica. la rTo, v por el otro, degrada a la Ts a 3, 3'-T=x,
tironina que tampoco presenta actividad metabdlica (Kaplan, 1984;

Leconard y Visser, 1986; Edmonds, 1987).

Aunque la caracterizacidn de estas vias aun es incompleta,
diversos estudios bioquimicos han mostrado la participacidn de
cuande menos tres enzimas diferentes y espe:fficas denominadas:
tipo I, II y III {(cuadro 3). Esta distincidn se ha realizado
hasta el momento en base a los siguientes tres criterios: (a) la
selectividad del anillo gue las enzimas desyodan; (b) la
preferencia © afinidad por el sustrato; (c) la susceptibilidad a
la inhibicidn por agentes bloqueadores de grupos tioles como el
6-propil-2-tiouracilo o PTU. A continuacion se resumen las
caracteristicas mas importantes de los tres tipos enzimdticos

{Kaplan, 1984; Lecnard y Visser, 1986).

- ;c- -



2 NH>
I
L CHy~ CH— COOH

5. & 7 : : -
Flgura 4. Mcnodesveodacicon de Hormonas Tircia=zs, ==
=squematiza la desvodacidn secuencial de Ts, mosztrand:
s

su C'..-n\fl.al:zaf.f!‘;l a _T-__. y de la r;}a a ;_3'_}'2 por '_'a
desyodacion del anillo externc. Asi como la desvodacich
de la Ts =2 de dsta Jltima a 3,3'-T= por 1a
desvodacion 4 interno.

Desvodasa_Tipe I. Enm condicionss normales. esta snzima cesvods
tanto el anillo foncliice com: 2l tirosileo, pres=snt= dna mav:Ir
afinidad por la rTa (39 vaecss mayor gue para la Ta, 23 innitiss
par FTU. La concentracion de ssta desvodzszs es & wsiss mzo-v =



2l higado v el rihdn, v su constante de afinidad/z:zividad (Km)
=8 =zignificativamente mavor que la de las otras dos enzimas. La
actividad de la enzima es dependiente de una slevada -oncetracidn
de tioles, y no parece ser inhibida por la concentrzcion de los
sustratos. Aunque se desconocen los factores que re2ulan la
selectividad por uno u otro anillec de la tircnina, se ha
observado que la enzima desyvoda preferentemente el anillo externo

o fendlico a pH basico.

Desyodasa Tipe II. Esta enzima se considera una verdadera

'-D va que actila exclusivamente sobre =1 anillo

n

desyodasa
externo, sSu sustrato preferente s la Te (500 veces mayor gue la
rTs) ¥y no es inhibida por PTU. 3e na detectado =n practicamente
todos los tejidos, ¥ en el casc especffico de los mamiferos su
concentracidn en el sistema nerviosc es significativamente
elevada. Esta enzima requiere para su actividad uUnz moderada
concentracidn de tioles v es 1inhitida por concentraciones

elevadas de Ta, Ts y en mencor grado por rls.

Desyodasa__Tipo III. Esta enzima representa a _a verdadera

desyodasa 5-D ya que desyoda exclusivamente el anill: internc de

T s - - -
la molecula. Su sustrato preferencial es 1a Ts (1 v=

Ces maysr
que la T, v no es inhibida por FTU. Ademis -resenta  una
regulacicn dirferents a las otras dos enciuss ‘*a Q.= == innibe =
pHs ligeramente basi-os, 5 an  Cohncentracicnes  =’evadas  de
ticles - E[laisnta.

aunque se



4 "
via visual.

A nivel organo-especifico, . predominic de una u 2tra enzima
parece estar asociado a la veloncidad de captura Vv recampilc
hormonal bidireccional que <curre entre el compartimiento

vascular v los diferentes tejidos. Estos estudios indican que en
condiciones normales, en los organos de mayoer recambic hormenal
(h{gado y rifcn) predomina la desyodasa tipo I, mientras que en
el caso de organos de recambic hormonal lento (musculo, cerebro,
piel y placenta) predominan las desyodasa espec{ficas: tipo II
para ios dos primeros v tipeo III para los dos dltimos (Kaplan,
1984; Leonard Yy Visser, 1%35). Por otro lado, s= empieza =z
reconocer gue durante algunas situaciones fisioldgicas: wver.,
vida fetal, periodo neonatal, lactacidn, termoregulacidn; o bien,
anormales como el ayuno, v las enfermedades cr5nicas, ila
actividad enzimatica de estas vias se modifica de manerz
compartimentalizada u organo—espeaffica (Fisher y col, 1377;
Edmonds, 1987; Anguiano, 1%¢%3; Aceves vy Valverde-R, 1383,

Valverde-R y Aceves, 1989).



CUADRO 3.

PRINCIFPALES CARACTERISTICAS DE LAS DESYOUDASAS

Sitio de Desyodac;én
Sust. preferencial

Frincipales
Tejides

Efectos de:
PTU
Tioles
Iodoacetato
Ac. Iopanéico

Propable Funcidn

Higado, rinon,
tirocides.

i -
Innibicion

5 e 4
estimulacidn
3 = o 3o
innibicion
- o " ool
innibicion

Proveer Ta
comp. vascular

.
Fenclico

Tq 'Ta

SNC,
Musc,

BAT,
Hipof.

ninguno
estimulacidn
inhibicidn
inhibicidn

autoconsumc
tisular de To

Tirosilo
T:l '?a

placenta
pi=l, SNZ

ninsunc

& P o
estimulacison
" g4 ik al o
innibicicn

s e o e ol
inniodoliclion

SNC: sistemz nervicsc
Musc: misculc; Hipof:
1984; Leonard y Visser,

central;: BAT:

1386.

= Tejide zr
hipofisis. Modificado de:



Conjugacion. La conjugacidn ocurrs en =1 grupo hidroxils del

i a s s i P .
anilio fenolico ¢ externo de las tironinas y zonsis

i}
=

incorporar a este un glucuronatc ¢ un sulfato (figura 3
higado v 21 riidn son los organos mas importantes en =ste procesc
(DiStephano, 1988). Las vyodotironinas conjugadas aunque no son
activas, pueden ser a su vez desyodadas (Burgsr, 1386),.

Recientemente se ha demostrado que las tironinas sulf zadas

presentan una vida media circulante menor gue las glucuroninadas
{3 Vs 12 horas, respectivamente); vy que estas Ultimas presentan
una mayor afinidad por la desvodasa tipo III, inclus: maysr gque
las tironinas activas. Aungque esta informacidn aun es muy =scasa

parece sugerir que la conjusacidn representa una "etiguetz” para

su eliminacidn y/c para su desyo: (Burger, 19&6

" sl " ’ -
Desaminacion y Descarboxilacion. Este procesg transicrma.
irreversiblemente, a 1la Ta. T v a otras tircninas E] snél:gjs
. ! 4 2 . er o
del acide acetico: acido tetravodoacetico (tetrac v  &cido

" b o a E o N
triyodoacetico (triac). La transtrormaclon consiste an remover

primero el grupo amino de la cadena lateral de las tircninas

formando un alfa-cetoacido, que posteriormente es descartcoxilado
(figura 5. El nigado. ceretrc ¥ rifion son los prinzipslies
organos involucrados en dicha transformacicon Eszcs

puscen ser posteriormente daesyodasos 2 Longugados (Barger,; 1336;

|

L

ey
|
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CONJUGACION DESYODACION DESAMINACION OXIDATIVA
HIGADO ¥ RIFON TODOS LOS TEJIDOS RINON Y CEREBRO
¢ 1 3.3 5 =T 4 1
m) 5 W_E_c:o 3, 03 5 - Ty = sl N =~:-—=—Cfn
SLUCLAOIATD o 3, 8~ T = y 0
H 1 3, 5'— 1Ty 4 T
3, 3-T,
AC TETRAYODO - PIRUYICO
3 =T,
3 — T,
To DESCARBOXILACION

HO o / \ SHp— :f

AC TETRAYODO - TI®QACETICD
Figura 5. Principalss v{as metabdlicas de las hormonas =iroideas.

Degradacidn Oxidativa. Estz viaz metabdlica es hasta 1z fecha la
menos =studiada. Consiste en la ruptura del enlace gszer de 1la
molécula de las tironinas con la formacidn consecuente de MIT v
DIT moaificadas. Estas tirosinas son rapidamente desycdadas y/o

= i = o
transformadas en moleculas que se unen covalentemente 2z ;r:‘:efnas

W
i
(]
-
i
o
i
1]
=1

; 4 - s 3 il ) %
clrcilantes Burger. 19c¢6). La degradacion oxidativ

las linfocizes T
invoclucragos en 1=
CisStephanc, 1238



B. ESTRATEGIAS DE DESARROLLO EMBRIOGENICO

El desarrollo vy maduracidn de los seres vivos es un proceso
biolégico particularmente complejo cuyos componentes basicos
incluyen el crecimiento y la diferenciacidén celular. Hasta la
fecha se desconocen la mayorfa de 1los mecanismos y factores que
regulan estos procesos. Sin embargo, se ha considerado que el
desarrollo neuronal del individuo refleja, en gran medida, el
grado de maduracidn del organismo (Anokhin, 1964; Fox, 1966).
Sobre estas bases se ha propuesto el concepto "del periodo
critice”, el cual =¢ define como el lapsc en el que ocurre la
maxima neurogénesis y la mielinizacidn (Davison y Dopbing, 1966;
Dobbing, 1970 ). Esta nocidn ha permitido distinguir que en los
vertebrados existe, con respecto al nacimiento, wuna marcada
diferencia en el tiempo en que dicho periodo critico tiene lugar
(figura 6). as{, actualmente se reconocen dos modelos o©
"estrategias" de desarrollo vy maduracién. conccidas como
estrategias altrices y precoces (Scott, 1962; Fox, 195&; Dobbing,

1971).
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Figura 6. Curvas de crecimiento cerebral en diferentes
especies. Se ilustra la tasa de maximo desarrolloc (% peso)
con respecto a la edad tomando como punto de referencia el
nacimiento (tomado de Dobbing, 1970C).

En marcado contraste con los individuos altriciales,

los de
espacliss precociales 5= caracterizan porqus n
neurciogicamente madur s Fueden desplazarse ¥ COmer po
mismaos, S0 wvisiaon, aliars y audicidn estan cimplestam



s=sarrolladoes. Su metapoelisme v mecanismos de termerrsgul:ztion

les permite prescindir del cuidado paternc. Tozas a2stas
s - - 5 - s s 5

caracteristicas favzorecen una socializacidn prz:ticamente

inmediata (Scott, 15¢z: Fox, 1366; Vleck v Vleck, 135
puede observarse en la figura 7, en las especies preccces
{cobayo), el peso cerecral, as{ como el contenido total de DNA ¥
colesterol (mielina) alcanzan su valores mas altos antes del
nacimiento; mientras que en las altriciales (rata! =todo esto

ccurre posnatalmente (Dobbing, 1970; 1971).

En aves, al igual gque en los mamiferos exiszts ambas
estrategias dependiendo de la especie. En las especies altrices
la tasa de crecimientc¢e incrementa continuamente durarnte toas el

perfodo de incubacidn alcanzando sus valores maximos pcsteclosidn

(figura 8). En contraste, en las especies precczes se ha
sbservado un comportamiento bifasico. Inicialmente v haszta el
dltimo tercio de la em:riogénesis (80%), ocurre un incremento
acelerado v sxponencial. Este procesoc que se zetiene en

ocasiones radicalmente, se reanuda durante =1 periodc =n el cual

=
g

0
N1

e 3 2 5
se instala la respiracion pulmonalr (pP1PPLNRE) qQue  precsad

eclosidn (Vleck y Vvieck, 1387],
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Pipura 7. Cooparacidn de la maduracidn cerebral entre especles precoces (cobayo) y altrices (rata). las
diterentes varbabibes (peso, contentdo de IR v colesterol total cerebrales) se Llustran con respecto n
Foo taa e odfinine crechmento (abetsas) oy oo b edind {ordemdas) . Dsra O1CIng tanmindo como punto de releren
e al nacumento (vamdo de Dobbing, 1971),



% RESPIRACION INTERNA

% DEL PERIODO DE INCUBACION

Figura 8. Gasto metabdlico durante la embriogénesis de
aves precoces gcodorniz: A}l y altrices (paloma: B). Los
resultados estan expresados como porcentaje del gasto
metabdlice previo al ‘“pipping" (respiracidn pulmonar).
El ctiempo se expresa cocmo el porcentaje del pericdo
total de incubacion (Tomadc de Vlieck v Vleck, 1988).
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III. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Independientemente de la estrategia embriogénica particular de
cada especie, en todos los vertebrados se ha demostrado que las
HT son uno de los factores enddcrinos mds importantes para la
maduracidn global del organismo (Tata, 1980). Asf{ y para el caso
especifico del sistema nervioso, se conoce que la neurogénesis,
la sinaptogéhesis y la mielinizacidn dependen basicamente de gue
existan en el microambiente y el tiempo apropiados,
concentraciones suficientes de tironinas biocactivas. En otreas
palabras, se sabe que existe una clara y estrecha asociacidn o
interdependencia entre el periodo critico v hermonas tiroideas.
Es probable que 1la diferencia entre una Yy otraz estrategia
emoriogénica dependa primordialmente del tiempo en el cual
"maduran' los diferentes organos y sistemas del organismo
(Hopkins y Thorburn, 1972; King y Delfiner, 1974; Tata, 1980;
Thommes e Hylka, 1978; Decuypere y col, 1982; Galton e Hiebert,
1987; McNacob, 1987; Thommes, 1987; McNichols vy McNabb, 1988;

McNabb, 1988).
Tironinas en Especies Precociales

La mayor parte de los estudios en especies prezccciales han
utilizado al pollo, la codorniz v el borrego. En =. caso de las

aves, se nan detectado tironinas bicactivas circulantes desde el

= FE



segundo tercic del pericdac incubacidn (Davison, 1978 ThommE: &
Hylka, 1977;). Sus valores incrementan asociados al <crecimiento
del embridn y se trigplican subitamente el dfia 17, manteniéndose
as{ hasta el dia 15, cuando ocurre otra elevacion (3 veces mds)
que persiste hasta las 24 horas posteclosidn (King v col, 1977;
Thommes e Hylka, 1977; Decuypere y col; 1982; McNabb y col,
1984). En el caso del borrego el perfil de las HT circulantes es
semejante al observaac en las aves. En esta especie v durante el
periodo perinatal, 1los niveles circulantes de 7Ta aumentan

progresivamente en el feto y en la madre hasta el momento del

parto, siendo més elevados los del feto (Nathanielz y col, 1973).

Los estudios en los que se administran bocidgenos con y sin
reemplazo hormonal, nan confirmado que las hormonas tircildeas son
primordiales para <. crecimiento y desarrollo de estas especies.
La falta de crecimiento y la falla en la eclosidn, secundarias a
la administracidn de metimezol, se revierten con T, (King vy
Delfiner, 1974; Thommes € Hylka, 1378; McNabb, 1988; McNichols vy

McNabb, 1988).

En el caso de la zztividad desyodativa los estudics son escasos
v fragmentados, pues sélo se han analizado los aos Ultimos
tercios de la embri:zénesis, Aaemas, la mayorfa ha sstudiado el
tejido hepdtico. Nc cobstante estas limitaciones, l2s resultadcs
MUsELran que la actividaa 5'-D esta presente en dicnss  periocdes
(WU ¥ col, 1978; Bargss v <ol, 1980; Decuypere ¥ Iol, 1582,

segali-plank vy col, 1982: Galton e Hiebert, 1987; F..¢ v c¢2l,



1388, EStoS autores reportan que durante el segundc tercio en
aves, existen en =1 higadc actividades enzimdticas <tante de
activacidn como de assactivacidn, es decir se presentz actividad
5'-D y 5-D, siendo predominante 1la 5-D. En contrast= durante el
tercer tercio la actividad 5'-D se duplica, la 5-D se reduce, vy
predomina la formacidn de T, (Borges vy col, 1982: Galton e
Hiebert, 1987). Este perfil enzimdtico se mantiene practicamente
hasta el periodo de respiracién pulmonar (pipping), en el cual la
actividad 5'-D vuelve a incrementar (Borges y c©ol, 1980;
Decuypere v col, 1382; Galton e Hiebert, 1987), y coinzide con la
elevacidn circulante de T, reportada por otros autcres justo
antes de las eclosidén (Davison, 1976; Thommes e Hy.ka, 1977;
Thommes, 1978; Decuvpere y col, 1982). Ademds recienterente se ha
documentade en 1la codorniz, que la actividad 5'-Z hepatica
observada en el segundo tercio corresponde a la enziza tipo II,
mientras gue la repcrtada en el tercer tercio es tipc I (Hughes vy

McNabb, 1986).

Los resultados obtenidos en este estos estudics permiten
sugerir que la actividad desyodativa hepitica es<2 asociada
cuando menos a los dos Ultimos periodos de maduraci<r-regulacidn
de la tiroides en lzs aves. Efectivamente, se conoce 3sue durante
la embricgénesis la funcidn tiroidea del pollo trasscurre por
tres periocdos especiricos y bien definidos. La priz=sra en la
cual la2 glandula <:roides es funcional y autdncr: (diss 5 a

10.5); la segunda :z:nde la tiroides vya es regulacz:z gor =1 =je
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hlpoté;am: - hiporfisis (a partir del Jia 190.5,: v finalmente la

funcisnal <clarc v sostenid:s
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tercera donde ocurre un  increment

o . . oy . e ; _ '
ascciade a3 la =closicn del £x_10 {dias 19 a 211

La informacion en cerebro es =scasa. Hasta el mamente s2.:
exizts un =studic (Segall-Blarnk y col, 1982, en 1la glénjula
pituitariz e higadc de la madre v el fato en ovejas (125 dias de
gestacidn: tercer tercioc des ambrl:géhesis; y donde pusde

mostrarse 3us la via 5'-D fetal hipofisiaria a difsrenciz de la

hepéti:a =s mds activa gue la materna. Est= hallszgc podria
s - R - " -

estar asociade a la madurazidn cerebral caracter{stiza de 1las

=speci=s grecociales, ques comc se

Por taa:z lo anterier v cadc gue las w{as desveoda=ivas 3 nivel
de lcs difsrentes oOrgancs sclamente s= nan  estudiads en ls
segunda v tercera etapz embriocldgicza. la hithesis de e=ste
trataic rlantsa qua s= preszantan diferencias en la s:ztividad v
selectivizaa de las vias desvcdativas hepatica vy nsural, as{
para dem:szrar la hipdtesis antericr s= plantsardn los siguisntas

cbjetivcs

- Anaiizar la wvfa 5'-D =n higadc v zerstrc d= smbriones ds
polic Jurante las tres difsrsntes =tapas smbricnsria.
3 I =" - I
- i= la via 2°'-7 = higaa:
VOLEr ooy periido.




MATERIAL Y METODOS

Material Bioldgico

Se estudiardn embriones de polle de 5, 6, 8, 11, 12, 13, 14,
15, 16, 17, 18 y 20 dias de fertilizados, incubados a2 37.5 = ¢
con circulacidn de aire vy humedad controlada. Los  hueves
fertilizaaos de la raza Leghorn (Back-cock 300) se obtuvierdn de
la granja "La Veracruz" de la Facultad de Medicina Vaterinaria vy

Zootecnia de la UNAM,
Recoleccidn de Tejidos

4 les dias sefialados, ios embriones fueron extrafdos del husvo

y se sacrificardn por decapitacidn.

En el caso de los individuos de S dfas se analizé =1 embrisdn
completo, mientras gue en los de 6 y 8 dfas se dividid en cabeza
Yy cuerpo. En los animales mayores de 11 dfas rud pcosible

extrasrles nfgadc v cerstro,

Los organc: extra{acs, fuerdn congelaass inmediasamente  =n

acetona/hiele secc tar:z su posterior andlisis.



Métodos Analfticos

Loeg organog de cada indivuduo se homogensizardn en frio  (4=C)
empleando un homogeneizador Potter-Elvehjem c¢on burfer HEPES,

adicionado con EDTA-Sacarcsa-DIT (ver anexo I).

La actividad monodesyodativa 5'-D se determind in vitro en
homogeneizados individuales mediante la técnica de liberacién de
radiovodo, m€todo descrito por Leonard y Rosenbersz (1980) vy
estandarizada recientemente en nuestro laboratoric (Anexo I)

(Aceves y Valverde-R, 1989; Valverde y Aceves, 1989).



IV. RESULTADOS

ONTOGENIA DE LA VIA 5'- D HEPATICA Y NEURAL

Para facilitar el andlisis de los resultados estos se
dividierdn en los zr=s periocdos que abarca la embricgénesis del
pollo. Los resultades globales del estudio se muestrazn en la
figura 9. Observess gque l1a escala en el eje de las ord=nadas es
logaritmica. Tedes los valores son la media + =2 error
estandar. Las unidaces de todas las cifras reportadas

corresponden a uMcl rTs/mg de tejidoshora.

1= Tercic. En el nomogsneizado de los embriones comglazos (5
dfas) se detecta azzivizac 5'-D con un valor de 0.03C - 0.0021
unidaass. Un dfs Zespufs y va separada la cabeza del restc del
organismo, la activizaa enzimdtica incrementa signifi-:z-ivamente
en €. cuerpo (C0.13F - ©.2129% unidades!. Este nivel es 30% mas
elevado que los valores detsctades un dia antes en 2.  embricdh

compieto: mientras 3us en la cabeze los valores scn 2= 2.0178 *

0.002% unidades;) .



(6)
(o]

“n3)
(8) %
8

1M

CEE IR

ooy sopile} Bw, %), jowrl

INCUBACION

DE

DI AS

lLas

Tud

de pollo.

5'-Desyodusn en el cembri6n

actividad

Ia

de

plobales

sultados

tejido/horu.

4 /mg e

corresponden o Mol I

vrror estandar.

a
-
w
P
—
w W
u
5
-
- =z

- 45 -



60! 5.4 EE (n=individuos) !i}
B3 Cuerpo d
odo (10) b
3 e o m s 2 M™mAM
4
o
£
~
3
0
o 100 ©
E
~
-
° ()
=
3
(13) 9}

Figura 1u. Actividad
embriogenasis del poll

expresadas =n uMol

poA |

hn 12 13 1@ 15 1® 17 18
DIAS DE INCUBACION

5'-D nepatica aurante la
llo. Lz unidadss =z-ar
e rTasmg t=:ids ra



22 Tercio. A partir de este periods del estudic se 2isectaran
el hfgado vy el cerebro, expresados en mMol v Mol rTs ;g
tejido/hora respectivamente. Para el dia 11 v como =musstra  la

figura 10, puede apreciarse 2l notable incremento de 1z actividad

s'-D hepéti:a cuveo valor 3.5 + 0.4 unidades es siete vsces mayer

que el detectado en el cuerpo hacia =1 final del primer tercics
o ~ 4 " 5 5 5 P - -
(afa 6) de la embriogenssis v el inicic del segundo (dia 28). En

el caso del cerebro este incremento es de 1.5 veces con respecto
a los wvalorss detectadeos en la cabeza durante los mismos dias

(figurs 11).

-

Hacia el final a este periodo ontogénico (8= 13, la

actividad de 1a 3'- I en amcos tejidos aumenta progresivaments v
4 i P P : 5 i
conserva la proporcidn cobs=srvada al inicio del periocaz dfa 119,

Asi, la enzima en =1 nigado sicanza valeres de 206.6 » 1.3 v en el

cerebro de 39.51 + 3.5 unidades :i(fisguras 10 v 11:.

ocurre un  segundc incremento que duplica los waloras previos

(857.8 + 1.7 unidaaes

En Zontraste v dssis el inicio de este pericdo ocrnssestiszs 1a
actividad cerebral ,figura 11) decae mes del 3¢ 7 lsa * Foedd B
continua descendiends nasts alcanz 52 minims =2 dfa 17

“«. 1% = (.8 unliaiss EfiTe islilefMenty repressnts z radussisin
qe 9 v o VEeoes el LD 1 LG8 a1 1= ¥ O .




respecrtivamentes.

mas tarde (dfa 18). las actividad d= la 5' -D cerebra:
forma agude v alcanza los valores mds altos de tode
(98.0 +« 4,39} Este incremento corresponde a 23 ve-=
del dfa previo (dfa 1 Y Se sostiene hasta el final =
(dfa 20).
% * E E (n=individuos)
509 3 embrign total &
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CARATERIZACION DE LA VIA 5' -D HEPATICA

Los resultadcs d= la caracterizacisn de los tipos 2 snzimas en
la wvia 5° -I nepatica se muestran =n la siguiente zabla. Se
analizarcn hcmogeneizados individuales de higados de 11, 12 vy 18

dias de embri:gzenesis (n=12Z;.

La enzima tipo II fue determinada como aquella rraccion de

actividad snzimatica que persiste en presencila d= F

-
W

actividad tipc I fue calculada comoc la diferencia entres

actividad tipz II v la total

CARACTERIZACION DE LA VIA 5'-D HEPATICA EN EL EMBRION DE POLLO

SUSTRATO uMo | rT3 / mg / h PORCENTA]JE
DIAS rT3 rT3 + PTU TIPO I TIPO 11
1 3.1 + 0.6 0.6 + 0,003 80.6 19.4
13 21.8 + 1.0 15.2 + 0.002 30.1 69.9
18 20.8 + 0.4 13.8 + 0,003 33.0 66.0




Puede apreciarse zu=s lz actividad 5'-D hepatica pressnta en

todos los tiempes analizados, los dos tipos de enzimas. En el

dia 11 predomina en un 8C% la tipo I. Finalizando el 2= y en el

3= periocdo (dfas 13 v 1& respectivamente) de embriogéhenesis la

situacidn se invierte, predominando ahora la enzima tipo II.



V. DISCUSION

Hasta donde conocemos e8te &8 el primer estudio que analiza en
estadfos embriogénicos tempranos la actividad desyodativa =n el
higado ¥y el cerebro de pollos. La actividad detectada en uno vy
Otro compartimento (cabeza y cuerpo) durante el 1= <tercioc,
probablemente corresponde al cerebro e higado respectivamente.
Esta suposicidn resulta razonablemente vdlida si se toma en
cuenta no solamente la masa de uno y Ootro organo sino tambien el

curso temporal gque exhibe la enzima posteriormente.

1=r Tercio. Los resultados muestran claramente gque 2 partir
del dia 5 de la embriogénesis. los nomogeneizados ae embriones de
pollo completos exhiben actividad S' desyodasa. Este nallazgo
aunado al importante incremento que ocurre un dia despuéé en
ambos compartimentos, complementa c¢tros trabajos que observan
actividad 5' D a partir del dia 8 de la embriocgénesis (Borges v

col, 1980), y podria explicarse al menos en parte, por

secrecion activa de Ta que aparsntements =2 iniciz =2 partir del

|
i



22 Tercio. El presente =studio muestra una marcada diferencia

en la actividad de la 3' [ en el higado v 21 cerebro hacia el
final del 22 tercioc d= la embriogénesis. El incremento
progresivo de la enzima =n ambos organcs esta de acuserdo con 1
hecho de que el dia 11 inicia su operacidn el eje hipotdlamo -
hipéfisis -  tiroides (Thommes, 1987). For otra parte, la
suspensidn y abrupto descenso que muestra la actividad de 1la
enzima en el cerebro, coincide con datos recientes en el pollo

que muestran la disminucidn de receptores cerebrales a T5

[
Al

{Mazumber y Banerjes, 385; Bellaparba y c¢ol, 1338) ¥y a
zomatomedinas en este periodo embriogénico (Haselbacher v col,
1980). Estos hallazgos son congruentes con el heche de que al
final del 2= tercic, el embridn ha completado 1la neurogénesis v

se inicia la maduracidn neuronal (Hamburger y Halmiton, 1951).
Este aparente "hipotiroidismo local” podrfa formar parte de un
"mecanismo protector” de la maduracidén neural, vya gue 1la
administracidn de Ts durante este periode provoca sinapsis
precoces y "desincronizadas” (Schapiro ¥y col, 1970), v se ha

visto gque gquien dirige las coneccicones celulares cerecrzies en

dicho periocdo es 1la Ta (Gzlton vy Cohen, 19&0;: Kaplan, 1986

F : ! 4 ¥ -
La actividad enzimatica =n el higado, gue alcanza Sus vaiores

r'd
maximos durante esta edac embrionaria (dias 11 a 13, zambisz
progresivamente nhacla la +Ya lenta v de autooonsumo tipa IIY., En
=] dia 11, el 80% corresgonde a la tipe I: mientras 3us 31 final

vala 151, =3ta a=scienc= =3l 40% vy predomina la tig

]
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datos coinciden con la disminucidén que observamos en el cerebro v
podrfan, como han sugerido ctros autores para el boarresc (Fisher
y col, 1977) y el renacuajo (Galton vy Cohen, 1980}, formar parte
del mecanismo preventivo o protector de los efectos neuragéhicos
de la Ta. La presencia de la via tipo III o de desactivacicn en
el higado de embriones de pollo a partir del dia 8 y hasta el 17.

©5ta de acuerdo con la explicacion anterior (Berges y col, 1980).

en la presente tesis durante el periodo perieclosidn (dias 18 vy
20 de incubacidn), confirma reportes previos en el pollo y la
codorniz gue muestran que la actividad enzimatica incrementa
aramaticamente durante el inicic de la respiracién pulmonar, Vv
alcanza sus valores maximos el dfa de la eclosidn (Borges vy col,
1380; Decuypere v col, 198Z; Hushes vy McNabp, 196%; Galton =

Hiebert, 1587).

Aungue escasa, toda la informacidn disponible respecto a la
caracterizacion de las vias =nzimaticas en el nfgadc hasta el dfa
18, coincide con nuestros resultados. En codornices y pollcs,
durante el tercer tercio y hasta antes de la respiracion
pulmonar, la actividad hepatica es tipo II. Posteriormente vy
aunque en la presente tesis no se analizd. el hizado de estas
especies presenta actividad tipo I (Hughes y Mciatb, 1386: Galton
y Hiebert, 1987; Scanes vy col. 1387).

i
n
l A}



El agudo incremento cbservade en la actividad S5' C© cerebral
Jurante este periodo, sugiere que la maduracion de =s%e crgans,
que antecede a la eclosidn, es dependiente de L= tironina
activa. Esta interpretacion encuentra apoyo en los estudios que
muestran el aumento exponencial que ocurre en el gast: metabclice
del embridn durante este periodo (Vleck y Vleck, 1957: figura &8,
y esta de acuerdo con el unico estudio sobre €1 particular

realizado en borregos durante el periodo perinatal (Sn=gall-Blank

y col, 1982).

En resumen, en este trabajc se utilizd’ como modelo de
desarrollo precocial al embridn de pollo. El analisis de 1las
vias desyodativas hepética v cerebral sugiere que su instalacidn
esta asocliada a la ontogenia del eje nipotilamo - :ipofisis -

tircides y que ellas podrian ser "marcadores" de maduracicn

. . &
metapdlica y funcicnal del organismo.



VI. CONCLUSIONES

Los resultados de éste trabajo muestran claramente que:;

- la actividad 5'-D esta presente desde el primer tercio de la
embriogénesis del pollo.

. ’ y
- la actividad 5'-D hepatica aumenta progresivamente con el
desarrollc del embricdn.

- durante el segundo tercio de la embriog€nesis la actividad
enzimdtica en el higado es predominantemente de autoconsumo
(5'-D tipo II).

- la actividad 5'-D cerebral muestra un compocrtamiento
bifdsico. cuvos incrementos parecen asociadocs a la
neurogenesis (1% tercioc) v a la mielinizacicn (3er

cmroic }

- el decremento de la actividad 5'-D cerebral y el cambio de

via enzimatica hepdtica (29° tercio), parscen formar parte
- e
del mecanismo protector de maduracidn neural.

- el agudo incremento de la actividad 5'-D en ambos organos
durante la respiracion pulqonar. esta estrechamente asoc%ado
al aumentc del gasto metabolico que antecede a la eclosion.

Sobre estas bases resulta razonablemente valide proponer un

models de la posible participacidn que las vias desvcdativas
tienen en el a==sarrolic del emoridn de polle (figura 12). El
modelo conjunta informacion pertinente de la literatirs asi como

1o resultados ootenidos en esta itesis.

]

w

w
1



— Via Tipo I 5'- D Hepdtica— — Via Tipo I 5'~ Hepdtico —

e i s v |
2|  |s5]se] el 3]is[i6]i7i8]19]20] 21

O Primordio Tiroides L Conexion - i Proteccidn inicio de lo
firoideo difererencioda Epe T L-."S'!’P!‘.":‘F_"__’_a__‘- o ‘

Dias ll’ . |
Incubacion Via Tipo I 5'-Hepdtca

HHT = Hipotdlamo - hipdfisis - tiroides Eclosion

Figura 11. Modelo ontogénico de la sintesis, Liberacion v
Biotransformacidn de Tironinas. La figura esquematxza el
periodo emDYngénluo del pollo gue complende 21 dias, as
como los prlnglpqles eventos ,morleogluue y fisioldeice
del eje hipetalame - hipofisis - tiroides y de 1
biostransformacidn organo - especifica de las tironinas.
Estos eventos se relacicnan sronologicamente con el
crecimiento v desarrollc del embridn (para mayorss
detalles vease texto).

LR T SN

El hallazge de actividad 5' D tipe I en cuerpo y cabeza durante
el 1=r tercio de la =mbriogeénesis es congruentes con &l hschco de
que durante este periodo ocurre una acelerada multiplicacidn v
diferenciacidn celular. Al igual gque la gléndula tircides, es

probable que la actividad enzimdtica sea hipofiso-independiente v

]
1
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8
1
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=5te regulada por las concentraciones circulantes dsl fLETreIo

(Tai.



El establecimientc funcional v dependencia neurcendderina
tiroidea (coneccidn del eje HHT) parece asociarse a cambios en la
magnitud y tipo de la actividad desyodativa. Estos cambiocs en
higado vy cerebro coinciden con el periodo de proteccién
neurogénica descritc en la literatura y en su regulacidn podrian
participar, ademas del eje HHT, otras hormonas como la hormona de

crecimiento y la adrenocorticotropica; asi como algunos

esteroides y factores de crecimiento locales.

El modelo considera que el inicio de 1la respiracion pulmonar
constituye la senal que desencadena los cambics en 1la magrnitud v
tipo en 1la monodesyadacién cerebral y hepética. Este nuevo
reajuste enzimatico es determinante para 1iniciar y mantener el
elevado gasto metabdlico que antecede a la eclosidn. Es probabls
que ademds de las hormonas va mencionadas, la regulacicn
enzimdtica durante este periodo est€ influfda por el palance
nitrogenado positivo que caracteriza a este pericdo de

hipertrofia celular.
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ANEXO 1

Tecnica de Liberacion de Radio - Yodo.

Fundamento _y Metodologia. Esta técnica se fundamenta en la
monodesyodacion periférica de la molécula de tironina y consiste,
en determinar la actividad enzimatica de la desyodasa, en este
caso de la via 5'-D mediante la cuantificacidén del I- liberadc a

traves de esta via,

Para la realizacidn de este ensayc es necesario contar con un
sustrato radiactive 1o surficientemente puro para tener la certeza
de que el I- liberado es productc de la accidn enzimatica y no
de la radiodlisis de la normona. El método gue se empled para
limpiar el trazador fue una electroforesis descendente en papel vy

se describe a continuacion.

Electroforesis_descendente _=n__papel. Se coloca la muestra

reversa TIa (obtenida de New England Nuclsar) en el origen del
papel filtro (Wnatman # 31 Vv S2 seca con Nz. 3= deja correr a 0.8
Kv v 5 mH por 15 minutos, utilizendc como azarrezdor NHaal SO
mM. Transcurrido este tiempc se detiens la slsciroforesis vy ss=
eluys la normona con NaOH C.CalN y HzO destilsaca:; va gqus 2 pHe muv

acidoss ¢ muv basicos 143 tircninas s2 scluniiizan., La normona =&



mantiene en amortiguador de fostatos 1M / EDTA 10 mM pH 6.9.
Antes de utilizarse en el ensayo se le agrega DTT Z0 mM (Donader
de grupos tioles) vy Ta fria. A este preparadoc se le concce como

mezcla radiocactiva.

Preparacion del Homogeneizado. Todo el procedimientec se realiza

en frio. se pesa el tejide y se homogeneiza en amortiguader
Hepes 10 mM pH 7.0; adicionado con EDTA-sacarosa-DTT (1.0 mM, O.
32 M v 10 mM respectivamente), en una propor:idh 1:10

peso/volumen.

Guantificacidn de la Actividad Enzimatica. En tubos eppendorf,

se incuban por duplicado a 37 © C los siguientes reactivos:

- 50 ul del homcgeneizado

- S0 ul de la mezcla radiocactiva (50,000 cpm aproximadamente,

El tiempc de incubacion varfa segun el tejido, para el higado a
una dilucidn 1:100 s= incuba durante 2 horas, mientras que para

=] cerebro son 4 heras ¥ concentrado

La reaccidin se getiene adicionando 50 ul de una z2lucidn de

suer<e povine normal v FTU 1u mM (1:1, wv/v) y 350 2. de acide
tricioroazetico (TCAT al 10 7.
Los tubos se ceontrifugar a 2,507 rpm x 10 min 2 <= ¢ 4 2]

scorenadante Se ap-1:3 =n columnas empacadas con 4ana rasins e

intercamois cationi:: Dowex S0OW - X2i, en deonde tTodas las

~l
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tironinas son deten:cas =n la resina y solamente passz

liperado.

Las columnas s= =.uven con 2 ml de dcido acetico glzzizl al 10
% vy la radiactiv.iad de=l eluf{do se cuenta en un esps:zrdmetro

Eamma.

Los resultados s= czlculan como se indice a continus:zisn y se

expresan en uMol de I liberado/mg de tejido/hora.

cdlculos.
n ® Z x 20 » 2
———————————————————— X Factor de dilucion.
Hx5
Donde :
1

o= [i=>
Z = Posicidn Ii=ze

o
<. = Conversion a ml.
2= 2 nM Ts
A = tiempo de incubacidn

= mg de tejido

i
I
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