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1, RESUMEN

En la presente tesis se analiz6 la participacion del sistema nervioso simpatico (SNS), de la hipdfisis,
y da algunas hormonas v.gr., adrenocorticotropina (ACTH), dexametasona (DEX) y tiroxina (T4} sobre fa
ragulacién de a actividad S'Desyodasa tipo 1l (5D -H) en el hipotdlamo (HP) y en la gldndula suprarrenat
(S/R), La aclividad de esta enzima se analizé en ratas expuestas a frio agudo (4°C, durante 15, 30, 60 y
120, utilizando diferentes modelos experimentales: animales intactos (INT); falsos operados post-
laparatom(a (FO-LP), esplacnotomizados de la gidndula S/R izquierda {DESN), falsos operados de hipdfisis
(FO-HPX), y animales hipofiseclomizados (HPX).

Ademas da confirmar gue la actividad basal de la 5'D-il HP es Inversamente proporcional a las
concentraciones de hormonas tiroideas (HT), los resultados de esta tesis muestran que la aclividad neural
aminérgica s importanta en la regulacién fasica de esta enzima. En efecto, nosotros observamos que la
elevada actividad "basal* exhibida por los animales HPX relorné a valores normales (semejante a INT), 4
hrs post-administracién de una sola dosls de tiroxina {1 ug/ 100 g). Ademas, independientemente del estado
tiroldeo, nuestros resultados muestran que en todos los grupos la actividad ezimdtica en el hipotalame
aumenta durante la axposicién al frio. Esta respuesta de termormragulacién fué mayor (2-3 veces) en los
grupos de animales operados (FO-LP, DESN e HPX) que en los animales INT. Estos resultados sugieren la
participacién de una influancia naural sobre la activacién fasica de la 5°D-li.

Con respecto a la aclividad desyodativa de [a glandula S/R, nuestros resultados mussiran gus la
5'D-11 es tegulada por la divisién simpatica del slstema nervioso auténomo. Esta regulacidn incluye un
controf ténico (nervio esplécnico) y una influencla fésica en respuesta a demandas de termorregutacién.
Esta interpretacién se vio reforzada por la elevada actividad basal que exhibieron los animales HPX, cuyo
hipopituitarismo provoca hiperactividad secundaria del tono simpético. Por otra parte, también observamos
la participacién de algunos factotes humorales, como la DEX, scbre 1a regulaclén de Ia 5'D-1l an animales
INT. Inesperadamente la ACTH no tuvo ningtin efeclo sobre dicha actividad. En conlrasle, la administracién
de estas hormonas a animales FO-HPX e HPX, cuya actividad basal estd incrementada (4 y 2 veces
respectivamante) se acompafié de una inhibicién en la actividad de fa 5'D-1l. Hasta ¢l memento estos
resultados no nos permiten dilucidar si estos efectos son directos, o si estdn mediados por 1a participacién
conjunta de otros mensajeros. Pensamos que el sleclo estimulatorio de los glutocorticoldes (animales INT)
sobre [a actividad §°D-il podria eslar mediado y modulado por el SNS, y que e! efecto inhibitorio del
estarolde sobre la actividad enzimdtica de los animales FO-HPX e HPX pudiera estar mediado ademds de
la influencia neural, por algin otro factor probabl te de r leza humoral. Dada la simifitud de
respusesta entre ambas grupos de animales {FO-HPX e HPX) proponemos que pudiera tratarse de algin
{factor no-hipofisiario, que es secretado durante 'a respuesta de eslrés (ciruglia) y en cuya regulacion
participa la ACTH o bien los glucocarticoides. Entre fos candidatos posibles se encuentran la hormona
liberadera de corticotropina (CRH), algin péptide hipotalamico derivado de la pro-opio-melanocorina




(POMG), o algan mediador del si Inmune laticinas hipc icas)

En conjunto, los resultados de esta tesls permi lulr que la lacién de la actividad 5'D-I|
HP y SIR, es 6rgano espacifica y depende da una exiensa y compleja red de sefiales y factores neuro-
Inmunoc-endécrines entre los que destacan al SNS, la produccion y aporte de tlronlnas, y los

glucocorticoldes.




il. INTRODUCCION
Todos los seres vivos regulan sus funclones mediants los llamados mecanismos homeosléticos. En

términos operativos, la homeostdsis es un conj do p e ' que

tienden a mantener ¢l medio interno relativamente estable. Esta constancia relativa permite a la célula o al

organismo funclonar bajo condicionaes “éptimas*, mantenlénd dentro de clertos [imites, independiente de
las constantes fluctuaciones del medio externo. Este concepto propuesto originalmente por Claude Bemard
(Bernard, 1878), fué desarrcllado ya en este siglo por Walter B Cannon {Cannon, 1941). Se trata de una

nocidn uni 1 en las clenck g K qus s aplica a cualquier nive! de organizacién (revision:

Mrosovsky, 1990). En los vertebrados es blen conocida la importancia que tiene al sistema nauroendécrino

en la Integracién, regulacién y ejecucién de diversos p y I h tdticos. Esto es
particulammente claro en el caso de los org: y an qul se ha astudiade ampli t

la activacién del sistema décrino durante la exposiciin a bios en la - b I. Se
conocce qua en los homeo!em?os la exposicidn aguda ) a bajas temp activa de manera

inmediata cada uno de los componentes que integran e sistema simpatoadrenal (SSa) y los ejes
hipotalamo-hipétisis-corticosuprarrenal (HHS) e hipotalémo-hipétisis-tiroides (HHT). Asl, se sabe que las

catecolaminas y los gl icoides son las principales b que intervienen durante la respuessta

aguda de termoregulacién al frio, elevando el matabolismo da teidos especificos como e tejido graso café

y ¢l musculo esquelético (revisién: Gale, 1973; Himms-Hagen, 1975; Landsberg et al, 1884; Wang & Lee,
1989). Ademas, la exposicién crdnica al fifo (horas-dias), se acompaha de una elevacidn en el metabolismo

basal. Este aumento en e! consumo energético es secundario a la elavacién en los niveles circulantes e

intraceluares de tironinas, p wente de triyodotironina (Ta) (Fregly, 1989). Actualmente se conocs

que sl blen es cierto que el 20% de fa T3 cli s sintetizad: retada por la gldndula tireldes; el 80 %

restante proviene de la desyodacién perfférica de la tiroxina (T4). Este proceso de biotransformaciin

periférica es lizado por un si de i que reciben el nombre genérico de desyodasas, La
actividad de estas enzimas es drgano-aspacilica y se modifica dependlendo del balance energético que

prevalece en cada érgano (revisidn: Warlofsky & Burman, 1982; Kaplan, 1986; Larsen 1991; Kohrle et al,



1991).

El antecedente inmediato de este trabajo lo constiluye una serie de estudios previos de nuestro
laboratoric que formaron parte de mi tesls de Licenclalura (Angulano, 1990; Angulano, 1991). Estos estudios
mostraron que en la rata la exposicién aguda al frio elevé de manera Inmediata {minutos) la actividad de la
desyodasa en el hipotdlamo y en la glandula suprarenal. La presente tesis se dlsefié para analizar la
participacidn del sistema nervieso simpético (SNS) y de la adrenocorticotropina (ACTH) como posibles
reguladores de la actividad de la desycdasa suprarrenal. Por todo lo anterior, en ta primera parte de este
trabajo so revisard aspectos genserales sobre la respuesias de estrés y por ende algunos aspectos
fisiologlcos del sistema SSa y del efje HHS, cubriendo con mayor delalle la regulacién neuro-endderina de la
desyodacién paritérica. Posteriormente se plantea el problema experimental y la hipétesis de trabajo. A
continuacién se describen el malerial y métodos que formaron parte del disefio experimental, y por Uitimo se

prasentan y se discuten los resultados.



lIl. MARCO DE REFERENCIA
Todos los seres vivos responden, dentro de clertos limites, a los camblos en su medic externo.
Cuando un organismo homeoterma sa enfrenta a una demanda matabdlica como es un cambio en la

tem i 5 i

se denan una serie de respuestas conducluales y

neurcendécrinas (estrés) encaminadas a compensar fa ¢ da termor tacion. Especificamente en
esla tesis sa ulilizé como modelo experimental la exﬁoslckin aguda al frio de un homeotermo. FPor esta
razén se ravisan de manera general algunos aspectos fisloléglcos de la respussta neurc-enddcrina de

estrés. Dicha respuesta es coordinada y regulada por el SSa y los ejes HHS y HHT.

DEFINICION DE MEDIO INTERNO, HOMEOSTASIS , ESTRES Y CONCEPTOS RELACIONADOS

En‘el siglo XIX, Claude Bemard fué e! primero an esludiar y reconocer la importancia que tiene la
estabilidad del medio intemo para la supervivencia de los organismos, y propuso el concepto de armonia
del medio intemo. Este canceplo fué desarrollado por Walter B Cannon quisn denotd con el término de
homeostdsis, a los mecanismos fisioldgicos coordinades que permiten asegurar una constancia relativa del
medio interno, el cual s continvamente cambiado por fuerzas externas © estresores. Cannon fué también el
primero en reconocsr que un disturbio fisico o emocional {estresor) proveca una aclivacion del SNS y de la
medula adrenal {SSa.}, y que son las catecolaminas los principales efectores ds la reaccién de *hulda” o
“alarma® (Cannon, 1941).

Posteriormente, fué Hans Selye quien tomé prestado el término "estrds' de la fisica y o definié
como un sindrome producido en respuesta a una variedad de eslresores. En efecto, Selye observs que el
organismo reacclona de un modo Unico y estereotipado (respuesta inaspecifica) ante estimulos
completamenta diferentes (Infeccién, trauma, fatiga, frio, hipoglucemia, etc). Desde el punto de vista de la
fisica, el concepto de reaccién de estrés inespecifica se refiera a fa relacién que existe entre una fuerza y la
resistencia opuesta. Asf por ejemplo, la presién y fa tension pueden someter a la materia Inerle a una
reacclén de esirés. En base a estos conceptos, sa considera que el sindrome general de adaptacién (SGA)

serfa el equivalente biolégico de la respuesta inespacifica de un organismo ante un estimulo astresor. E!



SGA se define como un conj de 1 ipados {psicoldgicos y fisiclégicas) desencadenades en
respuesta a una amplia diversidad de agentes estresores. Selye demostrd que estas respuestas adaplativas
son muy comunes en pacientes con enfermedades crdnicas (reumatismo, hipertansién, leslones vasculares,

etc.) y definié el SGA como un estado através del cual se preserva la vida {Selye, 1963).

SINDROME GENERAL DE ADAPTACION (SGA)

Como ya se mencloné la aparicién del SGA roprasente una respuesta adaplativa del organimo, sin
embargo en situaclones crénicas puede flegar a producir estados patolégicos. Algunas de las caracteristicas
mas distintivas a la aparicion del sindrome son: a) aumanto de! tamafio de la corteza suprarrenal; b}
involucién del timo; ¢) ulceraciones en el traclo gastreintestinal y d) multiples reacciones de tipo shock.
Dependiendo de la duraclén del sindroms, se pueden claramente diferenciar tres estadios secuenciales: 1)

1a reacclén do alarma, 2) la fase de resistencia y, 3) la etapa de agotamiento.

« Beaccién de Alamma, Esta fase no adaptaliva, sistémica, es definida come la suma de todos los
fendmenos no especliicos pmvocaaos por la exposicidn repentina a un estimulo estreser. Alguncs de

estos fenémenos son de caracter pasivo (estado de shock); mientras que otros son mecanismos activos

(v.gr.; efectos cardi tlares) de dat La instalacién de esta fase conslituye la primera etapa del
sindreme, y gran parte ds ella esta medlada por las calecolaminas provenientes de la aclivacién det

sistema simpato-adrenal.

» Estado de Resistencia, Esta fase represenia la suma de todas las reacciones sistémicas no-especificas,

o :

p por ia exposicién prolongada de un organismo a un eslimulo, Esta fase sa caracteriza por

que hay un aumento de la resistencia del organismo a un determinado agente estresor, redundando en
una adaptacldn "éptima®. Gran parte de las respuestas de esta fase estan medladas por los

glucocorticoldes provenientes de la activacién del efe HHS.



« [Estadode Agotamiento, Esta etapa se caracteriza por Ia instalacién de una serle reacciones sistémicas
no-especificas, en respuesta a una prolongada sobre-exposiclén del organismo a un agente estresor.
Una caracteristica distintiva de esta fase es que la raspuesta adaptativa no se logra mantener y

“

[ parece. En cc la, el organismo entra en un estado de agotamiento que lo puede conducir a

fa muerte. (Selye 1955-56; 1963).

Actualmente se considera que la adaptacién es fa capacidad que tlene e! organismo para adquirir
resistencia a cambios en su medio intero o externo, Las respuestas adaplativas comprenden una serie de
reacciones fisicas y conductuales que Intenta contrarrestar los efectos de un agente estresor con el fin de
restablecsr la homeostdsls. En este contexto el estrds se ha definido como un estado de no-armonla o de
amsnaza a la homeostasls {Chrousos, et al, 1992). Existen abundantes evidencias que indican que estas

rospuestas adaptativas al estresor, pueden ser especiticas o bien das y no especlfi {revisidn:

Landsberg & Young, 1985; Kopin, 1989; Dorn & Chrousos, 1992),

PRINCIPALES COMPONENTES Y MECANISMOS DEL SISTEMA DE ESTRES.
La idea de sistema de estrés es relalivamente nueva y fué propuesta por Chorousos (1992). Como

su nombre lo indica ! sistema da estrés estd Integrado por el conjunto da érganos y tajidos que particlpan

en [a instalacién de resf adaptati Entre tos principales efectores es de este si

destacan a nivel cenlral; la hormona liberadora de corticotropina (CRH) y el el nicleo cerilaus
(noradrenérgico) del sistema nervloso simpatico. La estimulacién de este sistema trae como consecuencla

la activacidn periférica del SSa y del HHS. Ademds de sus propics mecanismos de regulacion, el SSa y el

HHS comp algunos m 1 do activaclén {serotonina y acetilcolina), y de inhiblcidn (dcido gamma
amino-butlrico -GABA- y péptidos oploides), estableciendo un flujo de informacion bidireccional para la
ragulacién entre uno y ofro. A continuacién se ravisard de manera detallada cada uno de estos dos

componentes del sistema de esirés.



SISTEMA NERVIOSO AUTONOMO (SNA}

Tradicionalmente al sistema nervioso autdnomo (SNA) se le ha denominado sisterma nervioso

i I, 0 vagetative, ya que N funciones que no se encuentran bajo nuestra voluntad. El
SNA comprende a todos aquellos grupos de cuerpos neuronales cuya localizaclén se encuentra fuera del
sistama nervioso central y cuyo origen embrioldgico sa remonta a las células de la cresta neural. De
acuerdo a la clasificacién anatémico-funcional propuesla pot Langlay J N en 1921, el SNA comprende tres
divisiones: la simpética, la parasimpatica y la entérica. La divisién simpatica estd conformada por todos
aquellos grupos neuronales cuya localizacién se encuentra a nive! de los segmentos tordco-lumbares de la
médula espinal. La divisién parasimpdtica comprende aquellas neuronas cuyo origen se encuentra en el

tallo cerebral y a nivel del segmento sacro de la medula espinal. Por tltimo destaca la division entérica

cuyas feuronas se localizan en el traclo gastro-intestinal formando plexos en la mucosa y submucosa

(Gibbins, 1990). Par los objetivos de esta tesis unic haremos ref ia a la divisién simpatica.

Divisién Simpética (Toraco-Lumbar).

La divisién toraco-lumbar del SNA comprende grupos de neuronas pre-ganglicnares ubicadas a
nivel de! tallo cerebral ¥ de la columna Intermedio-lateral de la médula espinal (sagmentos T-1 a L-2). Las
fibras de estas neuronas (mislinizadas) hacen sinépsis con celulas post-ganglionares; constituidas por los

ganglios para-ver lataro vertebral), los pre-aorticos o pre-ver it frente a la

columna) y por neuronas motoras.

Los ganglios paravertebrales consisten en 22 pares de ganglios dispuestos a ambos lados de la
columna vertebral. Estdn unidos entre si por troncos nerviosos y a los nervios raquideos por las ramas
blancas comunicantes, Estas ramas fransportan fibras mislinicas pre-ganglionares que emergen de ja
medula espinal y las ramas grises transportan fibras post-ganglionares (sin mielina) hacia fa medula. El mds
grande de estos ganglios es el cervical superior, cuya inervaclén comunica con fos nsrvios craneales.

Los ganglios pre-vertebrales sa hallan en el abdomen y la pelvis cerca de la superficie ventral de la
columna vertebral, incluyen principalmante a los ganglios celiaco, mesénterico superior e inferlor y el adrtico

renal. De estos ganglios emergen fibras postganglionares que establecen sinapsis en los efectores



viseerales (musculo liso, mdsculo cardidco y algunas glandulas) (para revisién Thomas, 1087; Gibbins,
1980).

Por mucho tlempo se consideré que unlcamente dos de los neurotransmisores “clésicos"
noradrenalina (NA) y acellicotina {ACh) mediaban la transmisién etectora de los ganglios auténomos, Se
sabfa que la ACh es el mediador quimico cldsico de la sindpsis entre las neuronas pre y post-ganglionares,
asl como la NA fo es de la sindpsis que ocurre enire las neuronas post-ganglionares y las células efectoras.
Sin embargo, ahora es claro que existen neuronas autonémicas periféricas que utllizan neurotransmisores
diferentes de ACh o NA. Las mds comunes de estas sustanclas son los neuro-péptidos {encefalinas,
neurotensina, sustancla P, etc), las purinas (ATP, adenosina, etc) y algunos derivados de aminodcidos
{dopamina, serotonina, GABA, etc), (revisién Thomas, 1987; Lindh & Hokfelt, 1990).

De lodos los diganos inervados por la divisidn simpélica las células cromatines de la médula
suprarrenal  constituyen un componente peculiar del sistema. Estas células ademds de poseer
caracterfsticas endécrinas, reciben a través del netvio esplicnico aferencias pre-ganglionares.

Sin embargo, desda principios de este siglo se reconoce que el sistema nervioso simpétice y la
médula suprarrenal constituyen una unidad funcional denominada SSa, cuya actividad concertada participa

y regula di T

: de estrés {Landsberg & Young, 1992). Aunque la Interrelacién entre los dos
componentes de esta unidad funcional es compleja y alin no se conoce de manera completa, si se sabe gue
es allaments coordinada y que en algunas situaciones fisioléglcas la estimulacién de ambos componentes

es divergents (Young et al, 1984).

SISTEMA SIMPATO-ADRENAL ($Sa)
Organizacién Funcional.

La excepcidn dentro de ta divisidn toraco-lumbar la constituyen las fibras que emergen de la inédula
espinal hacia la glandula suprarrenal. En efecto, aunque las fibras aferentes a la gidndula son de naturaleza
preganglicnar, sus sindpsls no se establacen con un ganglio sino con las ¢élulas cromafines. Por esta razén
se ha considerado a la médula suprarrenal come un “ganglio modificado”, ademas de tener un origen

embriolégico homdlogo (cresta neural) .



Las células cromalflnes de la médula suprarrenal estdn inervadas por neuronas simpdticas

preganglionares {nervio espldcnico) localizadas principalmente entre los segmentos espinales T1-l1 (Keese

et al, 1988). La contribucién més grande proviena de To, sin embargo, reci te, se ha d io
que ademds da 1a inervacién preganglionar, la médula suprasrenal de la rata recibe también aferencias
postganglionares, L.a distribucién de estas fibras {céiulas postganglionares) en la cadena simpética esta
restringida a los ganglios paravertabralas da Ts-T1z (Kleitman & Holzwarth, 1985; Kesse et al, 1988; Carlson
et al, 1990). Aunque no ha quedado del todo demostrado, se ha propuesto que tas fibras preganglionares
(colinérgicas) inervan a las células cromafines y las post-ganglionares (adrenérgicas) inervan estructuras de
la corteza {parénquima o vasos sangufneos). Aunado a esto, en la corleza suprarrenal se ha demostrado la
presencia de una gran variedad de neurotransmisores como son: la NA, la DA, el neurcpéptido Y, hormona
liberadora de corticotropina (CRH), sustancla P, péplido vasoactivo (VIP), met y leu-encefalinas (revisién
Charlton, 1990). Estos hallazges fuertemente sugieren que la inervacién pre- y poestganglionar padria ejerce
un control sobre la cortaza suprarrenal, y que asta via podria ser un medio de comunicacién entre ambos

compenentes de la gldndula.

Regulaclén Fisiolégica del SSa.

La velocidad de sintesis y i6n de catecolaminas a nivel de las teiminales nerviosas

simpaticas (post-ganglionares) y de la ACh en las tarminalas norvicsas pre-ganglionares de la medula

p | esté d inada de directa por el estado funcional del SSa. Este nivel de actividad

neural 8s cC cia de la 5n 8 integracién de sefiales nerviosas que convergen a los centros

reguladores simpdticos del tallo cerebral e hipotélamo. En efecto, la actividad neural de estes centros estéd

modulada por las aferencias les centrales pro! de otras regiones del sistema nervioso central
{tallo cerebral, corteza, sistema limbico e hipotalamo) y por las de origan paritérico (aferencias sensoriales y
somdticas al dolor, tempetatura, preslén etc). Ademds, también inlervienen otras variables como son las
caracterisiticas f(sico-quimicas del fluido extracsiular {concentracion de electrdlitos, pH, concentraclén de
hormonas y sustratos, etc). En confunto, la interacclén/integracién de todas estas variables da como

resultado la actividad ténica simpato-adrenat.
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En la regulacion central de la actividad simpato-adrenal paficipan una gran variedad de
néurotransmisores entre los que destacan el grupo de las aminas biogénicas (noradrenalina, dopamina y
serotonina) y los neuropéptidos (oxitoxina, vasopresina, f endorfina, CRH, factor liberador de liratropina,
bombesina y somatostatina). A nive! periférico la ACh es, entre otros, el principal mensajero de las fibras
preganglionares, ¥ las catecolaminas: NA y A, lo son del sistema adrendrgico (post-ganglionar). £n términos
generales, la NA juega principalmente sl pape! de neurotransmisor; mientras que la A, es ademds [a

hormona circulante de la médula adrenal y es liberada sistémicamente (revisién: Landsberg & Young, 1892).

Disociacién de Respuestas: Sistema Nervioso Simpético vs Medula Suprarrenal.

Es bien conocido que la aclividad neural ténica de |2 divisién simpdtica se modifica en respuesta a
una varisdad ds allaraciones en el medio intemo y externo. En efecto, &l flujo simpdlico hacia las diferentes
reglones anatémicas se modifica de manera diferencial y discreta (heterogénea), en respuasta a una gran
diversidad de estimulos. Se sabe que en algunos procesos fisioldgicos la actividad de los dos componentes
de SSa esldn disoclados. Por sjemplo, durante la hipoglucemlia o &l ayuno ocumen simultineamente Ja
estimulacidn adrenal y la supr‘esmn del SNS, misntras que durante la exposicién al frio las catecolaminas
circulantes provienen principaimenta de la médufa supramenal. Esto concuarda con muchos estudios en los
qus se ha demostrade una estrecha relacién entre actividad simpética y termogénesls. Esta disoclacién de
respuastas implica que la NA liberada de las terminales nerviosas ejerce sus efectos en la vecindad de la
célula nerviosa, mientras que la A o NA proveniente do fa medula adrenal ejercen sus efectos a distancia
(via humoral). Por otra parte, también se considera que la capacidad para discriminar respuestas depende
de Ia heteroganefdad neural que prevalece en cada drganc asi como en la posicién y disponibilidad de
receptares, En efecto, se ha demostrado Jue en atgunas situaciones fisioléglcas los receplores adrendrgicos

pueden estar mas orientados a las calecolaminas circulantes, que a la NA fiberada localmente por las

P

nerviosas y vi {para revisién; Young et al, 1984; Landsberg & Young, 1985; Landsberg &
Young, 1892).



EJE HIPOTALAMO-RIPOFISIS-CORTICOSUPRARRENAL (HHS)

Componentes del Eje HHS

Esle sistema estd conformado por dreas o nucleos supra hipetaldmicos, por el hipotdlamo, la
hipélisis y la corteza suprarrenal {revisidn: Orlh, 1992). En el hipotdlamo se localizan un conjunto de
cuerpos neuronales que conslituyen los nicleos paraventriculares (PVN). A estos nikleos convergen
diversas proyecciones netviosas tanto extra- como intra-hipotaldmicas. Enire las extrahipotaldmicas
destacan las aferencias adrenérgicas que provienen de los grupos celulares A1-Ci; Az-Cz localizados en e}
talio cerebral {revision: Plotsky, 1988). Las neuronas del PVN sintetizan y liberan a ia clrculacién porta
hipofisiaiia cuando menos dos péptidos que regulan la funcién hipofiso-corticosuprarrenal: el CRH y la
arginina vasopresina (AVP). Ambos péplides actian en forma sinérgica sobre los corlicotropos de la

adenohipdfisis estimulando la sintesls y secrecién de la ACTH. Esta hormona se sintetiza a partir de una

protelna precursora {prohomena) i da pro-opk | rticotropina  (POMC). El procesamiento
postraducclonal de esta maolécula (protedlisis regulada) en la hipdfisis. da lugar a tres péptidos: la ACTH, fa
B lipotropina y un fragmento N-terminal de 16 K. Una vez sintetizada la ACTH es secretada a fa circulaclén
sistémica y tiene como drgano blanco a la corteza suprarrenal. Su principal funcion esta mediada por AMPc

y of sistema de la protein-cinasa A, y conslste en estimular la estereldogénesis primordiaimente de

g P

glucocorticoldes (cortisol yfe corticesterone, dependiendo de la especie), En esta forma la ACTH estimula a

un conjunto de enzlmas y prote{nas nes ias an la esteralcdogé v.gr., cltocromo-Paso, el receptor de

lipoproteinas de baja densidad {LDL) étc, Ademds de su efecto esteroldogénico, se ha propuesto que la
ACTH también estimula el crecimiento de la gldndula. Sin embargo existen al menos otros dos factores

tréticos de impoertancia fisloldgica. Por una parte se ha do que el f aminoterminal de la

POMC previene la atrofia secundaria a la hipofisectomia y tiene efectos mitogénicos *in vivo® & *n vitro".
Por Ia otra se ha demostrado que la Insrvacidn (espldcnico) participa en la hipertrofia compensadora post-

adrenalectomia (ADX) unilateral (revisién: Orth, 1992; Martin, 1985).



Regulacién del Eje per Glucocorticoides
Como se llustra en el ESQUEMA 1 la regulacion del eje hipotalamo hipéfisis suprarrenal incluye
lanto sistamas de conlrol de asa ablerta como de asa cerrada. Entre los primeros destacan la oscilacién

circédica del sistema y su capacidad de respuesta a diferentes t la g i6n de la

oscllacion circddica reside en el nicleo supraquiasmatico y esta sincronizada por e ritmo suefio- vigilia; as(
como por el clclo luz-obscuridad y la Ingesta de alimentos. Entre los elementos de control en asa cemada
(retroalimentacion) destaca el efecto inhibitorio de fos glucocarticoides. Este efecto se ejarce a nivel
hipofisiario, hipotdlamico y suprahipotdlamico, Por sy temporalidad el efecte inhibitorio de los
glucocorticoldes comprende respuestas inmediatas (segundos), medlatas (minutos-horas) y tardlas (horas-
dlas) {revisién: Ksller & Dallman, 1984; Dallman et al, 1987). Los primeros se ejercen principalmente a nivel

de la excitabilidad neuronal y se consideran acclones extragenémicas; mi que los parecen

estar mediados por su Interaccién con recepteres nucleares especificos. Estas proteinas receptoras

comprenden al mienos dos tipos diferentes, El tipo | (baja capacidad y alta afinldad; mineralocorticoid

coificosterona) se localiza preferentemenla en el hipocampo, septum y amigdala. Los receptores tipa Il (alta
capacidad y baja afinidad; glucocoricoldes) con mds abundante en el hipotdlamo (PVN) y en Ia
adenohipdfisis (coricotropos) {Reul et al, 1990; Kioet & Joels, 1991). Ambos tipos pertenecen a la
superfamilia de receptores genémicos que son comunes a hormenas liroideas, vitamina D y a ctros

esteroides (Clark et al, 1992),



RITMOS CIRCADICOS

Ty

ACIL SHT. BB GABAIL]

F178

ADRENALINA

ACTH  CORTISOL yio CORTICOSTERONA

73

ESQUEMA 1. Regulacidn del Efe Hipotal, Hipé{isl: prarrenal. En ol hip el control de sintesis
y secrecion de la CRH estad mediada por la inervacién aminérgica. La CRH es sinteti en ol nlicleo p icular y
as da junto con la prersina (VP) al sistema porta-hij ! fo, para la ién da ACTH. Ambas
hormonas (CRH y ACTH) son reguladas de manera nag; por los g! i los. A este de
ratroalimentacion negativa sele suma los ritmos ends ylos {Orth et af, 1892).




Efectos Bioldgicos de !0s Glucocorticoides.

Son blen conccidos los diversos efeclos y acciones que los glucocorticoldes ejercen sobre un gran
nimero de funclones, En el ESQUEMA 2 y de manera muy resumida se muestran algunos de los efectos
cldsicos, anabdlicos y catabdlicos que los glucocorticoides sjercen sobre el metabolismo intermediario de
carbohidratos y lipldos. Estos estercides actian directamente sobre algunas enzimas (v.gr., glucosa- 6-
fosfatasa y tosfoenol-piruvato-carboxiquinasa); sin embargo, en términos generales, estas hormonas no

actlian como los reguladores primarios, sino a través de su Int i6n sing ] I con ofras

g P

hormonas (v.gr., adrenalina, glucagon, hormona de crecimlento). No obstante, esta funcién glucoreguladora

es sélo un pequefio ejemplo de la gran dimensién de efectos que eslas hormonas ejercen, ya qus también

exhiben acciones cardi lares e inmuno-sup ras, ¥ participan en el fransporte de electrélitos. Con
respeclo a las acciones celulares de los glucocoricoides durante el desarrollo fetal, se reconoce la
importancia de estos en la maduracion de los neumocitos tipo 1l en pulmén, y durante la diferenciacién de
las células cromafines a partir de las células de la crasta neural. Estas hormonas también participan en &l

PPRTRT) toral inediiel

Lis c , do la sintesls de enzimas lales como ia glutamina sintetasa, la triptétano

ox{genasa y la metalotioneina {revisién: Martin, 1985; Orlh, 1992; Munck et al, 1984).

CONTROL NEURAL Y PARACRINO DE LA GLANDULA SUPRARRENAL
La gléndulas suprarrenal o interrenal de los vartebrados estén compuestas de dos d'rfere.ntes tipos
de tefidos endéerinos (la corteza y la medula}, cuyo origen embrionario es diferente (revisién: Coupland &
Fotssmann, 1978; Melby, 1978). Por esta razén y no obslante que existe una estrecha relacién anatémica
enire estos dos tefidos, cldsicamente se les ha considerado como tefidos funcionalmente independientes,

i

Sin embargo, evid ¥ que ambos tejidos comparten mecanismos reguladores

comunes de naturaleza nerviosa y humoral, y que el producto de cada uno de los componentes de la
glandula puede Influlr en 1a funcidn del otro a lo que se ls ha deneminado regulacién bidireccianal (revisién:
Hinson, 1890). Asl, 1a gldndula suprarrenal (S/R) de mamiferos posee un sistema da circulacidn de tipo

porial convergente, en donde la sangre fluya de la corteza hacia la medula y un sistema da contracorrients



cuyos vasos sanguineos transportan la sangte desde la medula hacia la corteza (Vinson et al, 1985;
Jungnann et al, 1886).

En el CUADRO | se resumen los principales aspectos de esta interaccién funcional. Sin embargo este flujo
de comunicacién bidireccional no reside unicamente & nivel glandular, sino es extensivo a los centros
reguladores del $Sa y de! eje HHS. Como ya se meciond, se sabe que a nivel hipotalamico la sintesis y
secrecion de la CRH estd modulada de manera postitiva por la inervacidn adrenérgica, a su vez este

péplido tiene efectos eslimulatorios sobre el SSa. (Piotsky et al, 1889; Rothwell, 1980},

CUADRO 1. INTERACCION (CO-REGULACION) FUNCIONAL DE LA CORTEZA
Y LA MEDULA SUPRARRCNAL.

FACTOR " ESTERODES CATECOLAMINAS REFERENCIA
(stntesis y secrecién)
ANG-II + o+ + o+ Peach, 1877.
ACh + o+ + + Enggland & Gann, 1989.
: Facllita Ia respuesta a ANG-iI Stern et al., 1989.
auc (PNMT) + + Wurtiman & Axelrod, 1965.
. Axelrod & Reisine, 1984,
ESPLAC Sensiblliza Ctxa ACTH Edwards & Jonss, 1987.
Controla flujo sanguineo Engeland & Gann, 1989.
Estimula [I-B-hidroxitasa Holzwarth et al,, 1987.
Hiperirofia compensatoria

ACh, acetilcolina; ANG-If, anglotensina-il; GLUG, glucocorticoides; ESPLAC, neivio esplécnico;
PNMT, fenil-n metil-transferasa; Ctx, corteza suprarrenal, -Las enzimas PNMT y (-8, hidroxilasa
estén Involucradas en la sintesis de Adrenalina y Corticosterona respectivaments.
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ESQUEMA 2, Efectos Anabdlicos y Catabdlices de los Glucocorticoldes sobre el Metabolismo de

Gl Protefs y Los efectos estimuladores estdn representados por signes (+) y fos

inhibldores por signos {-) (Tomado: Orth, et al; 1992).



MONODESYODACION PERIFERICA DE LAS HORMONAS TIROIDEAS (HT)

La monodesyodacién paritérica de las HT es lada por un si intracelular de enzimas que

reciben el nombre genérico de desyodasas. Aunque hasta la fecha no se ha purificado a ningtn miembro de
esta familia anzimética, en mamiferos se han descrito tres desyodasas diferentes: la tipo |, la tipo fl, y la tipo
lll. Los criterios de esta clasificacién se basan en pardmetros bioquimicos como son; la afinidad por el
sustrato (Km), la susceptibllidad a inhibidores, y los requerimientos de cofactor. Ademas, para la
identificacidn de [a tipo | que es la enzima que mas s8 ha estudiado, también se conslderan algunas

caracteristicas de tipo estructural; como son el peso molecular, la locallzacién int lular y la pri la de

grupos funclonales. Asf, tomando en cuenta estas diferencias bloquimicas y funcionales, se reconocen dos
vias enzimaticas (ESQUEMA 3). La vla de activacién o §' D, por medio de Ia cual la T4 es desyodadaa Tay
{a rTa (iriyodotironina reversa) a T2 (diyodotironina), y la via de inactivacién o 5 D, en la cual la T4 es
desactivada a rTa y la T3 es degradada a T2 {hormonas sin actividad bioldgica) (revisidn: Lecnard & Visser,
1986; Kohrla et al, 1991; Leonard, 1991).

Por todo lo anterior se consldera que el papel

gico da las desyod. es mantenar

concar de Ta y T4, suficientes y apropladas a las demandas funclenales da los

érganos bianco (Kohrle et al, 1991). De hecho y como puede apreciarse en el ESQUEMA 4, la regulacion da
fa eclividad desyodativa a nivel local parece comesponder a una exiensién del eje neuroenddcrine

hipotalamo-hipéfisis-tiroldes que controla y regula }a produccién de HT (Valverde et al, 1993).

18



5 ]
|

OQOQ.

3,3'-T2
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iger s fa 0 On la b tiroides b activa (T3), En contrasts, en la via de inactivacion of yodo *
que 88 ] #n la poskid Sosd.lmilovumc(\buuo) A tavis dp este mecanismo, (s T4 ea
degradada & 5T3 y la T3 d ivads & T2 (ambas - Tomado de: Leonard & Vieser,

EBWEHA 4 o dd Eje Hi Hipéfials Tlro‘dn y Actividad 5Desyodass. €1
recbe 1 ) que reguian la sintesis y de TRH

de tirclberina), &l sistema ponl hlpof-hrk: uTRH satimuls #n la hipdfisis { pos) I ion de TSH (I

sstimulante de tiroidas) a Eata tisne como o:qlno blanco |a gldnduls mo-dol .

induce la aintesis y ncrocnbn del 100 % de la tiroxina (TA) yur unlumtmo del 20 % de Ia triyodatiroinina {T3) circylantes,

E] B0 % restante de I& T3 provi de la p ica de la nroxdm (Td) E-tn proceso exira titoideo es

%‘o—cwl‘l’w y regula a nivel local ol electo iégico de las { do Valverde-R et al,



Actividad 5' Desyodasa Tipo| (5'D-).

Esta a5 una enzima no selecliva que tiene la capacidad de desyodar tanto el anillo externo (fénilo)
de la molécula de Te para formar Ta; como el interno (tirosilo) para formar rTa. La seleclividad por e! anillo
externo estd favorecida por pHs ligeramente dcidos 6.5, mientras que la desyodacion del anille interno tiene
su pH dplime en 8.0 (Auf dem Brinke, et al, 1980). Estos resultados sugieren que ¢! pH intracelular
determina que vfa se encuentra activa. Por otro lado también se sabe que la suliatacién del anilio fendlico
{grupo hidréxiio) faverece la desyodacién dal anilio tirosilo. El mecanisimo no se conoce con certeza pero as
probable que ocurra una mayor interaceldn del sustrato con los residuos bésicos de la enzima {(Otten a! al,

1984).

Distribucién Tisular ¥ Subcelular. La actividad 5'D<j es elevada en higado y rifidn, y menor en el
resto de drganos hasta ahora analizados;, v. gt., corazén, bazo, pulmén, Intestino, hipéfisis, corteza cerebral

{Chopra, 1977; McCann et al, 1384). Se localiza también en la glandula tiroldes (Erickson et al, 1981) y en

la gldndula r ria de ratas {Valverde & Aceves, 1988). Hasta sl momento ol higado ha sldo el
drgano mejor analizado, y se ha demostrado |a presencia de la 5'D-l en retfcujo endopldsmico {Fekkes et al,

1979), y en membranas plasméticas y microsomales (Macle! et al, 1978; Takalshi et al, 1979).

Camcter(sticas Bloguimicas. Estudios realizados en fracciones microsomales de higado v rifidn

1 que dependiendo de las condlei dal ensayo, la actividad 5'D-1 difiere en sus caracteristicas

cinéticas. En efscto, esta enzima exhibe dos diferentes tipos de actlvidad: una cuya Km para sustrato es
alta (UM}, y otra cuya Km para sustrato (nM) y cofactor (uM) son bajas (Leonard & Rosenberg, 1980; Bhat et
al, 1989; Boado & Chopra, 1989). En términos fisioldgicos, la existencla de una 5' D+l de baja Km es
congruente con las concentraciones Intracelulares de la prohormona y de los cofactores enddégenos. Sin
embargo, las condiciones 'In vitro® en las que mejor se ha analizado la actividad 5' D-! son: concentraciones
elavadas [UM] de sustrato y bajas [5 mM} de cofactor. A juzgar por la eficiencia catalitica (Vmax/km), s2 ha

observado que la rT3 es el sustrato preferencial (700 veces > que T4) de esta enzima, y que a
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concentraclones salurantes de cofactor {Ditrioteitol o DTT) se obli una Vmax 27 veces > para 1T3 que

para Ta (Leonard & Rosenbsrg, 1980).

Inhibidores. La actividad 5'D-1 se inhibe de manera competitiva en presencia de compuestos

eslr te dos con el sustrato, como son: ia N-acetilalanina, el Acido iopandico, la
amiodarona, la fluorescelna y algunos darivades de la fenofaleina como los flavonoides, En conlraste el
PTU (6-n-propiltiouracilo) es un inhibidor no competitivo con & sustrato y competitivo con el cofactor
(donador de tioles). El PTU se utiliza para diferenciar esta enzima de las restantas, pues la 5' D- es la unica
desyedasa PTU-sensible. EI PTU bloquea ¢l sitic active de la enzima (residuos seleno-cistelna, SH),

formando un entacs covalente disulfuro (SH-HS) mediante un mecanismo da oxidacién {(ver ESQUEMA 5).

Esta Inhibicién se praviene y revierte {la actividad enzimética se recupera) utilizando altas concentraciones

de DTT (Leonard & Rosenberg, 1978; Lecnard & Visser, 1984},

E'S'CH"'::W)- IRREVERSIBLE
*lAc
2RSSR) E-SH Ta
ASH E-S* Tl
+PTU o
ReversiLE E-5-8-¢
CH;CH,CH;

ESQUEMA 5. (nhibicidn de la 5'Desyod por Propiitiouractio (PTU). EI PTU mediante un
proceso de oxidacién se une de manera raversible al sitio activo de la enzima (SH) formando un enlace
disulfuro (SS). Esta unlén puede irse con un lento a base de tioles reducidos. En contraste,
agentes alquilantes como e! 4cido iopanéico (fAc) se unen lrrevariblemente a la enzima. (Tomado de:
Leonard, 1891).
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Mecanismo Bésico de la Desyodacién. La desyodacién de HT forma parte de un sistema complejo
de macanismos de dxido-reduccién. Especificamente la 5'D-1 exhibe un patrén cindtico de tipo ping-pong,
tiplco de las enzimas que operan con dos sustratos: hormona - cofactor. En estas condiclones se han
Identificado 2 diferentss tipos de enzima oxidada y reducida. El mecanismo propuesto se resume en los
siguientes 2 etapas (ESQUEMA 6}: Inicialmente se remueve un atomo de yodo del sustrato (T4), el cual
interacclona con a! grupo sulfidrilo (SH) de la enzima, generdndose el producto mono-dasyodado (T3) y la
enzlma oxidada (E-S|). Posteriormente, la enzima oxidada es reducida a su estado nativo por el cofactor

(DTT), resultando en la liberacién del yodo y en la oxidacién del cofactor (revision: Kohrle et al, 1991).

A B
Te 15 Ty o DOT,,
e S‘H ——=>E-S- 5"\ £, H
71
DTTox OTTrea
o” ODT,, or Ty
+H
—

ESQUEMA 8, A, Mecanismo de Acclién de |a 5'D | (Ping-Pong) y 5'D-Il (Secuanelal). En i figura A se
muestra el mecanismo de reaccién tipo ping-pong de la 5'0-I. Esta enzima opera con dos sustratos hormona
y cofactor (DTT). Esta reaccién se basa en un mecanismo de oxidacién, en el que la enzima remueve un
4tomo de yoduro (1+) del sustrato {T4), siendo los productos finales: el yodo (I} y la Ta Una vez desyodada
la hormona, la enzima queda en un estado oxidado (E-Sl} y para r su act 1l
presencia de grupos tioles (DTT). La aclividad de esta enzima se inhibe Irraversnblamanle oon PTU. En Ia
figura B sa lustra el mecaniamo de accién secuencial de ta 5'D-Il. A diferencia de la tipo 1, esta enzima
reacciona con los dos (he y cof. ) antes de la formacion del producto. Sin embargo
hasta el na se ha d dolap { plejo terniario enzima-sustrate-cofactor (2).




Aspectos Moleculares. Empleando una biblioteca gendmica de higado de rata, recientements se
aislS el cDNA da la 5'D-. Esta sonda es de 2.1 kilobases y se encontré que su mRNA contiene un codon
UGA que codlfica para el sitio activo de la enzima {seleno-clstsina) {Berry, ¢! al, 1981), Utilfzando como
sisterna de expresicn oocitos de Xanopus laevis se ha encontrado que tanto el RNA transcrito a partir de la
sonda completa (2.1 Kb} como e RNA-poll {A) + de higado de rala, codifican para una scla enzima §' D-|
cuya Km para el sustrato es alta (uM) o baja {(nM) dependiendo de las condiclones del ensayo (Sharili &
Germain, 1992). En una seccién postarior se disculird en forma mas detallada la importancia del selenio en

la actividad 50-1.

Actividad 5'Desyodasa Tipo H (5'D-1).
Esta enzima conlribuys a la produccién intracelutar de T3, ya que desyoda exclusivamente el anillo

fénilo de la T4 dando lugar a la formacién de Ta. La mayor parte {70 a 80%) da la hormona generada por

esta eazima no se a la clrculacié y 88 une a los receptores nucleares (Blanco & Sliva,

1987).

Distribucién Tisular La actividad 5'D-Il se ha descrito en el tejido graso café (BAT) {Leonard et al,
1983), en los keratinocitos epidermales (Kaplan, 1988), en la gldndula pineal (Tanaka et al, 1986), en la
gldndula de Harder (Guerrero et al, 1987), en la placenta (Kaplan & Shaw, 1984), en !a glandula supramrenat
(Anguiano et al, 1891}, en el cerebro {Crantz & Larsen, 1880) y en la hipdfisis (Kaplan, 1980). En el cerebro
la actividad se ha deteclado tanto en neuronas como en células de la gifa {Leonard & Larsen, 1984). En la
hipdfisis la actividad es mayor en lactotrépos y somatotrépos, mientras qua los tirotrépos exhiben los niveles
mas bajos {Koening et al, 1984).

Caractarfsticas Bioquimicas. El sustrato preferencial de la §' D11 es 1a T4 y su Kin es 200-400 veces
més pequefia que la que exhibe la 5'D-l. Esto se relleja en el hecho de que la eficlencia catalllica
(Vmaxkm) para T4 es 5-6 mayor qus para rT3. A diferencia de la 5'D- | 1a lista de inhibldores para ia 5'D-Il
o5 s pequeia. Es 40-60 vaces menos sensible a agentes atkilantes como lodoacetéto o lodoacetamida
(Kaplan & Yaskosky, 1980). En cuanto a la sensibilidad a PTU, la 5'D Il es sumamente rasistente (no se

Inhibe) (Silva & Larsen, 1978).



Actividad 5'Desyodasa Tipo Il (5 D-Hi),

Esta enzima cataliza la principal ruta para el reciclamiento del yodo y para la inaciivaci6n de la Ta.
El significado funcional de este proceso es muy complejo y se considera que abarca desde provecar en
clertas condiclones una disminucién en el metabolismo basal, hasta actuar en el cerebro como barrera para
reducir y/o eliminar los nivelas da Ta y/o rT3 durante clertos estadios fisiolégicos; v. gr., el periédo critico

durante ia embriogénesis y/o el desarrollo perinatal o perieclosién.

Distribucion Tisutar y Subcalular. Esta desyodasa sa lecaliza en el sistema nervioso central (Kaplan
& Yaskoski, 1880; 1981); especificamante en la glfa {Leonard & Larsen, 1985). Tamblén se ha demostrado
actividad 50-(lt en la piel y en [a placenta {Roti et al, 1981). La actividad de esta enzima estd asociada a

membranas, aunque atn no esta claramente definida (Huang et &l, 1985).

Caracter(siticas Biogulmicas. Tanto la T4 como la T3 son excelentes sustratos para esta enzimay la
Km para ambos se encuentra en el rango nanomolar. La 5 D-lil también requiero de la presencia de tioles
reducidos (DTT), sélo que en una concentracién mayor {200 mM). En presencia de DTT, y a diferentes

concentraciones de sustraio esta enzima presenta una cinética de tipo ping-pong (revisién: Kohrle, 1991).

REGULACION DE LA ACTIVIDAD §'D-1 Y 5'D-If

Se saba que Ips mecanismos y factores que regulan la actividad 5'D | y Il son érgano-especilicos y
que varlan deperdendiendo de fa especle, la ontogenia, la nutricidn, las condiclones ambientates y clertas
condiciones patoldgicas. A continuacldén y por los objetivos especificos de esta tesis, se revisan con detalle
tas evidenclas que sugleren la participacién de algunas hormonas y otros mensajeros; asi como del sistama
nervioso simpatico y de los macro- y oligonutrimentos, en la regulacién da la actividad 5' Desyodativa.

Entra los principales moduladores de la actividad 5'0-1y l! se encuentran las propias HT que ejercen
efectos opuestos sobre una y olra enzima; asl como la glucosa ylo alguno de los metabolilos de la

respiracidn celular. [guaimente y dependiendo del drgano; o bien, del estadio ontogénico y/o funclonal det



Individuo, la actividad desyodativa parece estar regulada por al e tafcas tanto de origen

g | 4

hipofisiario como de otras fuentes; asl como por mono-aminas y mensajeros lipofilicos; vgr., catecolaminas

y esteroides.

Hormonas Tiroideas (HT}

Por sus efectos opuestos scbre la actividad de una y otra desyodasa, se considera que las HT
forman parte de un sistema que regula a nivel local la produccién/degradacion de la T3, En témminos
generales se ha mostrado que la actividad 5D+l es direclamente proporcional al aporte celular de Ta,
mientras que la actividad de la 5'D-1l se medifica de manera inversa a dicha varlable. €l modeto mds wil
para conocer estas Interrelaciones ha sido ei hipotiroidismo (Hip) en sus diferentes variantes: Hip-
farmacolégico (metimazole; MMI); Hip-primarie (tiroldectomia; Tx); Hip-secundario (hipofisectomia; Hpx), y
e remplazo hormonal, Estos estudios Incluyen diferentes érganos y tefidos; vgr., carebro e hipdfisis (Kaplan
et al, 1981; Leonard et ai, 1981 ); BAT (Sliva & Larsen, 1986 a); pineal (Tanaka, 1986); glandula de Harder
({Guerrero et al, 1987); higado y 1iidn {(Kaplan, 1980; Getzsche et al, 1991); lineas celulares {Sato et al,
1984; Germain, 1985, 1986; Gavin, et al, 1988). Sin embargo, los estudios en e! tejido nervioso han
permitldo identificar los mecanismos invelucrados y por elio a continuacién solo se revisa con delalle esta
informacién,

Cualquiera de las variantas de hipotiroidismo aumenta de manara iInmmediata (24 1) y sostenida (2
meses) la actividad 5'D-11 en tefido neural y en hipéfisis, Especificamente, en la corteza cerebral (CC) de la

rata, la actividad enzimética alcanza valores maximos 5 dfas post-Tx (4 veces). Aunqua esta incremento

agudo es seguldo de un di d la actividad 5'D-l permanece 2levada al menos por espaclo de
2 meses. En eslos mismos an'males, la actividad 5D- hepética disminuya en un 50 %. Por otra parte, el
reemplazo con T4 (800 ng/100 g} o con Ta (200 ug/100 g}, revierte eslos efectos ¥ las actividades 5'D-1 y 1}
an uno Yy otro $rgano regresan a valores “basales” (Larsen, 1990; Leonard et al, 1981).

La inhiblclén que las HT e]ercen sobre la actividad 5'D-Il es rdpida (4 h). Las dosis empleadas para
obtener una supresién dei 50 % fueron: T4 (0.2 ug/100 g); rTa (1 ug/100 g) y T3 (5 ug/ 100 g), Estos

resultados suglieren que “in vivo" la T4 es la hormona con mayor potencia bioldgica para inhibir la $'D il



sagulda do la rTa y de la Ta (Silva & Leonard, 1985). Bajo condiciones "in vilro" {células hipofisiarias GHa),
la rTafué mds activa que la T4 y 50 veces mas activa que la Ts. Resultados semelantes se han obtenido
utilizando células de neuroblastoma (NB41A3) (St Germain, 1986; Gavin, et al, 1989). No obstante estos
resuttados, se considera que en shuaciones fisioigicas la T4 es el princlpal regulador de la actividad 5'D-1j;
pues la 13 circula en una concentracion 40 vaces menor (St Germain, 1985).

El mecanismo de acclén de las HT sobre la 5'D |l atin no ha sido bien dilucidado. A continuacién se
mencionan algunos hallazgos importantes:

a) Tanto &} incremento post-Tx (8 semanas), como la répida (primeras 4-6 h) dismintcion post-
adminlstracién Ta (20 ug/100 g) de la actividad 5D-il, no dependen de sintesis de proteinas de novo. Al
parecer las HT incrementan la velocidad de degradacién finactivacién de la 5'D-1l ya que disminuyen la vida
media de la enzima (Lecnard et al, 1984),

b) La inactivacién de la 5'D |l estimulada por las HT estd mediada por proteinas del citoesqueleto.

Las HT | jonan con los fil de actina-F a Inducen la polimerizacién de estos. Las HT también
estimulan 1a unién de ta 5D-1 a los polimeros de actina y consecuentemente la enzima es translocada
{intemalizada) forméndose un endosoma, en cuyo interior {a 5'D-1i permanece inactiva (Farwell et al, 1990).
A pesar de que el Ga®* participa en la unidn de algunas enzimas a la membrana plasmdtica asf como en la
polimerizacién de los filamentos de actina, ha quedado demostrado en cuitivo da astrocitos que este cation
no esté involucrado en 1a Inhiblcion de la actividad 5'D-11 {Aubry etal, 1981).

£n conjunto, estos resuitados sugieren que fa regulacién de la actividad 5'D-Il por las HT no estd
mediada por los efectos ganémicos de la hormona. Se trata de efectos extranucleares en los que participan

las prote(nas delcitoesg Y no es dependiente de Ca?*.

Glucosa. Respiracidn Celular, Cotactores,
Numerosos estudios muestran que (a activacién §'D-1 es un proceso compliejo y dependiente de

energla. Por esta razén se ha considerado que existe una relacidn estrecha enlre la aclividad de la enzima y

ol metabolismo de carbohidratos. Especific algunos estudios proponen la paricipacion de la glucosa

(intracelular) ylo algunos metabolitos de la respiracién celular en la fegulacién de la actividad 5D-I. A



continuacion se resumen algunas de las evidencias mas sélidas al respecto.

En ani Tx la ad i6n de solucién gk da (20 %) d 72 h, se acompafia de un

incremento (al doble) en los niveles circulantes @ intracalulares de T3 asf como en la tasa da conversion
TafT4 (Gavin et al, 1988). Parte de estos resultados son congruentes con el efecto ya conocido (reactivante)
de 1a glucosa sobre la 5D-I hepatica de ratas en ayuno (72 h) (Gavin, 1981).

El efecto de la glucosa sobre la 8'D-1 hepética parece ho sar directo, y s ha propuesto que es
secundaric a la disminucién en los niveles o disponibilidad de! cofactor endégano (Harris et al, 1979).
Aunque aun es incierto se ha propussto al glitation (GSH), como cofactor enddgenc y uno de los principales
moduladores intracelulares de la actividad 5'D-1. Sin embargo e! efecto parece ser indirecto y se considera
que al GSH forma parte de todo un sistema de cofactores (revisién: Visser, 1980). Las evidencias que
{laveron a formular esta propuesta fueron las sigulentes:

En estudios sobre la distribucién subcelular de la 5'D-1 hepdtica, s8 encontré que esta enzima pierde
su actividad cuando se separa la fraccién particulada (microsomas) de! citosol {Visser et al, 1976).

La eficiencia calalftica de las desyodasas es proporcional a la presencia de una gran variedad de
tioles sintéticos. Estos corrpueﬁlos actian como antl-oxidantes de los grupos SH, y reemplazan de manera
efectiva a la fraceién citosdlica (Goswam! & Rosenbetg, 1983},

En homogeneizados de higado de ratas somelidas a ayuno, la adicién de este tipo de compuestos

(2-marcaptoetanol [ME]J; 2-3 dimercaptopropanclol [DMP]; ditiotreitol [DTT), o glutation [GSH]), activan a la

enzima; mientras que la adicidn de agentes oxidantes (diamida, butit iperéxido [BHP), ]
disutfuro {GSSG]) Inhiban su actividad {Chopra 1977).

Sin embargo el efecto del GSH endégeno no es muy claro. En hepalocitos cultivados en un medio
sin glucosa Ia disminucién de 1a actividad 5'D | no fué paralela a la disminucién en los niveles intracelulares
de este cofactor. Esta disociaclén de eventos llevaron a proponer que la enzima podtia mas blen estar
regulada por los niveles de glutalion oxidado (GSSG), y que la giucosa podria actuar contra 1a oxidacién de
GSH (Sato et al, 1981).

€n efecto, la administracién de oxidantes como la dlamida (1m M) y BHP (0.5 m M) reduce los

niveles de GSH y elsva {40 %) transitoriamente {primeros 5 min) los niveles de GSSG. Esta respuesta fué
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intensificada en h sln gl y 88 5 de una Inhibiclon de la 5D-1 Sin embargo, tan
répido como el GSSH se produce, entra a la via de las pentosas y se acompafia de una genaracién de
NADPH y en consecuencia la actividad 5'D-| retorna a nivelss basales. Se sabe que el NADPH aclda como
cofactor de la GSSH reductasa, y sa plensa que es posiblamente por este mecanismo que Ia glucosa actua
y mantiene al glutation en su forma reducida (GSH) (Sato et al, 19883). La administracién de NAD o NADPH
per 58 no estimulan a la 5'D-1 y sélo lo hacen en presencla de tloles (Goswani & Rosenberg, 1987). Estos
datos sugiaren que &l incremanto (GSSG vs GSH) modulan la actividad 5'D-1.

Por otro lado, se logré alslar un péplido (Giutaredoxina, Grx) de una fraccion citosélica de higado y
fifidn ¥ se ancontrd qua estimula la actividad 5'D-} en microsomas, Aparentementa la Grx en su forma
oxidada (Grx-Sz) se une al glutation (Grx-Sz + GSH) y se produce un compuesto (liol) altamente reductor
Gx-(SH2) (ESQUEMA 7} {Goswam! & Rosenberg, 1985).

Estos resullados sugieren qus si blen el efecto del NADPH es mas Indirecto, la combinacién GSH-
Grx contiere al sistema de equivalentes reductores. Estos elementos forman parte do un sistema de
cofactores fisiclogicos.

Con respecto al efecto de la glucosa sobre la 5'D-1), existen pocos esludios y parece ser que al igual
que la tipo I, esta enzima también es activada sdlo que por mecanismos completamente diferantes.

La adminlstracién de glucosa (20 %) "in vive® provoca un Incremento en la neogénesis deTa en ¢l
BAT (12 vaces). Se cree que seste efecto no sea direclo y que pudiera estar mediado por la inervacisn
simpética (Gavin, et al, 1088). Por otre iado, la adicién de glucesa {1 - 11 mM) al medio de cullive da
células de neuroblastoma (NB41A3) estimula en forma répida {4 h) la actividad 5'D {1, Parece ser que esta
respuesta no es dependiente de Insulina y sl de sintesis da proteinas de nove. E!f macanismo no se conoce

pero se cree que un proceso de fosforilacién podria estar involucrado (Gavin et al, 1989},

Hormonas Hipofisiarias
Tirotropina (TSHY. En ratas con hipatiroidismo farmacoldgico (MMI) 1a TSH elsva 1a Vmax de la 5'D-
I en la gléndula tiroides, pero no tlene efecto sobre la actividad de la enzima hepdtica. La hiperactividad

tiroidea se normaliza con el reemplazo con T4 (Erickson et al, 1982). Hasla hace relativamente peco llempo
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s@ consideraba que a diferencia de la hepatica, la 5'D-! tiroidea era tinica y exclusivamente dependiente de
TSH (Erickson et al, 1982; Wu ef al, 1985). Sin embargo, estudios mas reclentes han demostrado que en la
linea celular de tiracitos FRTL la 5'D-| es estimulada por la administracion combinada de TSH (0.3 U/ y
hormonas tiroldeas (10°9). Esta respuesta sinérgica es dependiente de AMP¢ y de sintesis de novo (Toyoda

et al, 1990).

NADPH GSsG E:SH Te

GLUTATION
REDUCTASA

NADP 2GSH E:SI T3

NADPH GSSG GrxiSH), E-S1 T

‘GLUTATION
REDUCTASA

Y ~
NADP 2GSH GixS, £-SH T.
NADPH Trx-8, ESH Ta
N
THOREDOXINA
REDUCTASA /
NADP Tex1SHiz E-SI Ta
ESQUEMA 7. Posibles Vias Metabdlicas (I | Invol das en la Activaclén de fa 5'D . Se

ha propuasto que por medio de un sistema de reacclones de &xido-reduccién, el glutation (GSH), 1a
glutaredoxina (Grx) y la tioredoxina (Trx) participan como cofactores de la enzima 5 Del.
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Somalolropina (GH) e Inteunediarios. La GH ejerce diversos efectos sobre el metabolismo de las
HT y particularmante sobra la aclividad 5'D-). Hasta el momento no se ha delerminado si estos Lllimos son
ofectos directos o bian estdn mediados por IGF-1 (factor de crecimiento insulinoide), u otros intermediarios.
E! efecto mds ampllamente estudiado, es !a activacién de la 5'D-| en diferentes especies y modelos
experimentales. En el CUADRQ [l se resumen los principales estudios.

En contraste, la GH paréca tener un efecto complelamente diferente con respecto a la actividad
5'D-ll. La administracién de GH (0.2 mg/100, por 4 dlfas) a ratag HPX inhibe en forma ténica la actlividad
enzimdtica del BAT (Silva & Larsen, 1986 a).

Por ofra parie, se sabe que el factor de crecimiento dcido (a- FGF) induce una activacién (15 veces)
enla 5'D-Il en células de astroglfa, chservdndese un efecto maximo entre la 16 y 24 h post-administracidn.
La heparina por sf scla no tiene efecto paro en presencla dal a-FGF potencia la respuesta de la 5'D-ll. Los

glucocorticoidas tambign (10 -6 M) amplifican la actividad 5Dl (3-5 veces) estimulada por a-FGF (Courtin

ot al, 1590).
"CUADRO Nl. EFECTOS DE LA GH SOBRE LA ACTIVIDAD 5°' D-l
ESPECIE DOSIS TEJDOS REFERENCIA
Titapia 10 pg, 2448 h + Hg Do luze & Leloup, 1984,
Embrién y Barghman et al,, 1989.
pollo adulte 10 ug + Hg Kuhn et al., 1987
RataTx 120 pg/d/3 sm + Hg, Renal & Hp Geelhoed et al., 1992,
140 pg/did d + Hg y Renal Gotzsche et al., 1991.
Vacas Lact 40 pgsdi5 d + mama Capuco et al., 1989.
+, estimulacién; Hg, higado; Hp, hipblisis; mama, glandul; ia; lach | fa; d, dfa;

sm, semana; Tx, tlroidactomfa.

Prolactipa {PRL). Esta hormona estimula a ia 5'0-1 hepdtica del embrion de pollo (dia 18 de la
ambriogénesis) (Decuypere & Kuhn, 1985). El remplazo cor PRL (0.2 mg, 2 veces al dla, X 4 dias no evita

el incremento en el BAT provocado por el hipotiroidismo (Sitva & Larsen, 1986 a).
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Hormonas Glucoregulatorias

Insulina, Existen divarsos dios sobre la partici de la insulina como regulador de fa

actividad 5'D-1y Il y se lo ha atribuido un efecto estimulatorio sobre la 5'D | hepdtica de ralas en ayuno (72

h) (Gavin et al, 1981) y sobre la 5'D | del BAT, En este Gltimo drgano, fos estudios "in vivo* confirman las
observaciones "in vitro®. La hormona {1 U/ 100 g) eleva la actividad 5'D-Il (8 vecus) y esla respuesta fué
bloqueada por cicloheximida. El mecanismo de activacién no se conoce con certeza pero se ha propuesto
que pudiera ser indirecto y estar mediado por hipoglucemia; o bien, a través de la activacién del SNGC ya
que la sacarosa incrementa la velocidad de recamblo de la NA (Silva & Larsen, 1986 b).

En contraste, la insulina en células de naturaleza neural parece no fener efecto. La hormona no
moditica la actividad 5'D-ll an cultivo de astrocitos (Courtin, 1990}, ni en células tumorales de
neuroblastoma (St Germain, 1986),

Glucagon. El glucagon {50 ug/130 g) tiene un efecto estimulatorio (4 veces) sobre la actividad 5'D-ll
del BAT. La cicloheximida blogueé esta respuesta, lo cual suglere que es dependiente de siniesls de
protelnas (Silva & Larsen, 1986 b). En hepatocitos sa ha mostrado que el glucagon revierte el afecto
estimulatorio provocado por la insulina (Satto & Robbins, 1881). Una infusién intravenosa (1200 ng/h)
incrementa la excrecién blliar de rTa, lo cual de manera indirecta sugiere una disminucién en la actividad

5'D-l (Langer et &l, 1989).

Otras Hormonas Proteinicas
Angiplensina Il {A Ul). En células necnatales de miocardio, la A !l estimuld a la 5D-1 de manera
dosls-dependianta (10°® - 104}, y esla electo requiere de sintesis de proteinas (Morl 1391), Lna Infusién de
A 11 500 ng/h disminuyd la excrecién bilfarde Ta (Langer et al, 1989).
La cuantificacién de los camblos en la excrecidn biliar de yodotironinas es un método Indirecto para
estudiar cambios agudos en la actividad 5'D-] hepdtica. A continuacién se mencionan algunos estudios al

raspecto:
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Neurotepsina {NT) v Argining Vasepresina (AYP} Se cree que estas hormonas cuyos principales

efectos son hipergl y glt

genolticos, inhiben a (a 5'D-1 hepatica, ya que una infusion de NT (6
ug en 1.2 ml x 4h}) y de AVP (1200 ng/h) disminuye la ién de T3 e Inc la de rTa por la bilis.

Estos resullados sugleren que hay una relacion inversa enltre gluconeogénesis y actividad 5'D-1 hepatica

{Langer et al, 1989; Langer & Gschwendtova 1991).

Sistema Nervioso Simpético

Beceplores Adrenérgicos. La activacién dsl sistema nervioso auténomo en su divisién simpélica
estd involucrada en la regulacién de la 5'D-Il en un gran nimero de tejidos. Los drganosftejidos que mejor
se han analizado son: el BAT, la gldndula pineal y la de Harder. A continuacidn se resumen los principales

estudios encaminados a conocer la ir facién activaclén simpética - produccién de Ta.

En {a rata, la exposicién aguda al frio (4°C x 4 h) aumenta la actividad 5'D-Il en BAT (Silva &
Larsen, 1983). Este efecto es mimetizado por la administracién de NA (40 ug/100 g), elavdndose la
actividad de la enzima (15 veces) a pantic de las 4 h. Al combinar ambos experimentos se encontré un
efacto aditivo en la actividad (50 veces) de la enzima (Silva & Larsen, 1986 b). Ulilizando agonisias y
antagénistas adrenérgicos ha quedado demostrado (‘in vivo" e "in vitro®) que la activacién de la 5'D-l estd
mediada por receptores a, (Silva y Larsen, 1983; Obregon et al, 1987) y que estas respuestas dependen de
sintesis de proteinas de novo (Silva y Larsen, 1986b),

Mientras que el ro! de los receptores oq parecia ser muy claro, existla cleria controversia con los
receptores B, Esto surgid a ralz de observar que la administracién de NA (a4, B) estimula ia actividad 5D-I
y que ests aumento es atin mayor en presencia da un bloqueador B {alpronolol}. Estos resultados sugirieron
que en arimales eutircideos ambos receplores ejercen efectos antagénicos y que al inhibirse los 0 se
sinergiza la respuesta da los oy (Obregon et al, 1987). Estos datos y los bien conocides camblos que
proveca el Hip en la actividad adrendrgica y desyodativa (Leonard et al, 1983) tevaron a analizar con mayor
detalle estas interaccionegs. Encontrandose gue afectivamente, en los animales Hip, la actividad 5'D-ll estad
elevada y que esto podia ser explicado por dos mecanismos: 1) aumento en los receptoras oy y 2)

disminucidn de las respuestas B. Sin embargo al administrar alpronalol a ratas Hip, la respuasia 5'D-Il fué

32



inhibida en lugar de estar ii tada y la admini: ién de un agonista (isoprenalina) se acompafid de

una estimulackdn. Todos estos resullados sugieren que en ef BAT la estimulacién $ adrenérgica fué

difarente entre animales eu- e hipotirold Mientras que en los Hip exhibieron efectos siné
(estimulando) en los eutiroideos los efectos fuaron antagénicos (revisidn: Raasmaja, 1990).

Ritmo Circadiang. La actividad 5'D-Il de la gdndula pineal en la rata y olros roedores, exhibe un
marcado ritmo nictameral cuyos valores maximos ocurren durante el periédo de obscuridad (Tanaka, 1987).

Este ritmo se abole cuando los animales son expuestos a iluminacién continua o post-ganglioctomia cervicat

suparior (SCGx) (Guerrero et al, 1988 a). La admir ién de propanolol 3) blog el ritmo
(Tanaka, 1987) y el {soprotsrenol {agonista ) duplica los valores encontrados en fa fase obscura (Guarrero ,
1990). Estos rasultados fusrtemente sugleren que la ciclicidad de la enzima en la gldndula pineal dependa
de la estimulacién adrenérgica, y que especificamente estd mediada por receptores 3 (Guerrero et al, 1988
b). (revisién; Guermero & Reiter, 1992).

En la gléndula de Harder la actividad 5'D-If también esta regulada por el ciclo luz-obscuridad, siendo
ésta 4 veces mayor durante el periédo de obscuridad (03:00 - 07:00) (Guerrero et al, 1987). Este ritmo
tamblén se perdié post-SCGx. Ademas, utilizando agonistas y antagdnistas a y B-adrenérgicos se encontrd

que ambos tipos de receptares estimulan la actividad de la enzima, siendo mas potente ! efecto f3-

adrenérgico. Se demosiré un efecto aditivo de ambos receptores {(Rubio et al, 1991; Osuna et al, 1992).

En cultivos de itos la adminl de isoproterencl {agonista B) provocd un incremento (8
vaces) rdpido {4 n) en la actividad 5'D-il. El alpronolo! (antdgonista B) ravirtié este efecto. La NA también
estimulé a la 5'D-Ii {Courtin et al, 1988; Leanard, 1988).

En conjunto todos estoes resultados indican que la modulacién de la actividad 5'0 1l por receplores
adrenérgicos es sumamento compleja. St blen as clerto qua an al caso dal BAT sstas interaccionss (neuro-
humorales) se han asociade con la capacidad de este tejido para producir calor (termogénesis facultativa)
atin resta mucho por conocer e significado funcional que podria tener en el resto de los tejidos.

Con respecto al sfecto de las catecolaminas sobre la 5'D-l existe muy poca informacidn y hasta el
momento sélo hay un estudio que sugiere que la adrenalina disminuye la actividad 5'D- hepdlica (Nauman

et al, 1984),
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Hormonas Lipofilicas

[Esteroides Sexualas, Existan datos que sugieren dimorfismo sexual en la funcién liroidea (Fukuda
et al, 1975). Espaclficamante, en hembras adultas, la actividad 5'D-| hepdlica es menor (50%) que en.los

machos. Este dimorfismo no estd pr te en el peridd I, se instala alrededor del dfa 30 perinatal e

Incrementa conforme el animal se acerca a la pubertad. A diferencia del estradiol (E2) que en machos la
inhibe y en hembras la elgva, ¢ bign no tiena efecto; en animales castrados, e! reemplazo con testosterona
aumenta la formacion de Ta. Estas diferenclas relacionadas con el sexo pueden ser produclo de la
influencia combinada ds andrdgenos y estrégenos, ya que la castracién prepuberal (20 dfas) evité estas
diferenclas. (Harts el al, 1979). En peces (hembras) y anfibios parece ser claro un efecto inhibitorio del E2

sabre la 5'D-1 hepdtica y renal raspectivamente (Maclatch et al, 1986; Vandompe & Kuhn, 1989).

Siucocorticoldes

Los efectos de los glucocorticoides sobra fa funcidn tiroidea han sido ampliamente estudiados en
sus diferentes aspactos. En esta ssccién solamente se analizan los efectos que este grupo de esteroides
tienan sobre el metabolismo deT4, a través de activar o inhibir de manera érgano-especifica la actividad
s yll.

Es blen conocido que en clertas situaciones fisioldgicas y/o patoldgicas como son; el peridédo
perinatal, fa desnutricion, el ayuno, enfermedades no tiroideas, y en general en cualquier situacién de
estrés, el perfil tiroideo se caracteriza por presentar: bajos niveles circulantes de T3 y aitos de 1T3. Eslos
hatlazgos llevaron a proponer la hipdtesis de qua posiblemente los nivelas elevados de glucocorticoides
andégenos (caracterlsticos de la respuesta de estrés) inhiban la produceién intracelular de Ta (Wartofsky &
Burman, 1982; Chopra, 1983). En humanos la DEX (8 mg, dosis tnica) se acompafa (primeras 24 h), de un
descenso en los niveles clirculantes de T3, Se propuso que este efeclo pudiera ser secundario a: 1)
disminucién en la produccién de Ta y/o, 2) incremento en su velocidad de depuracién (Duick et al, 1974).
Esiudk.:ns complementarios mostraron que en respuesta a un tratariento con DEX (4 dias), las
concentraciones de proteinas transportadoras no se moditican y que los niveles circulantes de ¢Ta se elavan

{Chopra et al, 1675), Estos hallazgos apoyaron el concepts de que los glucocorticoides disminuyen la



produccién de Ta y posteriormente se descubrié que una de sus multiples efectos es Inhibir, en el organismo

adulto, la actividad da la 5D-t hepatica y ranal (ver CUADRO Ill}. Sin embargo exlstan abundantes

evidencias que indican que durante el periédo fetal ylo embrionarlo fos gl icoides ejercen el efecto
opussto (activador/inductor) sobre 1a acllvidad desyodativa. Esta informaclién aunada a que en otros tejldos
como corteza cerebral, hipdtisis y pulmén, la corlicosterona (1 mg/100 g) no modifica la actividad
desyodativa (McCann, et al, 1884) como tampoco lo hace la DEX (10 8} sobre células dei mlocardio (Mori et
al, 1991), muastran claramente que el efecto inhibitorio de los glucocorticoides sobre fa actividad 5'D-1 es
drgano-especilico.

El significado funcional de uno y otro efecto de los glucocoriicoides sobre la actividad desyodativa

p por ser analizade

CUADRO 11i. EFECTO DE LOS GLUCOCORTICOIDES SOBRE LA FUNCION TIROIDEA.

DOSIS EFECTOORGAND REFERENCIA
* + 1 mg/Kg/d/5 d - T3 Higado y rifién Jennings & Ferguson, 1984.
.. " ] - §' D-| Higado Cavalleri et al., 1984.
* 150 g/i100 g - 5' D-I Higado y rinén McCann et al., 1984,
s 2x1077 - 5 DIl células NB41A3 German, 1986,
* 100 pg/25 wl + aparicién 5' D-l y It
embrién pollo (17 d) Borges et al., 1980. ~
*20mgx72h + 5°D-I' Hepatica
cordero Wu et al,, 1978.
* 1 pg/ml + 5' D+ Hepatocitos
ratén (19 d) Sato et al,, 1984.
+, estimulacién; -, inhibicién; d, dlas; NB41A3, linea celular derivada de un tumor de médula

espinal (neuroblastoma); *, cortiso! y/o corticosterona; * *, dexametasona.
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Melatonina

Las especies hibemadoras es el modelo animal qua mas se ha utilizado para conocer el efecio de
esta hormona scbre fa actividad §D-ll. Estudios en ardillas muesiran que la melatonina incrementa (7
veces) !a actividad de la 5'D-Il en la gléndula pineal (Pulg-Domingo et al, 1988), En contrasle, un implante
s¢ de melatonina (4 mg, 14 dfas) provocd una elavacion en la actividad 5'D-1l del EAT, pero no tuvo efecto
en la glandula plneal asf como en a hipéfisis y en la gldndula harderiana. Se ha propuesto que estas
diferencias estan relacionadas con las respuestas adaptativas de estos animales a camblos de temperatura

yio en la duracién del dfa (Pulg-Domingo et al, 1989).

Manipulaci6n Dietética,

El metabolismo de HT, es sumamente sensible a cambios en la ingesta calérica. Como ya se
menciond, son las HT junto con el sistema simpato-adrenal la insulina y el glucagon los principales
moduladores del balance enregético. De manera general se considera que mientras el ayuno provoca una
disminucién en la produccion y en los niveles sisiémicos de T3 (69 %), mientras que la sobrealimentacidn
{principaimente carbohidratos) los incrementa {39 %) (Arky, et al, 1977; Danforth, et al 1979). Sin embargo
parece ser que a nivel da la actividad 5'D-| y !, estos reajustes no son generales y dependen: 1) del drgano,
2) tipo de nutrimentcs y 3) ambiente hormonal, por ejem: ayuno parclal vs ayuno total o en la desnutricidn,

A contiruacién se dan las evidencias al respecto:

Ayuno. Desnuldclon, y Scbrealimentacién. En mamiferos y en aves el ayuno total (48-72 h),
proveca una disminucién en la actividad 5'D-1 hepatica (Kaplan, 1979; Hughes & Mc Nabb, 1986) mientras
que una diela a base de carbohidralos, la incrementa (Gavin, 1981), Esto concuerda y se ha asociado al
hecho de que el higado es mds activo en aquellas siluaciones en donde el metabolismo de fa glucosa esla
elevado. E} 6 los mecanismos qua participan en la inhibicion de la 5'D-1 en respuesta al ayuno atn no se
definen del todo, pero cuando menos existen 3 posibles explicaciones. 1) Se ha propusesto que en el ayuno
> 2 dias el efecto pudiera estar mediado por una disminucién del cofacior endégeno (Chopra, 1980), 2) por

el padil hipotiroideo (Kaplan & Utiger, 1978) y/o 3) al aumento ds ia coricosterona enddgena. En contraste,
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ol ayuno tolal (72 h) tuvo efectos diferentes sobre ia 5°D-l} del SNC. La actividad 5'D-1l se elevé al doble en
el hipotalamo, es probable que esta respuesta no sea producto del hipotiroidismo (intracelular), ya que la
actividad en la corteza cerebral no se modificd. Este efecto podria estar asociado con en el contro! del TAH
hipotaldmico (Kaplan & Yaskosky, 1982). En casos exiremos, cuande un ayuno parcial se ileva por periédos
larges de tismpo se liega a un estado de desnutricion. Este modelo generalmente se ha esludiado durante el
perfodo peri-natal y se han analizado algunos de los efectos de esta manipulacién sobre la 8D [y Il. La
desnutricién crénica tanto protdica como energélica provoca un desfasamiento en el tiempo y una
disminucién en la magnitud de los cambios que normalmente ocurren durante los 20 primeros dfas post-

natales. Especif se 1 di

i6n (50 %) en los niveles de T3 y T4, asl como en una
disminucidn en la $'D-l hepética y en la §'D-1l cerebral (Alaez et al, 1992). Este estudio confirma hallazgos
previos sobre la inhibicién de la 5'D-li de corteza cerebral (ratas, 7 dias) por la desnulricion. De eslos
resultados pueden interpretarse que la disminucién 5D-l hepdlica puede ser consecuencia de una
disminucién en los niveles de las MT. Mientras que en el SNC la respuesta puede ser parle de un
mecanismo de protezcién durante aste perfodo critice del desarrollo, er: donde se sabe cotnienza toda una
secuencia de eventos altamente sincronizados y que depanden de HT (Kaplan & Yaskosky, 1982).

En contraste, y mientras que una reduccién aguda en la ingesta de carbohidralos se acompaiia de
una reducci6r en los niveles de 73, la sobrealimentacion provoca un aumento en fas concentraciones de
T3, asf como en su produccién ds T3 (Danforth, et al, 1979). Esta bien documentada que en roedores ef BAT
es el piincipial sitio involucrado en 1a termogénasis post-prandial (Rothwell & Stock, 1979}, Una dieta a base
de catbohidratos o IIpidos estimula la produccisn da T3, a través da una activacién de fa 5'D-Il {Kaplan &

Young, 1987},

Impurtancia dal yodo {13, El pedil tiroideo de ratas mantenidas con una dieta baja en yodo se
caracteriza por exhibir valores muy bajos de Ts, mientras qut; los Ta no cambian (Silva, 1972).
Posteriormente se corroboré que {a produccion extratiroldea de Ta iamblén estd disminuida, Efectivamente
a ratas a las que s8 les proporciond una dista baja en yodo, la 5'D-l hepdltica y renal estd inhibida mientras
que la 5'D-1 tiroldea y la 5'D-li del BAT estd aumentada. Estos resuftados sugleren que el incremento en la

actividad de la enzima tiroidea es Imporianta para mantenar los niveles sistémicos de Ta (Pazos M, 1991).
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Imporiancia det Selenio (Se). E! Selenio junto con el cobre y el zine, participan en la dastoxificacién
de radicales libres derivados de oxigeno. Dasde tiempo alrds la sintomatologla de pacientss hipotiroideos y

de pacientes con una ingesta baja en selenio apuntaban hacia una ir lacién selenio - metaboli de

HT. Actualmente se sabe que esta interrelacidn existe y que es muy compleja. Aqul unicamente se hard
referencia a la importancia que tisne este elemento sobre la actividad 5'0- y I! (revisién: Arthur, 1991;
Anthur et al, 1993).

Datos experimentaies muestran algunos da los cambios que ocurren en el perfil tiroideo da ratas
que fueron somstidas durante 7 semanas a una dieta con deficiencia de selenio (d/Se). En estos estudios sa

aprecia que a partir de la 3a y 4a semana se elevaron significativamante los niveles de Ts, y disminuyeron

ligera pero significati e los de Ta, que los de rTa no se modificaron (Beckett et al, 1987;
Arthur et al, 1990 a,b; Chanoine, 1992).

Posteriormente se enconiré que este hallazgn estd asociado a una disminucién en (8 veces) en fa
actividad 5'D-] Hepatica, provocada por una disminucién en su sfntesls (Becket, et al, 1987; Arthur et al,

1990 a,b). Es posible que este efecto pudiera haber sido producto de un dafio mediado por los radicales

libres, como cor sencla de una disminucién en ia actividad de la glutatién peroxidasa (SGSHPx). Sin
embargo ratas sometidas a una dieta con dsficlencia de vitamina E (antioxidante), no tuvieron cambios en
los niveles de HT, sugiriendo qus los radicales libres no tuvieron efecto sobre la §D-. Por otro lado se
demostré que la adicién de: NADP, NADPH, NAD, NADH y GSH al anélisis "jn vilro" de la actividad 5'D-|
hepatica, no contiare actividad a ios higados de ralas d/Se. Estos resultados sugerian que el Se, forma
parte de la estructura de la 5D-§ {selenc-enzima}. Esta hipdtesis lué corroborada més tarde utilizando
técnicas bloquimicas; columnas de afinldad con sustratos bromo-acetilados (BrAc), seguida de una
electroforesis en geles de poliacrilamida {SDS-PAGE); y de técnicas de biologia molecular. Por medio de
estas ultimas quedd completamente demostrado que {a 5'D-1 contlene un dtomo de Se por molécula (Behns,
et al, 1990; Berry, 1991).

Debido a que la actividad da fa 5'D-I! en cerebro, se inhibe de un 50 - 70 % an ratas con d/Se se

pensé que posiblementa esta enzima tembién fuera una selenoproteina (Arthur et al, 1890 ab). Sin
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ambargo e demostré que este efecto no es directo, ya que Ia enzima 5D:ll de asirocitos activados por (B4)2
AMP: a) no se activa por el contenido de Se en et medio de cultivo y, b) no incorpora Se75. Eslo demuestra
que la 5D-1i no es una selenoproleina ( Safran et a!, 1991). El efecto del Se sobre la 5D-Il se explica major
por &l estado tircideo:

En animales eutiroldeos con una dieta (d/Se), la 5'D-If disminuyd significativamente. En contraste,
se encontré que en animales Tx la 5'D-It se elevd, aun en los alimentados con una dieta /Se. Estos
resultados sugieren que 1a inhibicion de fa 5'0-ll por falta de Se es secundaria, a una elevacién en los
niveles circulantas y tisulares ds Ta (Chanolna et al, 1992), y a un incremento en su vida media (Beckett et
al, 1992). Esludios en ratas muestran como sn animales que recibieron Sa, y que ademés fucron expuestos
al frio (4 C, 18 h), la actividad 5'D-l de! BAT exhibid un inczemento (22 veces). A difarencia da los de dista
s/Se, en donde la respuesta estuvo atenuada {8 veces) (Arthur et al, 1991). Estes resullados aclaran
muchas de las preguntas acerca de por que la deficlencia de Se exsacerba algunos de los aspectos del

hipotiroidismo.

Mensajeros intracelulares

Entre las 1 involucradas con |a regutacién de la 5'D 1y l), los mensajeros mds
estudiados hasta el momanto son el AMPc y los ésteres de forbol. Estos Ultimos estdn relacionados con el

{osfatidil-Inositol.

m Monofoslate (AMPC) Mediants el empleo "in vitro” de andlogos de AMPc, as.l como de
activadores o Inhibldores de la adenilato ciclasa se demostré que la actividad 5'D-l1 de la glia (astrocitos), de
la glandula pineal v dal BAT esld medulada entre ofros por este segundo mensajero. En cultivo de
astrocitos s8 ancontrd que el AMPc elava (11 veces) la actividad 5'D-1l a padir da las 4 h, y que esta
activacién depende de sintesls de proteinas de novo (Courtin et ai, 1988). En la gldndula pineal la
administracién *in vitro® de AMPc y forscolina aumenté Ya actividad 5'D-1) "basal* y se encontrd que el ritmo

nictameral dependionte de la estimutaclén B adrenérgica esta dado a través del AMPC (Guerrero, 1888 b).

39



Efectos similares se han reporiado para el BAT. [ncluso se ha propuesto que las diferenclas que
existen entre eutiroideos e hipotiroideos en cuanto a la regulacidn adrenérgica de la 5'D-Il, se deben a una
diferente sensibilidad de la enzima al AMPc. Efectivamente se ha demostrado que el estimulo B
adrenérgico durante el hipotiroldismo se acompaha de un incremento en los niveles de AMPc y
consecuentemente de una acllivacién dosis-respuesta de fa 50 II. La adiciSn de agonistas «q sinergizan
esta activacién. Por el contrario, se ha observado que, en un medio eutiroideo, niveles elevados

intracelulares de AMPc Inhiben la activacién 5'D |l en adipocitos {revisién: Reasmaja, 1930).

p

Esteres de Forbol, Se sabe que en cullivo de astrocites, una concentracion (10 -7 M) de ésteres de
forbol (TPA, 12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetate) incrementa (15 veces) la actividad 5'D-11, en las
primeras 5-10 h, pero sdlo en presencia de glucocorticoides {cortisol 10 6 M). La induccién de esta enzima
parece reguerir sintesis de novo. Es probabla que estos efectos estén mediados por la proteina cinasa C
{Courtin et al, 1989).

En condlciones basales la incubacién de adipocitos del BAT con TPA no liene efecto, pero inhibe en

un 590 % el incremento inducido por drenalina (1 uM} y fenilefrina (10 uM, agonista a1}, El r I
por el cual el TPA suprime la estimulacién por agonistas a 1, pudiera estar mediado por los siguientes dos

mecanismos: 1) fosforilacidén (mediada por protein cinasa C) de los recaplores adrenévrglcos, atenuando asi

sus respusstas o bien 2) a un incramento en el AMPc (efecto 3 y no a 1) (Barge, et al, 1988).



IV. PLANTEAMIENTO DEL. PROBLEMA

La Informacién revisade hasta aqul permite apreciar la relevancia fisiolégica que la
monodesyodacidn pariférica de las HT llane en los procesos de adaptacidén melabdlica ylo funcional del
otganismo.

En estudios previos, demostramos la presencia de la enzima 5'D-1l en la gldndula suprarrenal de
rata (Angulano et al, 1990; Luna e! al, 1993}, y analizamos los cambios que exhibe durante la exposicién
aguda al frfo en la rata (4°C, durante 15, 30, 60 y 120 min}. Encontramos una asociacion temporal entre e}
incremento en la actividad 5'D-It y la blen conacida activacién par frio del sistema simpato-adrenal; asf
como de los ejes hipotdlamo-hipdfisis suprarrenal y tiroideo. La actividad §D-l! hipotalémica aumanté en
forma aguda (15 min) y psrmanecié elevada durante la primera hora de exposkidn. En contraste, la
actlvidad enzimética de la gldndula suprarrenal exhibld una respuesta bifdsica {30 y 120 min). Al analizar la

aclividad en cada uno de los c de la ¢ y medula) se pudo apreciar que la

alevacién rdpida de la enzima corresponde al tejido cromalin y la elevacién lanta o tardia al tejido cortical,

V. HIPOTESIS

Estos resultados nos llsvaron a proponer como hipdtesis de trabajo, que la regulacién de la
actividad 5'D-lil de la gl;éndula suprarrenal es de naturaleza neurc-endécrina. Especificamente, !a hipdtesis
propene que la aclividad §°D-l S/R durante la respuesta aguda al frio podirfa estar regulada por la
estimutacién neural directa, y/o ser dependiente de algiin fector hipofisiario {v.gr. ACTH).
Asl, y con el propdsito de explorar esta hipétesis, la presente tesls se disefié para responder la siguientes
preguntas:

¢ Participa la Inarvacién autonémica de la glandula S/R en la ragulackén de su actividad 5'D-

I, y cual es la naturaleza ca esta participacién (sstimulatoria o inhibitoria) .

¢ Es hipofiso-dependiente la kdad 5D-Il de la gldndula S/R, y ds ser asf, cual es el papet
que juegan la ACTH y los glucocorticoldes ?.

¢ La activacién ds la 5'D-Il S/R ocitme de manera diferencial al estimulo estresor?
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VI. OBJETIVOS

® Analizar el efacto de la seccién dal nervio espldcnico sobre la actividad 5'D-l en la gldndula S/R

Al i

ahip ) 81 G " y durante la exposicién aguda al frio

® Analizar el efacto de la hipofisectomia sobre estos mismos pardmetros.

@ Analizar los efectos de la ACTH sobre la actividad “basal® de la 5'D-1l en la gldnduta S/R.

® Analizar los efectos de ta DEX sobre esta misma actividad enzimatica tanto en condiciones

como durante la lacién por frio.
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Vil. MATERIAL Y METODOS

ANIMALES Y COLECCION DE ESPECIMENES
Sa utllizaron ratlas macho "Wistar* (250 a 300 g). Los animales recibieron alimento (Purina) y agua
*ad |ibilum* y se mantuvieron bajo condiciohas controladas de tempetatura (22°-26°C) y de luz—obacuridad
(12:12).
Todos los animales se sacriricaron por decapitaciéh entre las 11:00 y 13:00 h, colectdndose del
tronco sangre en tubos vacutainer heparinizados (plasma) y en tubos sin anticoagulante (suero). Todas las
muestras sangufneas se centrifugaron a 2,500 r.p.m. (1500 g) por 15 min y ol plasma o sugro se congelaron

a - 4°C, hasta el momento de las determinaci hor les. En frlo, se di of hipotdl (HP} y

ambas gldndulas suprarrenales (S/R). Para la diseccidn de! hipotdlamo se tomaron como referencia las

igulent 1) hacia adelante, el borde posterlor del quiasma &ptico; 2) hacla atrés, los cuerpos
mamilares; 3) hacia los lados, los surcos hipotaldmicos y, 4) el piso del 3er ventriculo como Iimite de 1a
prefundidad del corte. En esta forma, of intervalo de peso da los difarantes HP colsctados oscild de 25 a 35
mg. Las gldndulas supramrenales fueron extraidas rdpidamente y en frio se limplaron perfectamente da
grasa. Los tejidos se congelaron Inmediatamente a -70°C hasta el momento de la daterminacién de la

actividad &' desyodasa (5'D-I1).

PROCEDIMIENTOS QUIRURGICOS
Eslos procedimientos se llevaron a cabo bajo anestesia general (Pentobarbital sédico; 3 mg/100 g;

via ip) y con la ayuda de un microscoplo de dissccién.

D vacisn (espl ) Suprarrenal.
A través de una laparatomia medial (LP) se identificé la glanduta y la arteria suprarrenal izqulerda,
se disecd el paquete vascular y se coid el nervio espldcnico dejando Intacto €l aporte sanguineo. La

gldndula derecha fué el control intemo (inervado). En los animales falsos operados (FO-LP) ef
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procedimlento quinirgico fué idéntico (diseccién de la arteria) s6lo que en vez de secclonar el nervio,
unicamente se manlpuld a la gléndula junto con su pediculo. Los experimentos se reallzaron 3 dias después

de la cirugla, y c/it de las suprartenales se trabajé de manera independiente.

Hipofiseciomia (Hpx}.

pués do la la y antes de la cirugla, fué necesario administrar

atropina {Chem, Mex, 0.02 mg/00 g s.c,) para reducir las secreclones branquiales, asf como practicar una
canulacién da trdquea para evitar que el snimal muera por asfixia. La HPX se practico por la via
parafaringea. Esta técnica consiste en hacer una inclsién a nivel del borde inferior de la mandibula, Se
toma como referencia el tendén central del mdsculo digéstrico y con un disector de vidrio se separa (a vena

yugular. Postariormante con un separador de vidrio se separan estructuras internas hasta liegar al piso de

la nasofaringe, y se diseccta el musculo de los huesos b Jides y basioccipital. Una vez do el
mdsculo da {a nasofaringe, aparecen en el fondo los huesos dsl craneo . Se limpla la zona y con una broca
de bola se trepana el hueso baslesfenoides hasta llegar a la duramadre. &sla membrana se incide con una
aguja para meninges, ¥ s en ests momento cuando !a hipéfisis se fransparenta y se aspira suaveinente. La
hipéfisis sale de una sola plaza {para detalles de la téenica vedse; Alvarez-Buylla et al, 1981; Quintanar &
Quintanar, 1994). En los animales falsos operados (FO-HPX) el procedimiento quinirgico fué exactamente

ol mismo, pto la aspiracién de la hipdlisis. Los experi 6@ raalizaron enlte ios 8 a 16 dlas post-

quinirgicos. Durante este tiempo los animales se mantuvieron a una temperatura constante (26° C), y se les
proporciond solucidn salina para beber.
Criterios da Inclusién:
a Verificacidn “post-mortan® de la ausencia de hipéfisis
o Conlrol del peso dei animal y de la gldndual suprarrenal

= Cuantificacién de los niveles circulantes de corlicosterona y ds hormenas tiroldeas.



PROTOCOLOS EXPERIMENTALES
Los siguientes exparimentos fueron disefiades con el propdsito de analizar tanto la panicipacién,
como algunos de los posibles mecanismos a través de los cuales, el sistema nervioso auténomo y la

gldndula hipdfisis participan en la regulacion de la actividad 5' desyodasa HP y S/R.

Begulacién Neural
Exp 1. Elecio de {a Esplecnolomia (Espx) Unilateral-Izquierda.
1.1} Condiciones Basales: Temperatura Ambiente (22°- 28° C).

1.2) E: iclén al Frio: 4°C, d 15, 30, 60y 120 min.

HRegulacién Hormonal
Exp |. Efectos de la ACTH y de la Dexametasona (Dex).
Exp 2. Efectos da la Hpx y Administracién Hormonal.
2,1) Condici Basales: Temperatura Ambi (22-28°C).

2.2) Exposicién al Frio: 4°C. Durante 15, 30, 60 y 120 min.
2,3) Administracién con ACTH.
2.4) Administracién con Dex.

2,5} Administracian de Hormonag Tiroldeas.
HORMONAS. DOSIS Y ESQUEMAS DE ADMINISTRACION
Adrenocorticotropina (ACTH),
Se utilizé hACTH (1-24, Sigma). La hormona se administré por via s, sigulendo dos esquemas: a)

dosis unica (10 pg/100 g); b) dosis multiples (10 pg/100 g), cada 12 hrs, durante 2.5 dlas. Las ratas s8

sacrificaron 1 h después de Ia tltima adminkstracion.
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Dexamatasona (Dex).
Se ulllizé fosfato de Dex (Deckadron), a una dosis de 250ug/100 g, por via ip. Dos horas después se

sacrificaron los animales control, 0 15, 30, 60 y 120 min mds tarde los expuestos al frio.

Tiroxina (T4).

So administré T4 (Hening), dosis Unica (1 pg/ 100 g) por via ip. Los animales se sacrificaron 4 h
después,

En todos los grupos, los animales control recibieron por ia vfa comespondiente solucion salina (NaCl

0.8%), en un vollimen equivalente al administrado para cada hormana.

METODOS ANALITICOS

Hormonas Clrculantes. )

Los niveles plasmaticos de noradrenalina (NA) y adrenallna (A) se cuantificaron por cromatografla
Ilquida de alta tesolucién (HPLC) utilizando la técnica descrita por Hjemdahl {1984), previamente
estandarizada en el laboratorio (Angulano et al 1991). Las catecolaminas fueron purificadas y eoncenlradas
por extraccidn con ¢xido de aluminio. Se wtilizé un delector sléctrogulmico (LKB 2143). Bl coeficients de
variacién inter a intra fué 13 y 8.3% respsctivamente.

En el suero se midieron los niveles clrculantes de corticosterona {CTa), de Ta y de Ta, La Cla se
midié utilizardo un ensayu competitivo de unidn a protefna (CBPA) descrito previamente {Luna et at, 1990).
Los cosficlentes de variacidn inter-intra-ensayo fusron de 8.0 v 8.4% respectivaments. Los niveles
circulantes de T4 y T3 se cuantificaron por radioinmunoanélisis {RIA) especlficos adaptadados a la rata y
que utillzan suere hipotiroideo homdlogo en la curva sstdndar {Aceves et al, 1882). Los coeficientes da

variacién inter e intra ensayo fueron de 10.5 y 8.6 % para T4 y de 12,8 y 9.0% para Ta.



Actividad 5'Desyodasa (5°D).
La actividad 5D se cuantilicé por la tdcnica de liberacién de radio-yodo (Leonard & Rosenberg,

1980). Esta técnica evalua la actividad de la enzima mediante la cuantificacién del producto de su reaceién

(yodo, 1125), A continuacisn se describen los aspectos mas relevantes de la misma.

a) Purificacidén de la Hormonpa. Para tener ta certeza de que el yodo liberado y cuantificado es
producte de la acclén de la §'D y no de la auto-radidlisis de la hormona, es necesario disponer de un
sustrato radioactivo (trazador) lo suficlentemente “"puro® (libre de contaminantes). En este caso sdlo
utilizamos trazador cuya proporcién de yodo libte fuese < 0.5%, para lo cual purificamos fa hormona (125
IT3, NEN; actividad especlfica) medlante cromatograffa de intercambio iénico utilizando columnas de Sep-
Pack C-18 (Waters, Divisién/Miliipore), unidas a una Jeringa de 3 ml. El procadimiento de purificacién
consista en lo siguiente:

Se lava la Jeringa con una solucién de fosfatos/metanol 40:60 . Fosfatos 0.1 M {N2)2HPO4(Merck).

Se celoca [a honmona ¥ la columna se lava (2 veces) con 500 i de fosfates 0.1 M.

Se fava (2 veces) con 500 pl fosfatos-metano! 40/60.

La hormona se eluye con 200 pl de metanol amenio 99:1 {Mesck) (5 6 6 veces).

So recolectan cada una de |as franciones y se cuentan durante 0.1 min en un espectrémetro

gamma.

Las fracclones con mayor nimero de cuentas se evaporan con Na.

Sa diluyen con amontiguador Kpl-EDTA, pH 7.0 en las siguientes proporciones 1 M KH2PO4

(Merck) y 1 mM EDTA (Sigma).

b) Preparacién de los Tejidos. 1os tefidos de cada animal se homogeneizaron individualments en
ftio wlllizando una proporeién 1:10 peso/véiumen de amortiguador Hepes (10 mM pH 7.0); adicionado con

EDTA (1,0 mM) y sacarosa (0.32 M), Se utilizé un homogenizador de teflén (Thomas Sclentific).

v
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£} Cuanfificacion de la Actividad 5D. En e! caso de las S/R el ensayo enzimatico se realizo
utilizando el sobrenadante de una centrifugacién a 12,500 r.p.m. (10,000 g X 10 min), y en el caso de los
HP se ulilizé el homogeneizado crudo. En uno y ofro caso, las muestras (50 ul, ~ 200 a 400 ug de proteina)
se incubaron con una mezcla radicactiva (50 i) qua contiene 8 a 10 nM de 125T3 como sustrato (NEN,
1100 pCl/pg) y 20 mM de DTT (Dithiothretitol, Calblochem, CO), como cofactor. La incubacién se llevé a
cabo a 37°C durante 4 h. Transcurrido este tlempo la reaccién se detuvo adicionando a la mezcla de
Incubaclén 50 ul de suero normal de bovino y 350 p! de acido tricloroacético (TCA, Baker Analized) at 10 %.
Después se cantrifugd a 2500 r.p.m. {1500 g) por 10 min. E|l sobrenadante se pasé a través de una resina de
intercambio calidnico (Dowex 50 W-X2, Bio-Rad) activada con acido acético (Merck) al 10 %. El 125]
liberado de la *25rT3 se eluyd con 2 mi du Acido acético 10% y esta eluado se conté en un espectrdmetro
gamma. En cada ensayo se prepararon 4 tubos a los que no se afiadio el homogenelzado ¥ que se

procesaron exactamente igual qua los p £l valor oblenido en estos tubos representa la

desyodacién inespecflfica y fué restada al valor de cada muestra. Los resultados de la actividad enzimatica
se calculan de acuerdo al procedimiento descrito por Pazos Moura (1991} y se expresan como fmol |
liberado/mg protelna/hora).

d) Cuanlificacién de Protelnag. Las proteinas se cuaniificarén por el método de Bradford (Bradford,
1976). Se wtilizé el reactivo de BIO-RAD (proteln assay) y albumina sérica bovina (Sigma, Chemical Co)
como esandar. La curva estandar se construyd con un intervalo de protelnas de 10 - 100 pig. Se ulilizaron §

a 10 pg de muestra.

ANALISIS ESTADISTICO
Los resultados se expresan como la media (X) = error estdndar (e.e.). Para la comparacién inter e
intra grupos se wlilizé un andlisis de varianza (ANOVA) de una (unifactorial) y dos vlas {bifaclorial), Después
se utilizé una prueba de comparacién mdttiple {prueba de Fisher ). En algunos ds los experimentos y con el
fin ds homogenizar las varianzas, fué necesarion realizar las pruebas esladlsticas con los datos
transformados (ralz cublca) (Steet & Torrie, 1985). Diferencias con una p < 0.05 fueron conslderados

estadisticamente significativas. Los andlisls estadisticos se reallzaron con la ayuda da un paquete

dfstica (Statgraphics, Statistical Graphics System, Versidn 2.6).
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VILRESULTADOS

REGULACION NEURAL DE LA ACTIVIDAD S'DESYODASA SUPRARRENAL

Para conocer la influencia que pudiera tenar la inervacién autonémica sobre la actividad 5'D-l! de la
gléndula suprarrenal (S/R), se desnervé (esplacnotomia) la glandula S/R izquierda {DESN}, dejando la
gldndula contralataral intacla. Por la naturaleza del experimento y las caracteristicas funcionales del eje
neuroendderina analizado, ademéds del grupa contral {animales intactos; INT), se incluyé un grupo
experimental de animales falsos operados (FO-LP), en los cuales sélo se manipulé a la gldndula S/R
Izquierda.
Estrés Quirdrglco y Desnervacion

Condiciones Basales (22°C), El peso humedo de las gldndulas S/R de los tres grupos
experimentales se resume en la FIGURA 1. Nétese como el estrés post-quinirglco (post-qx) provocd un
aumento significativo en el peso de gldndulas de los animales FO-LP. También se observé un aumento en
el peso de la glandula derecha (intacta) de los animales DESN, solo que este no fus estadisticamente
significativo. En contraste, el peso de fa gldndula desnervada (DESN, izquierda) fué menor al registrado en
la glandula hamolateral da los animales FO-LP (14.8 + 1.0 Vs 18.4 x 0.7 mg), y semejante al de! grupo INT
{15.4 £ 1.0 mg). Concomitintements, an la gldndula desnervada la aclividad especifica de la enzima
{fmol/mg protelna/tora) fué menor (0.78 + 0.20) que la deteclada tanto en la giandula contralateral (2.6 +
0.7), como en las glandulas do los grupes INTy FO -LP (2.4 £ 0.3 y 2.2 + 0.5; respectivamente). En ninguno
de los grupos se medificd significativamente la actividad de !a enzima hipotalémica, ni los nivaeles
hormonales de A, NA y de Ta. En los animales DESN las concenlraciones de T4 fuaron significativamente

menores con respecto a los grupos INT y FO-LP (FIGURA 1).
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Exposicidn al Erlo {4°C). En los grupos experimentales (FO-LP y DESN), la actividad 5D
hipotalimica (HP) comenzé a elevarse a partir de los 30 min de exposicidn al frfo. Sin embargo fué hasia
los 60 min que la actividad enzimatica se elevd en los tres grupos experimentales, siendo mayor la
actividad en los animales FO-LP y DESN que en los animales INT. Simulidneamente, también aumentd la
actividad 5'D-Il S/R en los tres grupos. La glandula derecha de los FO-LP y ambas gléndulas de los
animales INT exhibleron un patrén de activacién bifdsico (30 y 120 min). Sin embargo, en la glandula
maniputada (jizquierda) de los FO-LP y en ambas gldndulas de los DESN, la enzima perdié dicho patrén de
activacién caracteristico da los animales INT. La glandula manipulada de los FO-LP (izqulerda), exhitis a
los 60 min los valores mas altos de actividad 5D-|l. Ambas gldndulas de los anlmales DESN elcanzaron
valores maximos entre los 30 y 60 min da exposicién a! frio, sin embargo es imporiante enfatizar que la
actividad enzimética de la gldndula desnervada comenz6 a aumentar a partir de los 15 min viniendo de
valores basales casi indetectables (FIGURA 2).

Debldo a que en los animales DESN la actividad basal de una y otra glandula (derecha-izquierda)
fusé diferente, se analizardn los incrementos (% valor basal) que la actividad enzimética presentd durante la
exposicién al frio. Este analisis mostrd que a ninguno de los tlempos estudiados (15, 30, 60 y 120 min) hubo
diferencias entre las glandulas, pero que la capacidad de respuesta de la S/R inervada (derecha) estéd
incrementada (FIGURA 3).

En la tabla de 'a FIGURA 2 so0 muestra 6! pertil hormona! que los grupos INT, FO-LP y DESN

hiki

" durante la exposicidn al frlo. Nétese commo los niveles circulantas de A y de NA de los grupos FO-
LP y DESN, no exhibieron los incrementos caracter{sticos (animales INT) de la resp\!asla al frfo. Con
respecto a los valores de hormonas liroldeas, se observé que los niveles de Ta se elevaron
signiticativamente en los tres grupos experimentales (60-120 min), mientras que los niveles de T4 no se

elavaron en el grupo INT pero sl en los grupos FO-LP y DESN.
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PESQ GLANDULA S/R (mg)
GRUPO  DERECHA 1ZQUIERDA

iNT 15.4:1.1 153¢1.0 2
FO-LP 18.7:1.1b 18,4207 %

DESN 17821226 148:]1.0.
Fr 5006

Pe 0.000t
(b grupa}
INT
éz a NS. FO-LP
e 4
Ze T DESN
B ! i
L8 il
g O
af 4 INT
<~
2=
g g Fw3.084  FO-LP
2= 2 Pa0.08 077 deracha
. ALY izquierda
DESN
0 [[I} deracha
lzquierda
NIVELES HORMONALES
A NA T3 Ta
GRUPO  ngrmt ag/mi na/dl ng/dl
11 9.6£0.7,  28:032 $0.0:7d: d0sida
FO-LP 7621.7.p 25:0.4. 76.0:40. 35:05a
DESN 51:1.1p  25:03s 656:67+ 27s03a
NS NS NS F= 0.088
Pe 0.05
FIGURA 1. Efectos de {a Espiacnotemia Suprarronal {S/R) lzq en Condicl Bagalas. En la

tabla superior se mueslra el incremento en peso que el estrés post-qx provoco sobre fa gldndula S/R de
animales falsos operados (FO-LP). En las grdficas A y B se ilustra como Ia esplacnolom!a (DESN) no

modifica la actividad 5'D-1l HP, pero st disminuye significath la d basal de la glandula
desnervada (izquierda), asl/ como los niveles plasmaticos de T4 (tabla Inferlor). Todos los valores
representan la X + e.e. Para cada varlable se realizé un andlisis de varanza unifactorial (valores de F y p).
Las diferencias entre grupos se determinaron con la prueba de Fisher {p < 0.05), Lelras distintas
coresponden a valores estadisticamente diferentes. Las latras N.S significan que estadfsticaments no hubo

diferencias.
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FIGURA 2. Efectos da la esplacnotomfa S/R sobre la actividad §'D-il y sobre los niveles hormonsles de
animales expuastos al frio, La gréfica A museslra que ol frlo {60 min) duplica la actividad 5'D4! HP en los grupos FO-
LP y DESN., con respacto al grupo INT. En las graficas B y C se muestra la actividad 5Dl S/R de !zs glandulas
derschas e izquierdas. Se observa qua 1a actividad enzimatica da 1a gldndula izquisrda del grups FO-LP, asf como la
de ambas glzindulas dal grupo DESN, pierden el patrén de activacién bifésico caracler{stico da los animales INT y de
la d ip {FO-LP, En la tabla inferior s muastra 1a bien conocida activacion del eja
hIpmélamn-h!péllsls -tiroldes en respuesta a la exposicién al frio, asf como la disfuncién de la respussta del sistema
simpato-adranal en los grupos con estrés post-gx {FO-LP y DESN). Todos los valores reprasentan la X £ s.e. Para
cada variable se reallzé un andlisis de varianza bifactorlal, en el que se considerd el tismpo de exposicioén al frio y el
grupo experimental al cual pertenecen. Los valores de F y p son producto de este andlisia. Las diterancias Intra e inter
grupos sa daterminaron con una pruaba de Fisher (p < 0.05). Ambas pruabas estadisticas sa raalizaron con los dates
transformados (raiz cubica). Letras distintas cotresponden a valores estadisticamente dierantes. Las letras N.S
significan que estadisticamente no huba diferencias,
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FIGURA 3, Comparacién de la actividad 5°D-II entre S/R has e lzq de DESN. Los valores
basales do la actividad 5'D-)l de cada gléndula se tumaron como el 100 %, y los incrementos qus cada una exhibid
duranta la axpasicion al frio, 88 i (%) con a esta valor basal. Todos ios valdres representan la X +
6.0, Los da‘os se analizaron con un andhisis de varianza unifactorial (valores de F y p). Las diferenclas entre glandulas
derechas e lzqulerdas, a distintos tismpos de exposicidn al frfo se d i con una prueba de Fisher (p < 0.05),
Letras distintas p a valoras i

REGULACION HORMONAL DE LA ACTIVIDAD 5'D-ll SUPRARRENAL

Estos expsrimentos se para sl las respuestas durante et estrés quirirgico, o

durante la expasicién al frfo, podrian estar mediadas de manera directa por ACTH, o bien a través de algun

factor secundario come serfan los glucocorticoidas,

Efoctos de ia ACTH {(Animales Intactos)
Condiciones Basales. Con respecto al grupo control {animales que solo recibleron solucién salina
como vehiculo; VEH), los niveles circulantes de Cla en los animales tratados con una sola dosis de ACTH

{UNICA) aumentaron al doble (130 + 15.2 Vs 300 + 60 ng/ml), y en los tratados con dosis miltiples (MULT)
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el incremento del glucocorticolde enddgeno fue casi de ires veces (444 + 141 ng/mi) {tabla, FIGURA 4).
Aunque estadisticamente no fué diferente, el peso himedo de [a glandufa S/R aumenté de 21.5 + 3.2 a 26.1
+ 2.4 mg an el grupo MULT. En contraste con sus claros efectos tréficos y esteroldogénicos e
independientemente de la dosis y esquema de administracién, la ACTH no modificé la actividad 5'D-ll HP y

S/R (FIGURA 4}. Por esla razén, ya no se analizé el efecto de esta hormona durante [a respuesta al frfo.
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FIGURA 4. Efectos de [a Adrenacorticotrapina (ACTH). En esta figura se ilustra corno una dosis Unica (10 pg/100 g,

1.0 mU); o blen dosis miltiples (MULT, 10 pg/100 g, ¢/12 hrs, durante 2.5 dias) de ACTH. no tienen efectos sobre [a

attividad 5Dl HP y S/R. Sin go, an ambos asq de i la ACTH fos nlveles

circulantes da corticostarona (Cta). Todos los valores representan la X = e.e. Para cada varlabls se realizd un andlisis

de varianza (valores de F y p) unilacterial. Las diferencias entre fos grupos se analizaron con una prueba de Fisher (p

< 005). Letras distintas comesponden a valotes estadisticamente diferentes. Las latras N.S significan que
i no hubo di




Efectos de la D 1a (Animales Intactos)

Condiciones Basalgs. La FIGURA 5 muestra los resultados de estos experimentos. La DEX (dos's
unica 250 pg) tuvo efeclos diferenciales sobre la actividad 5'D-1l en HP y S/R. La actividad en HP no se
modificé, mientras que en la gléndula 5/R aumentd aproximadamente entre 3 y 4 veces (33.0 + 12 Vs 10.0
+ 1.3). Obsérvase que al grupo al que se le administrd VEH, la manipuiacién asociada a este evento se
acompafié de un aumento en la actividad de ta enzima (2.9 = 1.1 Vs 10.0 = 1.3) con respecto a un animal no
manipulado ({NT). El tratamiento con DEX se acompahidé de una disminucidn significativa en los niveles
circulantes de Cla, Ay NA. Los niveles clrculantes de Ta también descendleron aunque estadisticamente no

fueron diferentes. Los valores de T4 ne se madificaron (iabla, FIGURA 5).
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FIGURA 5. Efectos de la Dexametasona (DEX). La activacidn de ia 5'0-! tanto en respuesta a la
manipulacién del animal (VEH, solucién salina 0.9%), como a la administracion de DEX (250 pg/100 g) fué
especifica a 1a glindula S/R. Ademads, la administracion aguda (2 h) de DEX disrninuy6 significalivamanta
los nivelas do Cta. Todos los valores representan la X = e.e. Se utllizd un anélisis de varianza {valores de F
y p) unifacterial, Las diferencias entre los grupos sc analizaron con una prueba de Fisher (p < 0.05). Letras
distintas comesponden a valores estad(slicamente diferentes. Las leiras N.S significan que estadisticamente
no hubo diferancias. Las pruabas estadisticas se realizaron con los catos transfermados (raiz cibica).
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Exposicidn al Erfo, En la figura 6 se llustra como 1a administracién de DEX inhibe ef aumento de fa
aclividad 5'0-1) HP que normalmente ocurre durante la exposicidn al frio (INT y VEH), Debido a que enel
grupo DEX, 1a aclividad basal 5°D-Il S/R ya eslaba elevada, esta enzima no responde a la demanda de
termotragulacion como lo hacen los grupos INT y VEH (enire 30 y 60 min). Los niveles circulantes de las
diferantes hormonas analizadas se muesiran en la tabla de la FIGURA 6. A diferencia de los animales INT,
tos niveles plasmaticos de catecolaminas no variaron en los grupos VEH y DEX. Durante la exposicién al
frio, 1a Cta tendid a elevarse en los tres grupos pero el incremento solo fué significativo en el grupo DEX a
los 60 min. En los tres grupos experimantales los nivales de Ta aumentaron gradualmente y alcanzaron
valores maximos entre los 60 y 120 min. Los niveles de T4 aumentaron unicamente en el grupo DEX {120

min).
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FIGURA 6. Efectos de la DEX sobre Ia actividad 5'Desyodasa y niveles hor les de animali

expuastos al frio. La administracidn aguda de DEX (250 pg/100 g, 2h) se acompalfié de un incremento
significativo en la actividad basal de fa 5'D-li S/R, sin embargo nétese que en ambos drganos la enzima no
responde a la exposicin al frlo, En la tabla inferlor se muestra como la manipulacién del animal (VEH y
DEX) sa pahidé de una inh de fa rasy catecolaminérgica al frio. En contrasts, los niveles de
CTade los animales tratados con DEX si se elevaron lentamente (60 min). Todos los valores representan fa
X + 8.0.5¢ utillzo un andlisis de varianza bifactorial en €l que se considero el factor tiempo de exposicidn al
frio y grupo experimental (valores de F y p). Las diferencias intra e Inter grupos se determinaron con una
prueba de Fisher {p < 0.05). Letras distintas rep tan valores nente dif Las letras N.S
significa que estadisticamente no hubo diferencias. Ambas pruebas estadisticas se realizaron con los datos
transformados (rafz cubica).
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Hipofi fay Admir 16n de Hormonas

Para avaluar la especificidad de los efectos de la HPX sobre Ia actividad 5'D-II, fué necesario incluir
un grupo FO {FO-HPX) ad hoc (sometido al mismo procedimiento quinirgico pero no se aspird 1a hipélisls).
Estrés Quinirgico y Administracién de Hormonas

En la FIGURA 7 se comparan los tesuilados de los diferentes grupos estudiados. Nuevamente, en

los animales FO-HPX, el esirés quinirgico sélo modificd la actividad 5'D-Il an la glandula S/R.
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FIGURA 7. Efectos de 1a HPX y do! estrés post-gx sobre la acilvidad 5'Desyocdasa y sohre los niveles
hor fes. La HPX é la actividad 5'D-I) HP y S/R, ¥ simultdneamente redujo el peso de |a glandula S/R, asi
como los nivelas de cenicoslerona (Cla) y do hormonas tiroldeas. El estrés quirdrgico (FO-HPX) provocd un
Incremento en la actividad 5D-1l S/R, y un aumento en el peso de la glandula y en los niveles circulantes do Cta. Los
valores s analizaron con una prueba de varianza (valores de F y de p). Las diferencias enire los grupos grupos se
detarminaron con una prueba de Fisher {p < 0.05). Letras distintas corresponden a valores estadlsticamante dilerentes,

Todos los valores representan la X £ 6.0,

58



En estos anlmales y en comparacién a los INT, ia aclividad especifica de la enzima aumentd
aproximadamente seis vecas (24.5 £ 11 Vs 2.9 = 1.1; respectivamente), Este efeclo fué paralelo a un
incremento en al pese (mg) de las gldndulas S/R (22 + 1.7 Vs 42 + 11; respeclivaments). En contraste, la
HPX aumenl3 la actividad 5'D-1l de ambos drgano: en el HP la actividad especifica de la enzima aumentd

3veces {5.3 +2.0 Vs 19.2 + 6.8), mientras que en la S/R 6! incremento fue de! doble (2.9 + 1.1 Vs 6.0 &

1.3). En estos animales (HPX), el peso de las glindulas S/R disminuyé aproxir te 30 % en
comparacién con los INT (16 + 2.1 Vs 22 + 1.7 mg). El perfil hormonal de estos experimentos se mues!ra en
la tabla de la FIGURA 7. En las animales FO-HPX el estrés quinirgico provocd un incremento en los niveles

de Cta; mientras que en los HPX, las concentraciones de las ires hormonas hipoliso-dependientes: Cta, Tay

Ta, disminuy signific e.

Hinafl Tnld

D fay exp al frio,

La actividad enzimdtica en HP y S/R aumentd durante la exposicién al frio en ?mbos grupos
experimentales (FIGURA 8). Sin embargo, los animales HPX exhibieron una hiperrespuesta en ambos
drganos, La actlvidad 5'D-Il HP en HPX fué mayor en magnitud {30 min) y en duracién (15 a 120 min), con
respecto a INT. En el casc de fa 5'D-1l S/R, se siguld presentando el perfil de activacidn bifésice, sélo que ei
components rdpido de activacién se adslanté (15 min), y {a magnitud del incremento fué mayor (2-3 veces)

con respecto al grupo INT. Los niveles hormonales de estos animales se muestran en la tabla de la FIGURA

8. A diferencia de los animales INT, en el grupo HPX las nes circul de laminas no
aumentaron durants la exposicién al frio, mientras que los niveles de CTa lo hicleron de manera discreta y

gradual alcanzando valores mayores a los 120 min. Con respecto a los niveles circulantes de Ts, estos

descendieron durante los pri 30 min de 5n al frfo, relc do p (60 - 120 min) a
niveles "basales” (5% ng/dl). En ambos grupos (INT e HPX) las concentraclones de T4 no camblaron durante

todo el estudio.
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FIGURA 8. H] iay de la actividad 5'D asa a la exf al frio. La HPX se

acompafié de una htparrespues(a ‘de la 5°D-ll HP y S/R durante fa exposicién al frfo. En ambos grupos los
niveles de Cta aumentaren, solo que en los HPX el incremento {fué tardio (120 min). Nétese como los
niveles de A, NA y de T3 se elevan unicamente en el grupo HPX. Se utilizé un andlisis de varizanza
bifactorial en el que se considerd el tiempo de expesicién al frio y el grupo experimental (valores de F y p).
Las diferenclas intra-inter grupos se determinaron con una prueba de Fisher (p < 0.05). Letras distintas
comrasponden a valores estadisticamente diferentes. Las letras N.S significa que estadisticamente no hubo
diferenclas. Todos los valores representan la X +e.e.
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Efectos de fa ACTH (Animales HPX)

La administracién de ACTH (UNICA) no modificd la actividad 5'D-Il HP en animales FO-HPX e
HPX. En contraste, y no obstante que el peso de la glandula auments discretamente la ACTH suprimi6 la
actividad §'D-I! en ia S/R de los animales FO-HPX (3.2 + 1,0 Vs 24,5 £ 11). En los animales HPX la
hormona no tuve ningun efecto (FIGURA 8). Como era de esperarse, la administracidn de ACTH en los
animales FO-HPX aumenté aun mas los niveles circulantes de Cta, y en los HPX no tuvo efecto. Asl mismo,
su administracién en el grupo FO-HPX, se acompahd de una disminucién en las concentraclones eirculantes
de Ta, mlentras que en los animales HPX no tuvo ningdn efecto. En ambos grupos (FO-HPX e HPX) los
niveles de T4 no variaron an respuesta a la ACTH (tabla, FIGURA 9).
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Flgura 9. Efectos de |a ACTH a animales HPX y FO-HPX. La administracién de ACTH en los animales FO-HPX no
modificé la actividad 5'D-Il HP pero provocd que la actividad enzimatica en la gléndula S/R retome a valores basales
(INT). Los resultados se analizaron con una prusba de varianza (valores de F y p) unlfactorial. Las diferenclas entre

grupos 8o detarminaron e¢on una prusba do Fisher (p § 0.05). Letras Hrasp a valores
difarantes. N.S significa que no hubo dierenclas significativas. Todos ios valores representan la X +e.e.
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Efectos do Ia Doxametasona (Animales HPX)

€n los dos grupos experimentales (FO-HPX e HPX), 1a DEX inhibié la actividad 5'D-1t S/R y no
modificd la del HP. En FO-HPX el glucocorticoide suprimié aproximadamente en un 90 % la actividad de la
enzima (24.5 + 11 Vs 1.2 + 0.5), y en el grupo HPX la inhibicién fue aproximadamente de un 50 % (6.0 £ 1.3
Vs 3.1 + 1.0) (FIGURA 10). Tanto en FO-HPX como en los Hpx, la DEX disminuyd los niveles circulantes de
Cta a valores indstactables (aprox 30 ng/di). Ademds, en FO-HPX, el glucocorticoide redujo en un 50 %

aproximadaments los niveles de T3 y no modificé las concentraciones de T« (fabla, FIGURA 10).
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FIGURA 10. Efectos de la DEX an nnlmnlel HPX y FO-HPX. La administracién de DEX no modffica la actividad 5 D
It HP, paro si dismi fa ica en la gléndula S/R de los animales HPX y FO-HPX. Por otra parts,
nétese qua a del g icoide, se también de un descenso en Tos niveles de Cta y de T3
Para sl andlisis estadlstico se Inl||26 una pmeba da varianza unifactorial {valores de F y P). Las diferencias anlre los
grupos so determinaron con una prusba de Fisher (p < 0. 05) Letras distint ponden a valores

N.S, algnifica que menta no hubo di ias. Todos los valores raprasentanla X + a.e.
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Efacto de las Hormonas Tiroldeas (T4) en animales HPX,

Debldo a que en animales HPX el remplazo con ACTH y DEX no retornd a niveles "basales’ la
actividad de la 5'0-ll HP, evaluamos el efecto regulador de las HT sobre la actividad de esta enzima. Estos
resultados se musstran en la FIGURA 11 y nétese como [a administracién de T4 suprimid la aclividad 5D

HP, regresando la actividad 5'D-l a niveles “basales®, semejante a la del grupo INT.
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FIGURA 11, Efectos de ia Tiroxina (T4) scbre la actividad §'D-ll HP, La adminisiracién aguda de T4(1
119/100 g) a animales HPX sa acompalfid de un retorno da la actividad 5'D-!| a valores basales {ssmejants a
INT). Se utilizo una prueba de varianza unifactorial (valores de F y p), y la prueba de Fisher (p < 0.05).
Letras distintas comresponden a valores estadisticamente diferentes, Todos los valores representan la X
+.8.8.
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VII. DISCUSION

Los resultados de esta tesls corroboran y amptian estudios previos en los cuales informamos que el
esirés por exposicidn aguda al frio se acompafia de un incremenio significativo en la aclividad de la 5'D-il
en HP y en la gldndula S/R {Anguiano, et al, 1991; Luna, et al, 1993). Ademas, también muestran que la
regulacidn de esta enzima es drgano-especifica y que tanto su nivel de actividad ténica o basal como su
respuesta fasica durante al estrés por frfo, dependen de factores y mecanismos neuro-humorales tales
como la inervacidén simpdlica, la funcion hipofisiaria, los glucocorticoides y las hormonas tiroldeas.

Uno de fos princlpales hallazgos de este irabajo muestra que la divisién simpética del SNA participa
en la regulacién de la actividad 5'D-ll HP y S/R. Esla Influencia neura! parece ser ¢rgano-especifica y de
naturaleza dual. Asf, en animales INT y en ambas estructuras, HP y S/R, la actividad simpdtica participa
durante la activacién “fdsica” que esta enzima exhibe en respuesta a la exposicién al frio y al estrés
quinirgico; mientras que para el caso exclusivo de la S/R, el trdfico nervioso ejerce ademas un control

ténico sobre la actividad 5'D-Ii.

REGULACION TONICA DE LA ACTIVIDAD 5'DESYODASA HIPOTALAMICA

que la actividad ténica de la 5'D-Il HP aumenté (2 a 3
vecas) en el grupo HPX, y que esle aumento es secundario al hipatiroidismo post-HPX ya que fa
administracion de HT lo revierte. Estos hallazgos son congruentes con diversos estudios que musstran que:
1) e hipotiroidismo {primario o secundario) aumanta la actividad §D-ll HP y en otras regiones cerebrales
(Kaplan, et al, 1981; Leonatd, ot al 1984; St Germaln, 1886; Sllva & Leonard, 1985), y 2) este aumento es
secundario a un incremento en la vida media de la enzima, cuya velocidad de recambio es directamente
proporcional al aporte de HT (Leonard, et al, 1984; Farwell, et al, 1990)

La ausencia de cambios en la actividad enzimética en el hipotdlamo de los grupos restantes (FO-
LP, DESN y FO-HPX) debe, sin embargo, tomarse con reservas pues no es posible descartar que haya
ocurrido un aumento regionalizado. En sfacto, en el hipotdlamo de animales eutiroideos la distribucién de la

actividad 5'D-li es heterogénea, siendo 3 - 4 veces mas elevada en el nicleo arcuato que en el resto del
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hipotdlamo (Riskind et al, 1987). Ademas, sorprcnd , los nicleos paraventricular y el drea
predptica practicamente no exhiben actividad (Riskind et al, 1987; Larsen, 1990). Por olra pare, y no
obstante su rica Inervacion aminérgica {Moore, 1980; Reichiin, 1992}, no conocemos estudios que analizen
la influencia que estos neurotransmisores podrian ejercer sobre la actividad 5'D-ll hipotaldmica. Estos
esiudios serlan valiosos pues la NA estimula la actividad de la enzima en astrocitos y glandula pineal
{Courtin, 1988; Tanaka, 1987), y tanto el hipotiroidismo como el hipocoricismo aumentan la velocidad de
recambio de estas aminas (Andersson & Enevoth, 1985, 1987; Lauchar, 1992; Vetrugno, 1993).
REGULACION TONICA DE LA ACTIVIDAD 5'DESYODASA SUPRARRENAL

£n los anlmales HPX y FO-HPX, fa actlividad tdnica o basal 5'D-ll S/R aumenté 2 y 4 veces,

respectivamente. Ademas, mientras quae la HPX hipotrofié la gléndula y se acompafid de los cambios

caractarfsticos (hipotiroidismo e hipocorticismo) en los niveles circulantes de T4, Ta y Cla {(Klioua, et al,
1987; Anderson & Eneroth 1985, 1987; Laucher, 1892), en los animales FO-HPX ocurrieron los cambios
opuestos. Estos resultados son congruentes con la blen conocida dependencia tréficoffuncional que la
gldndula S/R tiene con respecio a 1a hipdfisis, y plantean la paradoja de que la aclividad 5'D-1l de la S/R no
lo sea. Consecuentemente, al menos para el caso de los animales HPX, resulta razonablemente vatido
plantear que et aumento en la actividad ténica de la actividad 5'D-l! S/R sea secundario a la blen conocida
hiperactivacién simpdtica compensadora que caracteriza al panhipo-pituitarismo (Klioua, 1987). Sin
embargo, llama poderosamente la atenclén que este incremento en la actividad ténlca de la enzima ocurra
también en e! grupo FO-HPX.

En conjunto, estos hallazgos sugieren que en la regulacion ténica de la actividad 5D-i S/R
participan faclores o mecanismos exirahipofisiarios, cuya naturaleza aun es dificil de discernir. Por esta
razén y de manera especifica, en esta lesis se analizé la participacion directa del nervio espldcnico, asf
como de fa ACTH y de la DEX en dicha regulacién. De manera resumida y como se discute con detalle a
contlnuaclén, los resultados de estos experimentos mostraron que la aclividad tonica de la 5D-Il S/IR
depende de! fiujo neural (esplcnico), ¥ que dicha actividad no se modifica por la administracién de ACTH

pero sl por la del glucocorticoide.
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Inervacién Simpética

El hecho de que el peso de las S/R no auments en los anlmalas DESN pero s en los animales FO-
LP y FO-HPX, corrobora que la hipartrofla S/R asoclada al estrés quirtrgico requiere de una inervacién
(simpdtica) intacta (Lowry, et al, 1983; ravision: Orlh, 1992). Por lo que a la actividad enzimatica se refieta y
aupque a primera vista no son estrictamente comparables, los resultados de esta tesis difieren de los

obienidos por otros autores que han desnervado las glandulas pineal y de Harder, o el BAT. Efectivamente,

eh esla tesis la simpatectomia suprarrenal (seccién del esplécnico) redujo aproximadamente en un 60 % la
actividad ténica o basal de la 5'D-ll en fa glandula desnervada. En contrasta, un procedimiento experimantal
simiiar (secclén de Intercostales) elevé la actividad de esta enzima en el BAT (Meywirth, et al, 1990);
migntras que la ganglioctomia cervical superior no la modificé en las gldndulas pineal y de Harder
(Murakami, et al, 1988; Osuna, et al, 1992). Sin embargo, eslas discrepancias son solo aparentes pues la
Inervacién simpatica de la glandula pineal y de Harder asl como la del BAT, difiere sustancialmente de la
que recibae la gldndula S/R. En efecto, la principal inervacién de esta Ultima esta dada por fibras pre-
gangllonares {ravisién: Thomas, 1887), en cuya conduccion narviosa participa primordiaimente la ACh,
aunque tamblén parecen inlervenir algunos péptidos, v.gr., lau- y met-encefalinas, VIP (revision: Landsberg
& Young, 1992). Asl, y aungue nuestros resultados no parmiten establecer cual o cualas mensajeros
participan en la regulacién de la enzima, ellos sl muesiran que el nervio esplicnico elerce un control ténico
positivo sobre ta actividad basal 5'D-1l S/R.

La gldndula S/R también recibe eferencias pos!-ganglionares (Keese, 1988; Carison, 1990). Sin

embargo, e! disefio experimental utilizado (seccidn del esplcnico) y la clara rediiccién de la actividad 5'D-If

en |a S/R desnervada, sugleren f te que las catecc Inas no participan en 1a regulacién ténica de

la enzima; o blen, que su participacién es de natural inhibitoria. Ind di te de una u otra

P

posibllidad, los resultados de estos experimentos son congruentes con la nocién ahora clésica de que la
gldndula S/R es un érgano singular de! SNA, y se suman a las evidencias que indican que el flujo simpético

es regulado de manera diferenclal y drgano-especlfica (Young et al, 1984; Vollmer, 1892).



La ausencia de cambios en el grupo FO-LP, muesira por una parte la dependancia y especificidad
que la actividad t6nica de la 5'D-ll S/R tiene con respecto al flufo nervioso conducido por el esplicnico,
Adsmés, concuerda con estudios recientes (Hintze et al, 1991} en los cuales la actividad 5'D hepdtica, renal

y cerebral no se modifica 48 h post-laparotomia,

Adrenocorticotropina (ACTH) y Dexametasona(DEX)
Animales Intaclos, En este grupo experimental e independientemente del esquema de
admir ién, la ACTH (i

gmento 1-24) no mudificé la actividad ténica de la §'D-Ii S/R. Sin embargo e!

péptido si ejercid sus bien conocidos efect tagogos y tréficas (i idogénesis e hipertrofia) sobre la

corteza S/R (Saez, et al, 1977; Malendowicz e al, 1992). La magnitud y el curso temporal de la respuesta
secrelagoga fueron semejanies a las reportadas en animales sometidos a diferentes tipos de estrés agudo
(Gianutsos & Moare, 1877).

En contraste al nulo efecto de la ACTH sobre {a aclividad ténica de la enzima, la administracion de
DEX se acompafié de un incremento importante en dicha actividad. Este hallazgo es congruente con los
pocos estudios que conocemos al raspecto y en los cuales los glucocorlicoides parecen ejercer un efecto
inductorfactivadot sobre |2 actividad 5'D-Il en astrocitos en cullive (Courfin, 1989; Courtin, 1930).

Hasta hace pocos afos se considerd que los glucocorticoides sintéticos y los naturales compartfan
sus mecanismos de accién. Actualmente se sabe que la DEX presenta caracteristicas muy particulares que
la hacen difersnte. La DEX es un glucocorticolde sintético cuya potencia bioldgica es aproximadamente 40
veces mayor que Ia del cortisol (Orth, 1992). Su escasa unién a las protelnas transporiadoras (CBG o

transcortina) faciiita el paso del esteroide al compartimento intracelular (Murphy, 1967), donde se ha

demostrado la pr ia de recepl especificos (lipo 1), incluyendo aut tores en ia glandula S/R

p

({Loose, 1980; Caccalelii, 1989; Reut, et al, 1990).

El aumento de la actividad 5'0-1l S/R por la DEX podria ser secundario a un efecto directo del
eslerolde sobre la propla glanduia. Sin embargo, y coma lo Indica el claro descenso que exhibieron los
nivales circulantes de corticosterona y de Ta, es probable que tamblén sea secundario a las acciones

centrales del glucocorticoide (Reul, e! al, 1990; de Kloet & Joals, 1991; Gambernt, 1991).
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Anfmales Falsos Operados e Hipofisectomizados, Los resultados de estos experimentos muestran
que el papel que juegan la AGTH vy la DEX en la regulacién de ta actividad tonica de la 5D-11 S/R es mas
complejo de lo que a primera vista podria parecer. Efectivamente, la administracién de ACTH o de DEX a

animales FO-HPX redujo rapic (1 y 2 h, respecti te) la actividad 5'D-ll a valores basales,

mientras que en los animales HPX, unicamente 1a DEX tuvo dicho efecto. Esta dicotomia claramente indica
que: 1) indistintamente de su origen (enddgeno o exégeno) el efecto inhibitorio sobre la 5D-Il es
glucacorticolde-dependlente, y 2) esta inhibicion no requiere la presencia de la glandula hipofisis. Estos
hallazgos aunados al hecho de que haya sido el grupe FO-HPX (eje HHS intacto) el que presentd los
valores més aftos de actividad 5'D-li; suglere que en la regulacién de la enzima podrian participar no
solamente fa hiperactividad simpética central que caracteriza al panhipopituitarismo (Klioua, 1987), sino
también algunos factores cle origen extra-hipofisiario. Asl, y no obstante gue los resullados de la presente
tesis no brindan Informacién directa y especifica sobre el particular, homos elaborado un modelo que intenta
explicar el efecto Inhibitorio del glucocorticoide sobre la actividad 5D- S/R en ambas situaciones
exparimentales. El medelo plantea que la inhibicién de la actividad enzimalica es secundaria a las acciones
da! glucccorticoide sobta la aclividad adrensrgica central, en coordinacién ccn otras sefiales de naturaleza
extra-hipofistaria.

La hiperactividad adrenérgica central post-Tx o post-ADX a largo plazo (1-4 semanas), as{ como su
inhibicién por las hormonas carrespondientes (HT o glusocorticoides) estdn bien documentadas (Andsrsson
& Eneroth 1985; Laucher, 1982). Sin embargo, y hasta donde sabemos, no existen estudios que indiquen la
duracidn de esta hiparrespuesia en animales somatidos a cirugla de crdneo. Los resultados de 'a presente
tesis en los 3 grupos experimentates (FO-LP, DESN e HPX) concuerdan con el conocimiento clasico de que
las concentraciones circulanles de A y NA retoman a valores basales durante las primeras 24 h post-
laparotomia (Udelsman, 1987; Hilsted, 1990; Garcfa-Luna, 1990}, Este hecho sin embargo, no descarta que
ademas del grupo HPX, en los animales con mayor trauma quinirgico (cirugfa de crdneo; grupo FO-HPX),

tambien exista hiperactividad adrenérgica central,
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Factores Extra-HIpofisiarios.

Como se llustra en el modelo 1 nuestros resultados sugieren que posiblemente en la regulacién de
la aclividad ténica de !a enzima a nivel de Ia gldndula S/R participan algunos factores ds naturalreza
hipotaldmica: entre los que destacan la hormona liberadora de cortticotropina (CRH}), algtn componente del
sistema de la pro-opic-melanocortina (POMC), o blen de algin mediador inmunoldgico (familia de las
interleucinas) activade o liberado durante la respuesta de esirés. Los argumentos que nos llevaron a

proponer la participacion de estos fact fueron los sigui

Hormona_fiberadora de Codicolréping, Como ya se menciond en la seccién de antecedentes, la

CRH es un péplido predominantemente de origen hipotaldmico, cuya velocidad de sinlesls estd

e en dos situaci 1) animales INT expuestos a algin agente estresor (ravision:
Buckingham, 1885), y 2) en animales HPX (Taylor & Fishman, 1988; Orth et al, 1992). En base a esta

informacién  proponemos que independientemente de los efectos cldsicos que fa CRH tiene sabre la

actlvacién del eje HHS, este péptido podria ademds participar en la regulacién de la actividad 5°D-1l S/R de

los animales HPX y FO-HPX. Efectl estos animales exhibieron una elevada actividad enzimética

que fué inhibida por la adminisiracién de DEX. La base de esta hipétesis se centra precisamente en este

punto {inhibicién la actividad enzimdtica por el glucocorticolde), ya que se sabe que la expresion de! gene

de CRH est4 ragulada de manera negativa por gl ricoides (Baeyer et al, 1988). Otra posibilidad es qua
la CRH no actue de manera directa sobre la enzima y lo haga alravés de sus bien conocidos efectos
estimulatorios sobre el SNA, y en particular sobre el flujo simpdtico (revisién: Brown et al, 1982; 1985;
Rothwell, 1990).

Pro-opio-melanocorting (POMCY. Esta prohonmona se expresa en sitios extra-hipofisiarios v.gr.,
tasticulo, duodeno, rifdn, estdmago, bazo {DeBold et al, 1988) y recienlemente se ha demostrado su
existencla en cultivos primarios de astrocitos (Low, et al, 1892). Aunqua en el cerebro no est4 del todo

demostrado la regulacién det gene, es blen conocido que cuando menos en la adenchipdfisis su expresién

es regulada de manera negativa por gi icoides {revisién: King & Baertschi, 1990). Sin embargo, en
cultivo de astrocitos la regulacién de la expresién del gene es mas compleja e involucra a las familia de las

citoquinas (..ow, et al, 1992). Por otra parte, se sabe qus el fragmento amino terminal (N 1-28) originario del
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POMC hipotislario, tiene efectos trdficas sobre la gldndula S/R. Se ha propuesto que este fragmento puede
ser procesado "ip gitu® por la gldndula S/R a partir de un péptido més grande, y que este procesamlento es
dependlenta de la inervacién autondmica de la gléndula (Lowry, 1983).

Sistemna Neuro-fnmupe-endderino, Como se mencioné con anterioridad, la trepanacién de craneo es
una de las ¢iruglas mas severas y se acompafia de la aclivacion del sistema neurc-inmuno-endécrino
{Giulian & Lachman, 1985; Dubrer & Ruda, 1992). Por esla razdén y aunque en esta tesis no se analizé, no
s posible descartar qua la activacién de la 5'0-1l S/R aeste mediada en parte y ds manera directa por algin

jero del si inmune. Espacificamente proponemos la participacién de algdn miembro de ia

familia de las interleuci cuya sintesis y ién se eslimula durante la respuesta de estrés,

Originalmente se considerd a las interleucinas como péplidos que regulan la respuesta inflamatoria cuya

¥ ién ocurre en gos, sin embargo recientemente se han demostrado multiples sitios
da produccién (libroblastos, médula dsea, queratinocilos, elc.) entre los que se encuantran células del SNC

(Biliingham, 1987; Merrill, 1989). Se ha observado especffi en hipotdlamo {r glfa y

microglia) la presencia de las interleucinas 1, 2 y 6 (IL-l, IL-6) y el factor de necrésis tumoral (TNF)} an
respuesta a trauma cerebral, dafo tisular {muerte celular), infecclén, inflamacidn, elc (Frei & Fontana, 1989;
Nistico & De Saro, 1391 ). Enlre los multiples efectos plelotréplcos de estos péptidos se encuentran 1)
control hepético de ta reaccidn de fase aguda, 2) crecimianto y actividad celular (células T, endoteliales,
astrocites, leucoritos), 3) citotoxicidad (macréfagos), 4) sintesis de prostaglandinas y pirégenos enddgenos y
5) la activacién del eje HHS (aumenta RNAm del gene PCMC y por ende la produccidn de ACTH y
glucocorticoides) (revision: Fleck et al, 1985; Akira et al, 1990; Baumann & Gauldie, 1990). Con respecto a
este tltimo punto se sabe que esta inleraccién neuro-inmuno-enddcrina entre interleucinas y el eje HHS esta

modulada por mecanismos bidirecclonales de retroali 16n neg (Homo-Delarche, 1988; Ader et al,

1990). Uno de los principales moduladores da esta Interaccién son los glucosorticoides, quienes

g ac iones altas tienen un efecto supresor sobre el sistema inmune, especificamente

Inhiben la b lon de ir inas (Munck et al, 1984; Homo-Delarche, 1988; Ader et al, 1990).
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En base a todas estas evidencias proponemos que en la regulacién de Ia  5°D-ll S/R, participen
algunos de estos péptidos (IL-1, 2,y 6, . TNF, elc.), ya que la adminisiracion de DEX a animales FO-HPX e
HPX se acompafic de una Inhibiclén en la actividad de dicha enzima. Ademds, se ha demostrado que la
gldndula S/R cuenta con raceptores para esta familla de polipéptidos (revlsi&n: Sweep, et al, 1991). Por otra
parte y como ya se menciond, las interleucinas también regulan la expresién del gene POMC,

consecuentemente su efecto estimulador sobre fa 5'D-Il S/R podria ser indirecto (Low, 1982).

REGULACION FASICA DE LA ACTIVIDAD DESYODATIVA
Exposicldn al Frio

Los resultados de la presente tésis muestran el curso temporal de la respuesta 5-D-if HP y S/R

durante la exposicién al frio. Estos datos, generados en diferentes médelos experim 1 i que en
1a activacidn fasica de la enzima durante la termogenesis, participan un conjunto de vias neuroendécrinas
que incluye cuando menos: &) el factor neural directo, b) la activacién aulondmica y adrenocortical
asociadas al estrés Qx, y ¢) la respuesta especifica al estrés de tarmorregulacidn, Asi, por ejemplo, aunado
al estrés Qx o independientemente del grupo expetimental (FO-LP, DESN o HPX), la exposkeidn al frio
amplificé la magnitud de fa respuesta 5'D-HP en los tres grupos (2 a 4 veces Vs INT); asi como la de la
enzima S/R en los animales HPX {2 a 3 veces Vs INT), y la de la gldndula manipulada (izquierda) en los
animales FO-LP. Ademds, y no obsiante que en los tres grupos fa capacidad de respuesta al frfo estd
preservada, s6lo en los animales HPX se mantuvo el pairén bifdsico S/R. Efectivamente, este patrén se
perdi6 en ambas glandulas de los animales DESN, y en la gléndula manipulada (izquierda) ds los animalss

FO-LP.
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MODELQ 1. Posible Participaclén de la Hormona liberadora de Corlicotropina (CRH), de la Pro-oplo-
melanocorting (POMC) y de las Interleucinas (IL-1, 2 y 6) en ta Activacién do la 5°D-Il S/R Durante la
Respuasta de Estrés Crénlea. El esquema del tercio izquierdo correspondae a animales INT. En ol se
muestra la bien conocida inhibicidn (flechas punteadas) ds la unidad hipotalamo nipofisis secundaria a la
administracion aguda de DEX. El esquema también incluye la accién estimulante (+) de las efarencias
simpdlicas (netvio espldcnico) sobre 1a aclividad 5'D-Ii S/R. Este modelo propone que el glucocorticolde
eslimula la actividad de la enzima por un mecanlsmo direclo sobre la gldndula, o blen indirecto facilitando la
aclividad del sislema simpdtico. Los esquemas de los tercios medio y derecho se refieren a los grupas de
animales FO-HPX @ HPX respectivaments. En ambos casos se como la adminlstracién de DEX
inhibe (-) la elevada actividad basal 5'D-1 S/R. El modelo plantea a posibilidad de que el efecto da ta DEX
pudlsra ser secundario a la inhibicién en Ia hiperactividad simpaica (-). Este mecanismo no excluye la
Influencia de otras sefiales de naturaleza aun dificil de discernir; L.e., CRH, algin péptido hipotaldmico
derivado del POMC ylo alguna proteina de la familia de las Interleuclnas. Los crilatios en los cuales nos
basamos para este planteamienta fueron los siguientes: 1) todas estas moléculas son secretadas durante ta
respuesia de estrés, 2) no son hipofisiarias (dada la similitud de respuesta entre FO-HPX e HPX), 3) fienen
como drgane blanco a la glandula S/R y, 4) son reguladas de manera negativa por gl icoides.




Hipotdlamo

Durante la exposicién al frio e independientemente del tono o nivel inicial de la actividad

enzimatica, en el hipotalamo de los 3 grupos i I aesirés q

P

irgico (FO-LP, DESN e
HPX), la actividad 5'D-It aumento significativamente. Este resultado muaestra que la respuesta enzimatica es
aspecifica a la demanda de termomegulacién y es congruente con el conceplo actual acerca de la
especificidad y diferencias (cuali- y cuantitativas) de las respuestas de estrés asocladas a diversas
demandas; v.gr., termorregulacidn y perfodo post-Qx (Young, 1984; Petrovic, 199 , Kopin, 1989; Donnerer &
Lembeck, 1990; Vollmer, 1992).

Se sabe que la demanda de termaorregulacién al frio aumenta a nivet hipotalémico y de manera
Inmedlata (primeros 180 min), la velocidad de recambio de los neurotransmisores adrenérgicos (DA, NA y
A} y colinérgicos (ACh); asi como la de algunos neuropéptidos (TRH, CRH, AVP y OXT). Adsmis,
simultdneamente, disminuye la actividad seroloninérgica y somatostatinérgica (revision: Fregly el al, 1989;
Rondall et al, 1991; Wahba & Sollman, 1992). Asi y aunque Ia influencia de estos neurotransmisores sobra

la actividad 5'D-Il hipotalamica no se conoce, es p! que el il yenla idad enzimética, sea

secundario a un aumento en [a t Isién adrenérglca hipotal&mi rovocada por la exposicién al frio,
p

ver MODELOQ 2, (Laucher, 1992; Vetrugno, et al, 1983). Lo anterior ce ve reforzado por el hecho de que a

nive! central la NA la actividad 5'D ll en itos y en la glanduta pineal {Courtin, 1988; Tanaka,

1987).

Gléndula Suprarrenal
nervacién Esplicnica, Los datos de la prasente tésis corroboran qus el nervie espldcnico participa

en la respuesta mitogénica (hipertrofia adrenal compensadora) que ocurra tanto post-adranalectomfa

| coma post ip in del pediculo adrenal, y que parece estar mcdiada por vias nerviosas

especificas hipotalamo- adrenales (Palkovits & Stark, 1972; Dallman et al, 1976, 1977). En este contexio y
como lo muestran los resultados de este trabajo, el hallazgo de que durante la exposicién al frio sélo los
animales HPX conserven el patrén de respuesta bitdsico mieniras que los grupos FO- LP y DESN lo

pierden; podria explicarse porque el iréfico nervioso {HP («) S/R) en estos dos uitimos grupos estd

I



medificado (MODELO 3). Igualmente se explicarla porque los nivelss circulantes de NA ¥ A no aumentan en
el grupo FO-LP, e incluso desciendan durante los primeros 30 - 60 min de exposicion af frlo en los animales
DESN. Ademds esta interpretacién es congruehte con fa influencia estimulatoria ditecta que el nervio
asplacnico tiene sobre la actividad de otras enzimas en la gldndula suprarrenal (Almazan, et al, 1983;
Zigmond, et a, 1989).

En conjunto, estos resultados sugleren que ademds de su parlicipacion ténica, la actividad del
nervio espldcnico podrla también regulsr el patrén de respuesta bifdsica caracler(stico de la 5'D-t! S/R
durante la exposicién al frfc.

Inervacién Adrenérgica, Por otra parie, los resultados de la presente tesis revelaren que ain en la
gldndula desnervada, la actividad §'D-Il aumenté durante la exposicién al frio. Este hallazgo indica que
ademds de la posible participacién del espldcnico en el patrén bifdsico, la activacién de la 5'D-ll S/R en
respuesta al frfo pudiera estar mediada por otros factores y/o mecanismos; vgr., inervacion post-gangtionar
y/o factores de origen neural o hipofislario.

La regulacién adrenérgica de la actividad 5'D-Il en otros 6rganos estd bien documentada. En efecto,
en el BAT, la actividad de la 5'D-1l depende de mecanlsmos a1 adrenérgicos (Silva & Larsen, 1983; 1986).
Ademds, el ritmo clrcddico de la enzima en las gldndulas pineal y de Harder, tambidn depende de su
inervacién simpédtica y esta mediada por receptores a- y B-adrenérgicos (Guerrero, 1988; Rubio, et al,
1991). Asl, en el caso de la gldndula S/R, su inervacién post-ganglionar podtfa ser un mecanismo
alternativo para explicar porque en los animales DESN, la actividad de la enzima conserve la capacidad de
respuesta, Indirectamente, los resultados en el grupo HPX (hiperactividad 5'D-Il tanto en condicionas
basales como en respuesta al {rio), apoyarian esla allernativa. Efectivamente, es bien canocido que los
animales con panhipopituitarismo exhiben hiperactividad del sistema nervioso auténomo, principalments en
su divisién simpética (Klloua, et al, 1987). Esta hiperactividad simpdtica compensatoria también ocurre

durante el hipotiroldismo (Eneroth & Andersson, 1985, 1987), y durante el hipocortisolismo (Laucher, 1992).
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MODELO 2. Poslble Influencia Aminérgica Sobre 1a Regulacidn Fasica de la Actividad §'D-5l HP en
Respuesta a la Exposlcién al Frio. Este modelo propone que a diferencia de la actividad basal, la
activacion fasica de la 5'D-1l HP no depende de las concentraclones de hormonas tircideas (HT), y que
probablemente la actividad neural aminérgica sea importante en la regulacién de dicha respuesta enzimatica,
£l asquema flustra tanto en animales intactos como hipofisectomizados, la blen conocida relacién inversa
antre el aporte de HT y la actividad basal de la 5'D-il. Asi, por ejemplo, los resultados de esta tesis muestran
que el hipotiroidismo secundario (post-hipofisectomia) se acompafié de un incremento en la actividad de la
enzima hipatalamica (7). Sin embargo pensamos que esta interrelacion funclonai aporte-HT/actividad 5'D-If
no opera durante la regulacien fasica de la enzima, pues la actividad de la enzima aumenta de manera
inmediata y sostenida (T) en animales intaclos (con niveles elevados de HT) expuestos al frio. En base a
este hallazgo, y dado que la exposicidn al frlo provaca un incremento en la actividad adrenérgica del HP,
proponamos que a lravés de la activacién de estas vias la noradrenalina pudiera tener un efecto esfimulador
sobra fa produceidn local de Ta. El tono simpdtico estd representado por las flechas de flujo bidireccional («5)
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MODELO 3. Prohable P 16n dol Narvio Espldcnico enlaF lacién del Patrén de Activacién
Bitésica da 'a 5'D-Il S/R. Se 1 el patrdén de activacién bifdsico de la 5'D-Il S/R en respuesta a la
exposicion al frio en animales intactos (INT), asi como la perdida de dicho patron en las glandulas
(izquierdas) de los animales FO-LP a los que solo se las manipuld ta S/R; o bien, en ambas glanculas de los
DESN a los que salo se les secciond el nervio esplacnico de la gldndula izquierda. Estos resultados sugieren
fuertemente que la inervacién esplacnica intacta es importante en la preservaclén del pairén, Esta
posibilidad se ve robustecida por el hecho de que el patrén fué preservado en animales con gléndulas
intactas (FO-LP, deracha), e incluso amplificado en animales HPX. Una caracteristica importante de este
titlmo grupo, es la hiperactividad crédnica ‘en su tono simpdlico. Las flechas representan el patrén de
activacién mono (¥) y bifdsico {¥¥). A la derecha de cada gralica se representa fa gldndula S/R con su
raspectiva inervacién: intacta (\), manipulada (%) o desnervada (#). El tamafo de las glandulas
esquamatizado fué proporcional a lo observado.
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X.COMENTARIOS Y CONCLUSIONES
Los resullados de esta tesls muestran que la actividad y regulacién de la enzima 5'D-Il hipotaidmica y
suprarrenal es érgano especlfica y responde de manera diferencial a demandas {estimulos)
adaptativas a coro y a largo plazo.
Los mecanismos Involucrades en su regulacidn se encuentran bajo el control de una extensa y
compleja red do sefiales y faclores neuro-anddcrinos, entre los que destacan la inervacién simpética,
los glucocorticoides y tas hormonas tiroideas.

HIPOTALAMO

La HPX aumento significativamente la actividad tdnica de la 5'D-ll en esta estructura diencefalica.
Este aumento fué primordialmente dependiente de tiroxina (Ts). La ACTH y la DEX no la modifican.

La activacien fdsica de la §'D-ll durante la respuesta de astrés, fud especifica {curso temporal y
magnitud) al estimulo post-operatorio y de ftio.

La administracién de glucocorticaldes previa a la exposicidn alfrfo inhibe la respuesta enzimatica.

Frobablememe en la hiperrespuesta (animales HPX), asi como en la refracleriedad post-
ion de DEX, participan mecanismos neural adrenérgicos

GLANDULA SUPRARRENAL

Ademas de ejercer un control directo de tipo ténico, el nervio esplacnico modula ef patrén bifdsico que
Ia actividad 5'D-1l exhibe durante la exposicion al frio.

Independientemente de la ausencia (HPX) o presencia de hipdfisis (FO-HPX), la cirugia de crdneo
provecd las mayores elevaciones (2 y 4 veces, respectivamente) de [a actividad 5°D-ll.

La administracién de ACTH solo tuvo efecto sobre la enzima en los animales FO-HPX, inhiblendo la
actividad 5'D-1l,
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