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Resumen

La fisiologla de las h irold (HTs) ha sido ampliamente estudiada en los

f0s. Aunque enla i6n de diferentes ' yp del
espeacificamenta intervienen en la lacién de la oxidacién de carbohidratos y grasas, asf como an
la sintesis de enzli lales, y de p les y de exp in. Por esta razén, se
considera que las HTs ituyen una parte | en los p de b

(homeostésis/homeorresis) molabélico.
Desyodacién de Tironinas, La glandula tirokdes elabora y sacreta e total de la prohormona tiroxina o
T4 y solamente el 20-259% de la triyodotironina o T3, que es la principal tironina bioactiva, La T3

restante, asi como el tolal de ofras tironi provi de [a desyodackén periférica de la
T4. La desyodacién de las HTs as un proceso enzimdtico y érgano-aspecifico en @l cual, ¥
dependiendo del anlllo desyodado, se dos vias metabdlicas. La via de activacikin que a
partir de T4 genera T3 y en la cual se desyodn el anillo ext de la molécula. Esta via se
conoce como la §' (5D)yes ia por dos iscenzimas designadas 5'D-f y 5'D-Il. En
|a otra via, la de inactivackn, la T4 as a Ty reversa (rT3) y la T3 a T2. En esta via,
catalizada por la Isoenzima tipo |Il, la desyodacién ocume en el aniilo intemo (tirosilo) y por ello se
designa como SD-11I. Asl, so que la desyodacién drgano-aspecifica de la T4
es uno de los principales p fisiolégicos que la W int lular de T3

activa o inactiva ('T3) a nivel de los diferentes érganos blanco.

En peces, especificamente en la trucha arcoiris, existe controversia con respecio a la
presancia de rTayde la F vla desyodativa, Esto se debe a problemas metodoldgicos,
esto o8, pam la cuantificacién de tironinas se han h les di pam
h Este detalle metodolégico es clave, puesto que sa debe utilizar suero homélogo, ya que el

piso de susro heter6k introd una diferencia significativa en la cuantificacién de HTs.
Adoméas se sabe que la proporcién de las protell doras de tironi varia en los
vertabrados, y qus los pacss caracen de TBG, par lo que es amonec utllizar estuches pam suaros
que si contienen a esta proteina.

Objetivos

1) Demostrar la existencia de (a T3 en el suero de la trucha arcoiris y estandarizar un

ol yo (RIA) homélego para su cuantificacién; 2) Describir ias caracterfsticas de la via
anzimAtica qua produce a la rT3 (50-111); 3) Medir las { y In actividad snzimética 5D-
111 durante la ontogania de la trucha arcoiris.




Material y Métodos

Se estudiaron truchas arcolris (Oncorhynchus mykiss) de 14 a 84 semanas de edad
provenientes del centro acufcola * El Zarco®. A intervalos de 28 + 4 dias se registd el peso y la talla
de cada individuo y se obtuvo sangre de la vena caudal. La rT3 se cuantificé por RIA directo
utilizando suero hipotirekleo homélogo en la curva patrén y 100 pi de |a muestra problema. El
producto de la actividad 5D-llI fus cuantificada por cromatografia descendenta en papel y por RIA.
Rosultados

La cuantificaclén de fos niveles de T3 en ks sueros de truchas de edades de 14 a 84
semanas mostré que conforme aumenta la falla y el peso de los peces los valores de rTa
iond! Este porfil { | da la tironina comelaciona significativamenta y de
manera inversa (R= 0,85, R?= 85.3%; E.E.=1.21) con el aumento de la masa corporal de los
animales.
Los principales pardametros del ensayo para medir la actividad 5D-IIl en Ia piel de la trucha
de la caracterizacid imatica son: Proteina: 0.4 mg/ml, DTT: 100 mmolil, T
0.3umol/L, T4: 0.8 umoliL, Temperatura: 15°C, Tlempo de Incubacién: 3h, pH: 7.0, PTU: sin efecto,
Actividad especifica: 8.48 &+ 1.93 ng/mg protelna /h (n=28).
Las constantes cinéticas de Michaelis-Menten de fa 5D-i!l en [a piel da !a trucha arcoirls son:
Km 0.83 pmol/L, y Vmax 9,25 pmol/mg/h,

proy

Los resultados del estudio de la I ) que 1 actividad 5Dl en la piel de 1a
trucha arcoiris disminuys de manera gradual y sostenida a lo largo de tas 70 semanas que abarcé et
estudio y que este descenso en la actividad enzimallica se corelaciona de manera inversa y
significativa con respecto al peso, la talla y la edad, Este hallazgo es congruente con la curva de
desarolic que exhiben las truichas y que se iza por un cr i con el
consecuente aumento de ks requerimientos y gasto metabélico. Existe una clarma relacién de
proporcionalidad entre la actividad enzimuitica y la concentracién de la hormona. Lo anterior se
comprobd con un andlisis de regresin miiltiple, con el que se obtuvo una R* de 0.895 can un valor
de significancia de 0.009, esto es [a edad, |a talla y rT3 explican el 99.5% de Ia variacién de ia
actividad especifica.

Conclusiones

1. Se estandarizd la técnica para la medicién de la rT3 en el suerc de la trucha arcoirls, y se
cuantificé la rT3 en la ontogenta,

2-Se iz6 la medicién de la actividad 5D-1ll en ta plel de !a trucha arcoirls.

3.-La principal fuente de T3 en la trucha arcairis es la piel.



4.+-Las caracleristicas del ensayo enzimdtico en
mamiferos (ratas) son :

con &l do con la piel de

* - Requiere de una mayor én de protelnas y de

- Requiere de una menor concentracién de cofactor (100 mmolL DTT)
. « La temparatura 6ptima es de 15°C.

. - Produce una mayor conce ntracién de producio (8.48 Vs 3.20 ng/mg prot/h).

5.- Qurante la ontogenia aa observé que la actividad especifica de la SD-1l! disminuye conforme
aumenta la edad.

6.- Los Teledsteos presentan T3 y su via desyodativa comespandiente (50-111) y, como en el resto
de los vertebrados (anfiblos a mamiferos) las HTs constituysn una parte fundamental en los
p de balanca (t Ask ) metabdlico.

il



|
INTRODUCCION

1 LA GLANDULA TIROIDES EN LOS HOMEOTERMOS

El conocimiento acerca da la funci6n de la gldndula tiraides ss ha generado principalmente a
partir de los estudias hechos en {feros. Asl, y no que en estn tesis se utilizé como
modelo a un saiménido, cansideramos necesario revisar en una primera pars Ia fisiclogia de la

glédndula en mamiferos puesto que son los mas

y los mejor

El tejido tiroldeo se encuentra presente en todos los protocordados y cordados, Desde e
punto de vista

ol antecedent: més antiguo es el endostilo, 6rgano que en los

7] de cap i y cuyas células p irakd tienen Ia idad
enzimética de oxidar al yodo (Ericson y Fredriksson, 1980). En los mamiferos, la tiroides se origina
de una evaginacién del suslo de la faringe. En humanos los dos Kbulos de la glandula ss
encuentran conectados por un puenta de tejido, el istmo tiroideo, y en ocasionas hay un ISbuke
piramidal que se origina del istmo. La gldndula estd muy larizada y tiene una de las tasas mas
altas de flujo sangulneo por grame de tejido (aproximadamente del 4 a € mig/min, lo que

reprasanta el 296 del gasto cardlaco).

La tirokdes sstA constitulda por mattiples folicuios, Cada fallculo estérico estd rodeado por
una pa de células folicul o tirocitos y estd lleno de un material proteinico Hamado
coloide en ol cual la protel yoritaria es la tiroglobulina (TgB). Cuando la gléndula esta inactiva,
al cobide es fos foll son i
cuando {a gldndula estd activa, los follculos son pequefios, los tirocitos son cuboldes o columnares

y los tli En cambio,

su borde coloidal esta d | de absorcién”, y su reticulo
ldsmico es pi Los tirocits on una basal que los sspara de los
capilares adyacantes cuyas células estin f das a trechos

de continuidad en sus paredes, como ocurre en |a mayorla de los 6 108 (G

1976; Dummont y colaboradores (y col) 1989, Ham, 1675).




1.1 METABOLISMO DEL YODO. SINTESIS Y SECRECION DE LAS HORMONAS TIROIDEAS
(HTs)

Funcién y Control

La funcién tiroidea estd regulada an 4 niveles: 1) bro-hipoté 2) hipéfisis, 3) tiraides y
4) érganos efectores (Larsan, y col, 1981; Engler y Burger 1884 ). Los tres primeros constituyen el

cldsico oje docrine hipotdlamo-hipsfisis-tiroides. En el cersbro se Integran diversos
L b9 y exég que dep do de Ia espech (frle, ciclo
luzfoscuridad), o inhiben (ayuno) la funcién tirokiea. Estas sefiaies nerviosas convargen a la regkén
diencefdlica denominada hipotdlamc en donde se localizan ias de [a tiroliberina
o TRH (hormona | de pina). Estas TRHérgicas reciben aferencias tanio
°] ( i ina) como peptkiérg! (endarfinas, y se locak
principaimente en los niclecs dplico y p tricular del hipatd! asl como en el borde
anterior de Ia eminencla media (Dumont, J. 1971). Las neuronas secrstoras de TRH libsran éste
tripéptido en los aph f del sistema capilar primario (eminancia media) del circuito

sangufneo de circulacién portal que comunica al hipotdlamo con la glindula hipfisis. La accién de
{a TRH en los firotropos hipofisiarios es muy répida y estA mediada por su unién & receplores de
membrana especificos. Esta unién despolariza la membrana plasmitica o que permite Ia entrada
de calclo al citosol activando asf lo cascada de Ca*- fosfatidilinosiol y la sintesis y la secracién de
{a hormona estimulante de la tiroides o tirotropina (TSH) (Deme, y col 1085), En ias aves (polic), la

TRH L la la ion de h de y en of hombire y otros mamiferos la
de prolactina. E! significado funcional de éstos sfectos secratagogos del tripéptido sobre otras
homonas adenchipofisiarias no se conoce atin (D Mirkine y D 1980).

La TSH (b timulante ds la tiroides) hipofisiaria es una g! talna con actividad

homonal que pesa 28 kDa y esid formada por dos cadenas polipeptidicas. La cadena a de la TSH
comparte una simititud estruciural del 80 al 80% con las comespondientes de las gonadolropinas
hipofisiarias (hormona follculo estimulante 6 FSH, y homiona [utelnizante o LH), asl como con la
gonadotropina coriénica (CGH). La cadana B de la TSH, o en su caso cuaiquiera de las

P h a la malkécula su especificidad funcional (Weintraub, y cal
1985). La TSH por medio de au unién a receptores de membrana espacificos, controla y regula todo
ol metabolismo y funclén de los tirocktos (Fisher y Kieln, 1981).




Le principal funcién del foliculo tinkieo es atraper yodo de la circulacién y ulilizario en ir

intesls de los aminodcidos yodados: manc y diyodotiosina (MIT y DIT, respecth ) y da las
yodotironinas: tiroxina (T4), tri i Ty y triyadotl (r73), El yodo es un
ligoak que sa absorbe en el traclo gastrointestinal, se convierte a yoduro y se distribuye
Apid en ol P Su de distrbucién es ap!

del 30% del peso corporal y se remusve del plasma cas! totalmente por el rifidn y la gléndula
tiroldesa. La fitracién renal de yoduro es n[mddor de 35 mi/min y es indapendiente del aporte de
yodo, mientras que en {a gldndula tiroides } oscila entre 10 y 35 mi/min (Dummant, y
cal 1889),

Yodo

Ls autoradiografia y el andiisis de {a cinética compartamantal muestran que el foliculo

irold: tra o} radioyodo en el luen. Esto requiera de {a integridad det foliculo @ Implica un
fiujo o gradients eléctrico a través de las membranas basal y apical del tirocito. La difsrencia de
potencial a través de la b as do aproxi 50 mV con e} interlor negativo. £1

yoduro debe sobrepasar este giadiente eléctrico para entrar a la céivia, y pusde fluir hacla abajo
con ol gradiente para acumularss en el lumen. Esto y e} hacho de que loa tirocitos aislados tambidn
concantran yoduro indica la de un de transports activo an la membrana
besa!, denominado bomba de yodo. Las risticas de ests de poite de yoduro se
han descrilo an s tircides de difersntes especies (Woiff 1984,1083) & incluyen los siguisntas
aspecios:

1) Concentra yoduro contra un gradiants quimico y otro eléctrico;

2) Es saturable y obadacs a la cinética de Michaslis-Menten con una Km aparents de 3 x 105
moliL,

3) Dapends de ia disponibilidad de ATP (fosforilacié idativa, glucéiisis o ambas)

4) Concentr otros aniones (perclorato (C1O47), flusrure de boro { BF¢® ), etc.) que con carga
y volumen ¥nico aimilar compiten can el yodo,

8) Se inhibe por tiolanato e Inhibidores de la ATPasa Na'/K"-dependiente; vgr, ouabalna,

8) Esté regulado por fa TSH fa cual aumenta la permeabilidad celular y la Vmax de la bomba,




Sintosis de HTs

Como se llustra en la FIGURA 1, una vez caplado por los tirocitos, &l yoduro es oxidado
medi| un p enzimético por la tirop (TPO). Esta enzima es una
hemoprotsina glucosilada unida a la membrana apical de los tirocitos, cuyo dominio catalitico esté
orientado hacla fa luz del follculo tiroideo (Nunez y Pommimer, 1882). La TPO exhibe una rara
especificidad; es activa sélo en pressencia.de H202, pero sl exceso de éste la inhibe. La enzima
cataliza la yodacién de tirasinas libres o unidas a la TgB. Esta protelna especifica de la gléndula
tiroides es secretada per el tirocio al lumen del foliculo tiroideo donde sirve como un substrato para

la serie de reacciones catalizadas por la TPO (Nunez y Pommimer, 1982, .Virion y col 1985). Asl,

para la fo i6n de las tlroninas, se requiere de: TgB, TPO, yoduro y H202 (Dupy y cof), La
yodacksn tiene lug'ar en la molécula de TgB que estd en contatlo con la membrana apical y estd
d inada por la ia de aminodckios de la molécula, en la cual se reconocen cuatio siios

hormonogénicos (sitios especificos en las partes terminales de la molécula de TgB) en proporckén
3:1 para T4:T3; respectivamente (Nunez y Pommimer, 1682). €l primer residuo de tirosina que esta
on la posicién 5 tiene un papel muy importante en la jerarqufa de los resid t énik
porgue serd el primerc en ser convertido a T4. Esta tirenina se forma por la unién de dos residuos
de DIT, y la T3 por la unién de un reskiuo de MIT con uno de DIT. Tamblén se producen pequefias
de T3 y 33 ironi Como el nivel de yodackn de la tiroglobulina varla
dependiendo del suplemento dietético de yodo, esia proteina puede tener un nimero variable de
residuos de MIT y do DIT y por lo tanto diferente contenido de T3 y de T« (Edelhoch, 1985; Ohmaya
y col ,1987).

Secrecién de HTs

Una vez yodada, la molécula de TgB se aimacena en la luz del follculo tiroideo, lo que

provee de una reserva de h di para ser tadas por medio de la endocitosis del
coloide. Por medio de macro y microp ybajp la aguda de la TSH, en cuastién
de se forman pseudépodos en o] margen de [as células foliculares cuyo tamafio y ntimero
dependen de las concentraciones de TSH. Los bordes los y de los pseudipodos se
fusio k al coloide en un p similar a la fi it La

bulina y la actinomicina participan en el p Los mi de aclina predominan en
las b y los fil dios en ia parte media y basal del citoplasma, y
esta amreglo determina ia polaridad de los tiocitos (Takasu y col, 19982). Las gotas dei coloide se

i y p k se k con para p formar

fagolisosomales en las que sa [leva a cabo I hidrblisis. Las HT (T4 >T3 >> rT3) son sacretadas por
difusién pasiva y/o por transporte mediado (Van Herle y col 1979; Erickson, 1981; Seljelid y col

1070; Vandenhove 1980), (FIGURA 1).
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FIGURA 1. FoikuLo Tmoweo, Se Hustran los diferantes que p pan en la del
yoduro a las moléculas de tirosing, as! como en la liberacion de las HTs a la circulacién sistémica. 1,
Yoduro; H202, perdxidas de hidrégens; NADPH, Fosfalo del dinucledtido de adenina y nicotinamida
raducido; NADP Fosfato dal dinucledtido da adenina y nicotinamida; MIT y DIT mono y diyodatirosina; Tg,
tiroglobulina, aa aminoacidos; T4, Tiroxina; T3 Triyodotl T3 Tri reversa (D y
col 1989).

1.2 TRANSPORTE DE HTs EN LA SANGRE

Las HTs son relativamente hidrofébicas y estan en solucibn acuosa debide a que se

encueniran unidas a diferentes proteinas del suero que hacen las veces de acarreadores. Las
de las principales protef transp fad de tironhas (TBPs) en diferentes

vertebradas se resumen en el CUADRO 1. Todas las TBPs se sinietizan en el higado, y la
transtiretina (TT) blén se sinletiza en ks plexos coroldeos (Sterling y Lazarous, 1977;
Henneman y Docteur 1990; Tanabe y col,-1969; Refetoff y col 1870). Otras proteinas plasmaéticas
como o y B lipoprotelnas tlenen una menor contribucién al transporte de HTs (Hoch, 1074). Las
i de las yod con las TBPs scn ne lentes y ibles, y ala
ley de accién de masas. Esia unién de las HTs a las TBPs explica que en condiclones normales la
in de yodotiron! libres sea muy pequefia en relacién con el total, En el hombre la
concentracién de T4 libre osciia alrededor de 0.03% y ia de T3 alredador de 0.33 del total de una y

ofra respeciivamente.




CUADRO 1 PROTEINAS TRANSPORTADORAS DE TIRONIKAS EN VERTEBRADOS

Clase PREALBUMINA ALBUMINA POSTALBUMINA a-GLOBULMA
(TRANSTIRETINA) (Aul {PosTALB) {1BG)
Peces 6.8 435 18.9
Anfibios 42.2 401 72 _—
Reptiles 20.0 50.5 85 —_—
Aves 15.1 65.1 8.5
Mamferos
Humanos 10.8 20.0 5.0 478
Vaca 45 17 1.7 61.6
Cabalto 157 523 18.5 11.8
Ratén 12,9 3.6 23.0 103
Rata 15.1 61.2 10.9 2.5

Las cifras representan ol % de T4 unida a fa protelna correspondiente. Obeérveso que la TBG cuya
constante de afinidad para ia T« es ia més elevada (Ka=10 X 10> mol/ L ), sSio es!4 presents en
los mamlferos y que en eetos, Ia rata presenta un menor porcentsjs de unién (Tanabe y co! 1969;
Retetoft y col 1870). .

" 1.3 CAPTURA DE HTs POR ORGANOS BLANCO

Las hormonas troidaas penetran al interior de ias células bianco en forma activa por medio
de un mecanismo esterscespecifico denominado potociosis {de! griego, potos; beber). Este
ismo de Importacién b de las HTs Ja & tn endocitosis y utiliza regi ¥
P P izadas de la calular éolas. Hasta la fecha se ha
prop que la potocitosis de las HTs ponde a la subcl diada por dor; i.e. ol
complejo tironina/TBPs es. strado en fa dola y ya en el Interior de [a célula la hormona
liberada difunde por gradiente al clopl colutar (And 1093), Ademds de esias protel
' que unen a las HTs en la celular, bién se en ol nicleo, citoplasma,
retfculo andoplésmico y las mitocondrias (Ichikawa y Hashikume, 1981).

1.4 METABOLISMO PERIFERICO DE LAS HORMONAS TIROIDEAS

Por ser |la desyodacidn extratiroidea de las HTs el objelivo principal de esta tesis, s6io se
1a 15 con este tema. Sin embargo es importante recordar que estas
moléculas tienen 4 destinos metabdlicos, los cuales se describinin brevemente en la FIGURA 2.




FIGURA 2. PamcieaLes RUTAS METABOLICAS OE LAS TIONWAS. La figura sa refiere a la T4 pero ta 72 sufre las
mismas transformaciones metabélicas. 1) Conjugacién. Es un proceso reversible que ocurie principalments
on of higado y rifién y consiste en 1a unién del dcido glucurdnico o sulfato en el grupo hidroxilo del anille

fenélico ( ) de la Las 8o hacen su 4n en |3 bilis
hacia el inteetino donde sufren una hidrélisis y la tironina libre se reabeorbe (ciclo enterohepético),

eliminAndose una pequefia cantidad en las haces y la onna Ademés, la faciita la desyodacit
oapac(eln'lente de la T3 en el higado. 1) D y | Eslos p incluyen la
y de la cadena lalenal de una u otra tironina. Ocurren
principaimente en el higado y ritén y eetan por en las drias. Las
[{ son i para formar goe del Acido y slbo(TETRAC)yeI
lco (TRIAC), qua son dos on la ofina. Ambos TRIAC y TETRAC tienen

actividades tiromiméticas, siempre mucho menores que la da sus precursores. Se ha sugerido que esia baja
actividad se debe a que su vida media es muy corta y son rdpidamente degradados. Lo anterior expiica la
poca significancia que tienen a pesar de sy elevada afinidad para la transtiretina y para los receptores
nuclearss de T3. {ll) Rupturs del enlace étr. Da como la

(mokculas de tircaina yodadas; MIT o DIT). Esta ruta metabdlica en el tejido hern-lopoyétloo {)eucocitos)
parece formar parte de sus mecanismos baclericliticos. Este proceso implica la formacidn de yodoproteinas
por enlace covalente. Hay ruptura del enlace éter de la da tironina f do asl DIT y lib
moléculas de yoduro. La fraccién hormonal degradada se conoce como yodoprotelna no extralbla. vy
Monodasyodacidn sscuencial de la T4, Consiste en la remocién progresiva de los dtomos de yodo
presentes en ambos anillos da la molécula y ocutre practicamente en todos los tejidos (Visser, 1988; Vatverde
y col 1993, Korhia y col, 1087 y 1602; Leonard, 1986).




1.5 DESYODACION EXTRATIROIDEA DE LAS HTs

La T4 parece jugar el papel de una prohormona. En efecto, su desyodackin que puede
ocurrir tanto en el anillo extemo o fenllo como en el Intemo o tirosiio, genem diferentes tinninas
con o sin actividad biolégica. Como se llustra en [a FIGURA 3, actualments se reconocen dos vias
desyodatives. La via que produce T3 por la desyodacién del anilio fendlico o exiemo de Ia T+
(remocién del yodo en la posicién §' 0 3), se designa via 5'd dasa (5'D), o desyodacién 5' del

anllio externo (ORD). Como genera Ty a partir de T4, a esia ruta se le conskiara la via de
aclivacién. Por otra parte, sf la desyodacién de la T4 ocurre en el anilio tiroslle o intemo de la
molécula, se genera rTs y por esta razén la via desyodativa se ha Ik do desyodacién 5 del anilo
inteno (IRD), 0 5 d dasa (5 D). Los b @ de activid génica o
tiramimética y por io tanto a eata ruta desyodativa se le considera como ia via de bioinactivacién.
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FIGURA 3.D28v00ACIN EXTRATACORA DI 1A T4, Sellmhwmmuru
trwdounluohvl.(S‘DyED) quud-oomo la

con y sin actividad b {D y col, 1889; y col 1883, Korhbyeonu?y
1982).




Via de Activacion

. Coma ya se menclond, por esta via se produce T3 & parir de la prohormona T4, y T2 a partir
de T3 (FIGURA 3). Los 2 dtomos de yodo del anilio externo sen quimicaments equivalentes debido
a la rolacién alrededar del enlace éler de la molcula de tironina. Los métodos actuales no
dlatinguen cual yodo se quita primero y de ah! su designacién 5'D. Por su preferencla de sustrato, ef
grado de inhibicidn o susceptibllidad al PTU y su respuesia a cambios fislolégicos, sa han
identificado dos isconzimas que catalizan ta via de activacién. Ambas { son p
integraias de b lcul te del Retlcul doplismico rugoso (RER) y se denominan
Tipo | y Tipo Il (S'D-I y 5'D-Il, raspectivaments). Aunque hasta la fecha ninguna se ha aislado y
purificado se idantifican con bass en sus constanles cinéticas y mecanismo de accidn (Safran y
Leonard 1091) (CUAGRO 2).

§'D4. Esta deayodasa se define como la snzima que dependiando del pH del ansayo cataliza la
monodesyodacidn del anilic intemo (pH aitededar de 8.5) o exiamo (pH alrededor de 8.0) de la
molécula de tironina. Ls Km de esta enzima tiene un rango pmoll, of sustrdo preferencial es T4 y
s inhibe con concentraciones moll. de PTU, Su mecanisme de reaccién se de tipo “ping-pong”
(FIGURA 4) y su actividad es elevada en el higado, el rifién y la tiroides y menor en otros tejidos.
En of rifén se localiza en la membrana apical do las céluias eplteliales y en ias b
basolateralea del tibulo cont do distal en proximidad con [a sangre. Estudios recientes indican
que a 5'0-1 es una selenio-profeina y se sugler a la cisteina hiperaciiva comw el sitio activo
esenclal (Se-cys) {Leonard J y Visser T 1088; Bshne y col 1990; Berry y col 1061 &, b y ¢, 1902).
Esta peculiaridad hace que su actividad sea inhibida par tioglucosa-durica, la cual al unires al Se
forma un complejo estable e irreversible (Mc Naab, 1992). La aclividad de la enzima es
di prap ! a la i6n o apoite tisular de T4. Este hecho, asl como la
presencla de la enzima en érgancs con elevado fiujo o gasto sanguineo y la rapida liberacién al
compartimento vascular do la T3 pmducida (10 @ 20 min), ha llevado a proponer que la 5D-I
elabora hormona activa para exportacién.

8'D4l. Este Isotipo fue descubiesto a principios de ios 80's al lizar las fuentes | de
Ta (Korhle, 1887 y 1892; Leonard y Visser 1988, Fekks y col 1882). La enzima tiene mayor
preferencia por Te que por T3, y a difsrencia de la tipo | no contiane Se (Barry y col 1891 a), su Km

s un orden de magnitud menar (i lar), o | ible al PTU, y su : de i6n o3
secuencial (FIGURA 4). También se diferencia de la tipo 5D-! en su distribucién tisular,
. J pref on 6rg como: hipdfisis, corfeza cerebral, sobre toda en




netronas, aunque se puedest osti alos itos para exp a la enzima cuando se eisva
fa concentrackn de cAMP. También se encuentra en el tejido adiposo café (BAT), placenta,
glandulas pineal, da Harder y suprarrenal (Fekks y col 1862; Anguiano y coi 1881). Otra diferencia
entre ambas enzimas se refiers a su resp durante situack o patolégicas en las
cuales la actividad de la 5'D-1l es i proporch alas plasméticas de
T4 (CUADRO 2). Por esta razén asl coma por el hecho de que la T3 producida permanece en el
&rgaro se ha propuesto que la 5'0-I! genera hormana activa a nivel local para autoconsumo.
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FIGURA 4, o Ti ] [ La tlpo'Plng-Pong comprende
dos pasos: [a dewy dichay Ia ; i I erzima oxdada.
Comulmmh,hmptumduyoooddmsw do por una yod:
la cual quita dou slectrones al grupo a un grupo SH de la enzima (E-SH) esto resulta en un eetado oxidada
(E-8*), p o9 forma un intermedisrio enzimético con el yoduro provenients de ia
h (E-S81), lo que rep una forme oxidacda de ia deayodssa que fiberam dicho yoduro { I” Jal ser
reducida (regenerada) por @ cofector (RSH) Ests (itimo inwniene en la. remccién como un eusirato
secundario obigido y provee da los parn la de un grupo parcisl oxidado
del sitio activo de |a enzima, Aummmummuﬂm.ummmmugundowmbad
glutatisn, Esta reduccidn (regeneracisn) de l& enzima ee inhibida de menara reversible pot PTU ol cuai
teacciona con E-5* formando uns mazcls sstabia enzims-PTU disutfuro. Le enzima también se pusde inhibir
de manar itrevertibie con Acido lopanoico (JAc) ol cual bioques su sitic activo. Le presencia de Se-cys en et
sitio activo permite que la enzima ses inhibida sslectivamsnts por Is tioglucosa durica (la figura no muastra

sale Ultimo mecanismo). Macanismo de reaccién Como se an B, esle [
enrlchduparlaunlondolondo- [( y anlsade del Enotraa
y los tioles { ) daben n ol 8itio activo de Ia enzima antes que (a

Auyodaeldnuntwnubo(Lmdyvm 1068; thtyeonu‘z Nunaz, 1988; Chopra 1892).

En sfos e habla descrito otra ima llamada tipo 5D I-Low (Karhie y col,
1992) Ia que pesieriomnente se demostrd Que ea un artificic de ia técnica, o] cual se observa
d diendo de la traciSn de cofy utiizada en ol ensayo. Esto se demosird porgue ef

P

GDNA pam ia tipo {-5'D codifica para una scla entidad molecular que exhibe actividad tanto en una
Km alta como en una Km baja (Sharift y 5t. Germain, 1992).
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Via de Inactivacion

La desyodacion del anillo intemo o tirosilo de {a T4 y de la T3 genera tironinas inactivas, rTa
¥ T2 respectivamente, y sa conoce como la via §D-tipo ill. Esta inaclivacién de la prohormona o de
la principal tironina bicactiva ocurre en todos los tejidos excepto en la adenchipdfisis. En los
mamiferos la mayor actividad se detscta en sl higado, cerebro, ia piel y placenta. A pesar de su

‘ impo! ia fislolag 8 conocs relativaments poco acerca de las propiedades
loquimicas fisiolégicas y funcionales de la enzima que catsiiza esta ruta metabdiica (Kérhle y col
1987 y 1992).

Esta enzima se localiza en p todos los tejidos. Hasta (a fecha se ha detectado
on placenta, piel, corteza cerebral, grasa bianca, o, bazo, rifisn, tesiiculo, pulmén,
Intestino. delg: higado y io estriado (Korhie y col 1987 y 1992). Como el resto de los
miembros de eata familia enzimética, la actividad 5D-Il| se asocia & membranas microsomales y es
més abundante en el reticulo andoplgsmico. El p s la T3 y ol secundario es la
T4, y sit Km @sta en ol rango nmoll.. La enzima es insensibie 81 PTU y requiers de tioles como

Su de i6n o8 laly ol pH 4ptimo eeté en la sicsiinidad (8 n 8.5).

Actividad 6D on F y Tejidos La piacenta no exhibe actividad 5D |, s8
detecta una baja actividad 5'D-I1 (Keplan y Shaw, 1984) y estd marcadaments enriquecida con la
SD-I1\, la cusi 8 localiza en céiulas de la membrana coridnica (Roti y col 1981 y 1982; Santini y col,
1992). Las attas concentraciones de T3 en el liquidc amniético se pusden ariginar de esta anzima,
funcién que reduce la entrega de T4 a T3 de la madre al feto que provee de yodo a la tircides de
esie Uftimo. Recientements (Santinl y col 1892), se caracterizé a la SD-Ill en fracciones

. los de la pl 'z ] pard con la 5'D del higada, Los resuftados mostraron que la
enzlma de pt qub Iipidos y no solenio, Ademds, en la regidn carboxilo
terminal, la SD-1l difiere en 18 aa con tespecto a la hepética que tiens de 27 a 20 kD. Aunado a
esto, la proteina de 31 kD marcada con '25BrAcTs (N-Bromoacaetil-T2) puede ser la subunidad que
s8 una al sustrafo (Santini y col 1982). La actividad 5D placentaria no se modifica por la
edministracién de dosis farmacolégicas de T4, o bien durante el hipotinidisme (quirirgke o
farmacoiégico), o el ayuno. Sin embargo en todas estas manipulaciones la actividad 5° D exhibe las
modificaciones correspondientes (CUADRO 2), Ademds Yoshida y col estudiaron 1a actividad 5D en

la placenta h de muje les y con enfermedad de Gr Bavedow (hipertiroidismo) y
no observaron cambios (Emmersan ycol 1988 ay b).

También se ha d tividad 5D en el sistema nervioso (astroglia) del cerebro de rata
racién nacida, y en cultivos de hep on 5n, higado y bro del wién de

polio, en membranas fetaies de ia oveja; rata y humano. En todos estos érganos o tejidos, la
1n



sctividad 5D o3 slevada en contrasie con la observada en el individuo adulto (Karhie, 1987, 1892).

Estas ob h in que progx que la mcth 5D an tejidon felaies

indiferenct. asl como en &g que no den a HTs, pr la i hanch

de T3 degrad. esia tironina hacla T2 y ia T4 hacia T3, Ademds, recientemente se ha
do que ia o idacién no afecls; mientres que la sulfoconjugacin inhibe marcadaments

ia actividad 5D-Hli en la madre, faciitando el trensporte de HTs-sulfatadas hacia ei feto. Es esta
forma donds 38 ha propuesio que la honmona activa podria recuperarss pam safvir a sigunos
tejidos en los que su presencia es critica (cersbro, puimdn, etc.). Lo anterior serviria para optimizar
ol v ) al proteger a olros tejides del efecto catabdiico secundario al exceso
de HTs (Emmersan y col 1988).

Actividad 50 en la Plel de la Rata. Ei reporie méis compieto al respecio ss el de Tien Huan Shang
y col, 1685, Esios investigadores estudiaran a la SD-1li en varios Srgsncs y las caracterfsticss in
vitro de la enzime son.

¢ Su pH dptimo ea de 7.4 (semejente al cerebro y la placenta pero es diferente del higado que e
de82).

¢ Se localiza principaiments en la fraccibn microsomal en todos los tejidos excepio en of higado,
que e focalizd en ei citosol.

¢ Laconversidn de T4 a T3 sw inhibe con T3 y 3,5 T2 siendo dosis-dependienie pero no se inhibe
por 3.5 T2, saliciato ni PTU.

* En cotteza la sensibiidad a T3 y 3.5 T2 es igual que en plei, ol 50 de inhibicién con Ts en
coreza es de aprox 2.3 x 10°7 moVL y de 4.2 x 107 pera piel; pam 3, 5 T2 1.5 x 106 en corleza
y 1.4 x 109 on pisi. La polencia de inhibicién moisr de T3 a 3, 5 T2 es de 100:15 an coteza y
de 100:30 en piel.

* Lm actividad SD dal higado se inhibe 4 por los | de T4 (lock to y
&ckia iopanoico).

*  Lm activided en plel y corteza cerebral se estinwiia por DIMIT (3 S dimatil-3' isopropi tionina)
perc no por T3 ni T4 ni en plel ni en coneza,

¢  Elayuno no sfects la actividad de ia 5D en la piel, la placenta y la corteza,

¢ e aciividad 50 en la pisl y en la cordeza ) do hembras prefiades en 3on con
e no prefladas es mencr. Estos detos Nevan & sugerlr que ol descensa de La 5D (T« a (T) as
une respuseta de reguincidn al emerger otro Organo como la placents que tiene una ala
produccién de 1T,

¢ La piet & ser o Srganc may io en riicie, on los uhquom-pofhrfinh'
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CUADRO 2. PRCIPALES CARACTERISTICAS DE LAS DESYOOABAS EN LOS MAMEEROS
|

PROPEDAD | sD4 504 sp41
|
Cinética } Ping-Pong Secusncial Sacusncial
Sustrato Pnhnn;hl IT3+Té-T3 TeIT3 TT4
Producto mm Ts, tTy, T2 Ty, T2 s, T2
Km | pmoit nmoll. nmoll
CofactorDYT Mol nmolL mmoiL
BBIDORES |
Tiouracilo “ ey + -
Acido. lopanoico | *ee *ete +ebt
Yodoacetato 3 reed + ++
Flavonoldes ‘ot o4 et
Hatogenados Amnlucu pYTYS
Peso Molecular ? 55000 20,000 e?
Subunidades | 2710a e?
L ?
Coef muao{ (7] 3.5-45 &7 L
Radio | 32T A* L? e?
Punto lsosldctrico ] 03 PA S L?
DuTraucin v TENODS
! Tirokdes SNC Piel Piscenta SNC
| Rif6n, Higado, SNC Hipéfels, Grasa parda,
i Buprarenal.
Locallzacién \
Subcetular 1 Higado, RER Memb
i Rinén, membrans L
: plasmética bascisteral
|
I
Canmios Dumante ]
Hipertieoidismo Aumenta Oisminuye Auments
Hipotiroidismo \ Disminurys - Aumenia Dieminuye
$ind E me D y Sin Cambio Sin Cemblo
Sitho Activo ‘ Secyn Cystoing e?
w——
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En cultivos de la piel de humanos, se sabe que los queratinocitos de la epidermis de adultos
¥y recién nacidos exhiben actividad 5'D-li, La enzima presenta una Km aparents de 10 nmol/L, es
inhibida por 1 mmel PTU, Jahte a lo repoftado para Ia pl ta y tejidos de rata (Visser, 1988);
Sa observé que la actividad 5°D-1l incrementa an los cultivos carentes de HTs, por o que sugieren
que ol significado bldgico serla que la plel es un aporte de T3 en estados de hipatiroidismo, fo
anterior queda por ssr damostrado ya que no han trad; tividad 5D-Il en tras de piel
recién obtenida (Kaplan y col, 1988), blé ias de ividad deyodath
enzima SD- Ill con caracteristicas semejantes a las reportadas para piel de rata (Tien-S Huang,
1985).

de la

18 ACCIONES Y EFECTOS DE LAS HTs

La bloactividad de las HTs depende principaiments de las L
Intracelulares de T), las cuales a su vez estan d por: 1) la iSnde T4 y T3 por la
tiroides; 2) el intercamblo de T4 y T2 entre al plasma y los tejidos; 3) la conversién extratiroidea de
T4 a T3 a nivel local; y 4) ta degradacién metabélica de T3, Las HTs ejarcen diversos efectos
fisiolégicos en précticamente todas las céuilas del organismo. Entre los mas caracteristicos y mejor
estudindos se encuentran sus efectos sobre el crecimiento y la diferenciacién celular

particularmente del sistema nervioso; asl como, sus efectos sobre el metabolismo energético y la
resplracién celular (Davis, 1982; Oppsnheimer, 1982). Estos efectos de las HTs estdn mediados por
sus acciones a nivel de {a membrana plasmdtica y a nivel gendmico por su interaccién con

p aspecificos localizados en el DNA nuclsar y el mitocondrial (Nunez 1988; Ichikawa y
Hashikume 1881).

Membrana Plasmética y Mitocondrial, Las acciones de las HTs sobre la membrana

plasmética pueden afectar la idad de enzl de o bombas ladas; vgr.,
captura de g} denilata clclasa y pe: bilidad a K* (Davis 1892) Entre las acclones mejor
dk 0 tra la i que !as HTs sjercen sobre la actividad de la bomba de

Na/X-ATPasa dependients. La energla para !a funcién de ssta bomba iocallzada tanto en la
1a ph como en la mit drial intema, deriva de la hidrlials de ATP a ADP en un
procese productor de calor FIGURA 5, Las HTs aumentan la actividad enzimética de la ATPasa y
de la a- glicerofostato dest que cataliza la entrada de equt de) citosoi
al sistema de transporte de electrones mitocondrialea (Faramarz 1888, Davis 19892).
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Acciones Gendmicas de lag HTs. Se sabe que los receptores de las tironinas (THRs)
forman parte de la superfamilia de protel g
i s para vitamina D, retinol y otros mensajeros (abajo).
Hasta Ia fecha a8 han identificado 4 subtiposda THRs (a t y @ 2; f 1 ¥ B 2), los cuales muestrah una
distribucién especifica y se han identificado en practicaments todos los tejidos periféricos. Son
p no hist de 1 te 50 kDa con un coeficiente de sedimentacién de 3.5 Sy
un radio de 1.2 A®, Exhlben una alta afinidad y una idad limitada para los siguk ligand
TRIAC > 3' isopropil > T3 > T4 > T3 > di y monoyodotirosinas, Los THRs tienen cuatro dominies: la
regisn amino terminal cuya funcién se desconoce; la regién que se une al DNA y cuya secuencia

P ineld peny

de la a la cual

tetraddri

dos

lok de aa (dedas de zine) cuyns asas de 4 aa c/u unen al ién zinc);
la regién llamada bisagra (hinge”} y cuya secuencia facilita la dimarizaclén, y la regién carboxilo
terminal que une o reconace al ligando (HRE). El compiejo tironina-receptor facilita la unién a una
secuencia especifica de r dos ek de a tironi (TREs) de ks

ganes regulados. Esta unién como se resume en 8i CUADRO 3 induca o reprime la trascripcién de

Iad $id;

mRNAs especificos y explica porque las HTs producen efeclos tan diversos /n vivo (Nikkodem y
col, 1980; Oppenheimar, 1992; Mc Naabb 1992).

CUADRO 3 . EFEGTOS GENOMICOS DE LAS HTs

GEN MRNAS TASA DE LATENCIA DE ORGANO O TEJIDO
TRANSCRIPCION ~ RESPUESTA
{HR)
GH 110 t 10 >0.5 Células GC
Omitin aminotransferasa 13 t2 >4 Rifdn (rata)
Fosfoenolpiruvato carboxicinasa 1 4-8 t 48 ND Higado {rata)
Enzima mélica 1 1118 1 34 2 Higado {rata)
Cadena pesada c-miosina t t <4 Miocardio (rata)
Renina 18 ND 1 Glandula 5/ Max (rata)
Citocromo C 1 34 t 34 12 Higado y Rifién (rata)
Subunilad u Na/ K-ATPasa  § 7.3 t 14 ND Higado (rata) .
Subunidad p Na/ K-ATPasa 1t 26 t 18 ND Corteza renal {rata)
Termogenina (UCP) t 4 t 4 2 Telido graso café
Reductasa HMG-CoA t 20-40 15 24 Higado (rata)
- 1 1014 t 39 0.1 Higado (rata)
Subunidad a de TSH ) 4 0.5 Tumor tirotréplco
(ratén)
Subunidad B d8 TSH il Iy Tumor tirotrépico
(ratén)
Cadena pesada i - miosina | } <4 Miccardio (rata y
conejo)
TRH ND ND Hlﬁwlamo {rata)
— —
do; Induccién (1) o represién (}) por Ts (Nikkedem y col, 1990).

ND No detsctado;
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Mitocondria

Consumo de

FIGURA 5. DIAGRAMA ESQUEMATICO DE LOS POSBLES BITI08 DE ACCION BE HTS EN LA MTOCONDRIA. Como se ilustra
en esta figura l=s acciones de las HTs a nivel mitocondrial ocurren al menos en 5 sitios. 1) Aumenta la
tividad del D [} ADP-ATP que 6 la proteina mas abundante en las mitocondrias, 2)
Regula !a di de los para ¢l ciclo de los &cidos tricarboxllicos (TCA) o cickr de Krebs.
3) Aumenta la actividad del transportador mitecondrial de fosfatos, este e'eao probablemente nu mediado
por Iss acciones gendmicas nucleares de las HTa. 4) Facilita la
-por la ATPasa FoF1 y §) Estimula Indirectamente la cadena de p de en
y estimulando la de la It da ia ci C oxidasa (Davis,

1 992).

Respiracion Celular y otras Acclones Metabélicas. Aunque hasta hace poco tiempo se

pensaba que las HT la idativa en la la
praporcidn P/O, ahora se sabe que este efecto desacoplador es un efecto farmacoldgico (Davis
1982). Las acciones de las HTs sobre [a réspiracién celulsr son a sus efectos sobre la

glucdlisis al aumentar la captacién de glucosa y 1a entrada de los intermediarios del ciclo da Krabs;
as| como por sus acciones genémicas al regular [a expresién de las enzimas que se indican en e
CUADRO 3 (Nunez, 1988; Greer, 1880; Davis 1981). Las HTs estimulan practicamente todas las
fases del metabolismo de las grasas. Moviilzan lipidos del tejido adlposo, io que aumenta ia
concentracién de 4cidos libres an la sangre y acelera su oxidacién hepética. Disminuyen la U

de idos y tri licéridos, y regulan (a sintesis de enzimas lipogénicas como la

carboxilasa sintetasa de dcidos grasos y las enzil mélicas, i como la Acetil
18




CoA. Las HT ejercen efectos en ol st de ciclasa tas en fos
dipocitos y en los hepatocitos (Davis, 1992).

Desarrollo y Dife lackén N 1. El d llo del sist nervioso en todos los
brados es un piejo, multifactorial y heterocrénico en el cual las HTs jusgan un
papel determinante ya que regulan la y mi |, asl como la
sinaptogénesis, la proliferacién de p jes y la mislinogénesis. La participacién de las
HTs ocurre en un perfodo especifico de la ontogenia denominado perfodo critico y que la
i i@, 0 bien, la H 0 exceso de estas h P bios | (Nunex
1088, Greer, 1990). Se ha propussio que eate papel énico de las HTs invol sus acch
@ nivel del q/ ospocfi a nivel del ameglo de los microtubulos ya que regulan la
expresién del mRNA de las TAU. Los mk los estdn i
por tubulina y por ias proteinas asociadas a slios o MAPs. Esias proteinas son promotores del
b yla K de los mk bulos. Las p TAU son las mds estudiadas y

p ser las bles def laje de los mi b ya que S8 unen a varias
moléculas de tubulina simuMtdneaments ko que faciiita su polimerizacién (Alberts 1891).

Ademds de su acciSn neurogénica durante el perfado critico, las HTa regulan la inactivacién
de la 5'D-1l neural por un 1 1 Smico que también Involl al clossqusl €n
efecto las HTs estimulan la polimerizacién de la actina y la |l i de la desyodasa unkia a
la actina-F hacia reservas de membrana celulares, dando como rasultado la pérdida del 50% de la
aclividad enzimética. Sobo la T4 y no la T3 afectan esta actividad, esto indica que una de las
proteinas clioplasméticas que unen a las tironinas también une a la actina (Farwell, y coi 1890).
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FISIOLOGIA TIROIDEA EN LOS PECES.

2.1 LA GLANDULA TIROIDES

Las gldndulas tioides de los agnatos % Y ) o 4 y
lolad st parten dh feristicas con las de ofros vertsbrados: 1) sus unkdad
histolég fi jes -loa folll , 2) la capacidad de atrapar yodo inargénico e incorperario a

los residuos de tiosina de i tirogiobulina, y 3) fa compasicién de aa de la tiraglobulina que es
parecida a la de mamiferos.

© Distribatibn oo
lol Taculay hulun

= Distribucién heiarotdylce da
los falicalos twoldeas

FIGURA 8. DieThisuCiW DE 108 Foulcuros Tmoweos £x 108 TELECATECS, So muesim la
distribucién normat de los loliculos atrededor de la aatta ventral y ta distibucién heterotépica
de ios foliculos alrededor del bulbe arteral, corazén ¥ crislatino,

$in emb an los elasmobranq y los teled los folfculos no se

dos do una glandula tircides prop dicha, sino que estsn en forma dispersa

(Gorbman, 1989; Lagier y col 1877; Matty, 1885). Aunque algunos paces dseos tienan glindula
tiokies encapaulada (Matty, 1985), en {a mayoria la distibucién de los follculos as periadrtica
(aarta ventral) y an las branquk pueden p una ! Spica FIGURA
8 {Baker y col 1955, 1858). En términos generales, en loa peces, las hommonas tiroideas son
producidas con una tasa més lenta que en ias mamiferos. Ef contenido de yodo en el plasma de los
telodstoos varia de 0.5 a 2000 yg/100mi (peces dulceaculcolas 1-2 pghl, peces marinos 48-80 pgh).
Las prolainas unidoras de yodo contribuyen a la conservacién dal yodo sanguineo, que se raquisre
para {a sintasis de HTs (Brown y Eales , 1977).
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2.2. ASPECTOS ONTOGENETICOS

Como ya se mencioné en la seccién 1.2, en los peces la concentracién de protsinas
transportadoras de HTs (TBPs), es significativamente difsrente a [a de los mamifaros, pues los
peces da TBG (a-globulina). En peces el resto de las TBPs unen aproximadamente los
sigulentes porcentajes de T4: Alb 43.5, post-Alb 18.9 y Pre-Alb o transtiretina 6.8 (Tanabe y caol,
1868). Lo anterlor concuerda can los valores de tironinas circulantes los cuales, on truchas, son
més aitos en ién con e Ademas la ia do TBG implica un ripilo recambio

tisular de T4 hacia Ta.

Se conoce poco sobre kos THRs en los peces. En el higado de |a trucha arcolris, utilizando
étodos de i L e de unién /n vitro, s& ha demostrade un sitio nuclear
saturable para Ty que tiene alta afinidad (Kd 10 - moll) y baja capacidad, alrededar de 1000
sitios/célula. Se han caracterizado parcialmente sitios de unidn nuclear similares, en el higado y
otros tejidos de ciciéstomos {Lintrop y Youson 1963) y saimdnidos (Sullivan y col 1087, Eales
1990), as!{ como en anfibios y reptiles. No sa han identificadc sitios saturables en la mitocondria ni
on fracciones citosdlicas. Los sitios nt k son prababk te proteinas no hist: y tienen
una muy ¥ ala delos iferos, la idad de unién de los sitios varla de 0.4
X 1012 a 0,8 X 102 mol T3 por gramo de higado (Sullivan y col 1887), Los tamafios moleculares
corresponden con los de h indicando que se conservan durante la evolucks

La abundancla relativa de estos receptores nucieares para T3 no panece estar influenciada
diract te por las track de HT, pero sl por diferantes condiciones funclonales del
organismo; lLe., crecimiento; o bien, por estados catabdlicos asociados en los cuales tienden a
disminuir la abundancia de hepéticos para T3 (Bres y col, 1980).

E: tes on b itos de truchas j6 , han trado que el tranaporte do T4
es un p i pecifico d diente de It diado por portad que no
depende del transporte de sodio (Na*) paro si del gradients de H*. EI pH &ptimo es de
§ - 6, Este proceso st mediado an parte por un mecanismo endocitico y se inhibe por T3, T3, Tz y
otros andlogos de tioninas. La caplura de T3 difiere de la T4 8n que requiere un pH mAs alto, de 6 -
8y la captura minima (Kt) es més baja (0.074 umolL Vs 0,52 umolL pam T4) debida a la mayor
afinidad (8 veces) y la baja capacidad por su acameador, Con loa perfiles andiogoa de cinéticas de
inhibicién pusden sugsrir que aungue los dos sk i dan, los d paa T3y T4
son diferentes, lo qus permite la regulacién independients de estas dos tiraninas y contribuye al
control del metabolisme pariférico de HTs (Riiey & Eales, 1993, 1994).
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Embriogénesis. Las HTs son muy imp en la vitslogénesis, puesio que pueden
Incrementar a estabilidad al mRNA de las vitelogeninas durants Ia sintesis en et higado y también
actaan si L con las g p y 6 P i6n de las vitek
que se incorperan cono lipavitelina y fosfovitina (lipoproteinas y fosfopéptidos) al vitelo en la
ovogénesis (Benfey y col, 1988). Por ofro lado se sabe qua an salmébnidos, el contenido de T4 en
huevos fertilizados es del doble en comparacién con huevos no feriiizados. Aproximadamente a los
10 dias pre-eciosiin, el contenido de T4 es de 20-28 ng/g (5.3 £ 0.3 ng/huevo) y el do T3 es de 10
nglg. Estas L bles durante o4 d W bri (28a 34 dias) y

en lai

i

se cree que la T4 es aportada por la madre (igual que en aves), En ol cortisol d:
on ks primeros 8 dias del desamolic embrionario de 20 ng4y hasta 2.5 ng/g, también descienden ias

track do astradio! y t o La velocidad en la 6 rickin de estas t de
los huevos refleja las demandas de los embriones (ver APENDICE 1ll) (Tagawa y Hiranc 1987,
Lundqvist, 1988), :

Estadio Larvario. En el alevin o larva recién sclosionada se identifican follculos tiroideas
todavia no jonales y pos hip rios. En esta etapa la concontracién total de T4 vade 26
4230277 £ 1.5 ng/g (aproximadamente 4.4 + 0.3 ngiarva). El saco vitelino que represanta el
96% de! individuo contienen 4.2 ng y la larva adlo el 496, es decir 0.18 ng. No se sabe si en esta
faso existe actividad desyodativa. Posteriormente, alredador del dia 30 posteciosién, la larva
consume {a T4 del saco vitelino y la concentracién da [a hormona total disminuye de 4.4 £0.3a 1.5
0.1 ng (Speker, 1988; Tagawa y Hirano, 1990; De Jesus y Hirano, 1992).

Cria. En la primera fase del estadio de cria, cuando todavia no se alimenia pero ya se
absorbié el saco vitelino (aproximadamente en el dia 45 jén), ocume un b
significativo en el contenido total de T4 cuyas cancentraciones ascienden de 10 a 20 ng/g, mientras
que la T3 es Ind ble ({Imite de 8n 1ng/ml). Este aumento de T4 coincide con el inicio en
la actividad de los follculos tiroik asi como con el inicio del cracimiento de la cria. La respuesta
a TSH indica qua lbos follculos ya son"uncbnale: y que el eje hipotdlamo-hipdfisis-tiroides

a h unos dias és que la larva inicia su alimentacién (Speker , 1988; Tagawa
y Hirano, 1980; De Jesus y Hirano, 1992).

Juvenil, Durants este perfodo ocurren cambios significativos en las concentraciones

de HTs en resp & {as migrack Estos bios son mds evid on especk
eurihialinicas y durante la esmoltificacién ( de salinidad durante la migracién). En este
perfodo, que implica importantes cambios estructurales y lonak las concer

clrculantes de T4 oscilan de 0.8 a 1.0 ng/ml y se ha sugerido que las HT tienen un papel
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p p que prep al individuo para un nuevo habitat y explotar las nuevas fuentes
allmenticias (Spaker , 1088; Tagawa y Hirano, 1990; De Jesus y Hirano, 1892).

Adulto. Por razones obvias este es el perfodo ontogenético mejor diado, La produccké
de las HTs pusde ser alterada por diferentes factores. Por ejemplo la TSH aumenta todos los
aspectos de la funcién tiroidea, mientras que la alimentacién y el aporie de yodo en Ia dieta, la

temp y otras h afectan sus vias bé i La de ’ de T4
on respuesta a TSH no ests influsnciada por estados nutr les u otros fact como el estrés
(Enles, 1081). A i i6n se resume la inf i6n mas al reap
2.3 ASPECTOS FUNCIONALES

Les HTs tienen ofeclos en la aclivided del nervioso, la reproduccian, la
osmomsgulacién y los movimientos migratorios an los peces. Por otra parte Ia funcién tiroidsa se
modifica significativaments por el ciclo luz (fotoperfodo). Esta di idad de actividad

tund: 40l Aul

sugiare que en los peces, las HTs juegan un papel fur en la aclivacién y de
diferentes actividades metabblicas como son, por sjemplo, Ia calorigénesls, el crecimiento y en el
de i lipidos y carb

Efectos en ol Sistema Norvioso. Los efectos r gicos y de las HTs

8 han lizado en carpas das, truchas y oiros. Cuando sa sumergen salmones y
peces dorados en L con HTs su P lento ¥ su de
alimentacién, Los sal ol movimk pero yon el aprendizaje. En truchas
bajo ick de apr jo, por ejsmplc enseflarles a operar una palanca que dispara
la i6n T3 &l nimero de veces que prasionan la palanca. Estos y ofros

resuitados sefialan que la T+ tiene una accién facliitadora do eventes sinépticos en e} carebro medio
tectal (Matty, 1985; Olmenjaniuk y Eales, 1985),

influencia de las HTs an la Rep i6n. En carpas dorad: la tiroxina estimula
o desamolic ovérico, pero no tiene i ia en adulos hipoft izados de larga lucks
(strofia o g En campas das, la resp ovérica a pinas de salmén
» Ve da con la de Ts, observndose un aumenio en los ovocitos
vitelogénicos, por lo que es posible que la tiroxina actie ok conlag pina, Por
su parte, las gonadaies, .e., los andrég modifican la funcién tiroldea actuando sobre
o hip y ah do el i periférico de las h tirold La
aumenta la Vmax de la §'D mi que los estrég ia yen (Mc Latchey y Eales, 1958),
También se ha propuesto que los afectos anabélicos de los andrégenos pueden estimular Ia funcién
tiroidea de daria y final que los andrd i i a las

células tiroideas (Matty, 1985; Cyr y Eales, 1088; Lundqvist, y col 1980), Ademds, la FSH y LH
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gas ) ap a peces, st la actividad tiroidea y como en el resto de
dos el cortisol las de Te (Brown y col, 1991). La GH tiene afectos
tirotrépicos (Matty, 1985; Cyry Eales, 1988),

Movimi Mig y Osmorreg ién. En los peces, al igual que en otros
rtebrados las traciones circul de HTs se han relaclonado con cambis en los

p rep las temporadas de ias migrack ylos on ol madio
oxtemo. En las truchas arcolris de! lago Ontario ocurren variaciones esiacionales tanto en peces
| d como en mad Las L plasméticas de HTs exhiben dos aumentos

pronunciadas ("picos”) a lo largo del aflo (Osbom y col, 1678), mientras que los saimones solo
presentan un “plkco” do T4 y de Ta. En las truchas las concentraclones aumentan en el otofio
alcanzande un mAximo en noviembre, qunle esie perfodo aumenta la proporcién T4/ bo que

denota un d en ol pético de la T4, o posiblemente una menor utilizackn
petiférica, En la prl las i h b iven & pero la proporci
T4l p sin bios. Es dificit relaci sias variack lonates con la funcién de
la tirokies, particularments cuando la proporcidn T4/T3 ¥én cambila lonall Se ha
sugerido Gue este patrdn bianual os ico de los teledsieos,; el “pico” de otofio-Inv osld
relacionado con la temperatura, el “pico® de pri osi4 relacionado con la reproduccld

Ademés se ha oneontradq que en la truchm arcolis los valores plasméticos de T4 esiin
i i (Osbom y col, 1978; Gordon, 1958; Eales y col 1982;
Burke, 1983; Eales 1986).

Ademis de esta d con las variack la rep y la
alimentacién (Eales y col 1990; Leatherand 1982), existen sin (ugar a dudas cambios en la
tividad tiroidea indos a los k la salinidad de! medio, y los procesos
prep rios que on los antes de la migracién al mar (esmoltificacion). En
truchas arcolris adaptadas al agua marina e Inyectadas con TSH, las concentraciones plasmaticas
de Na* y CI disminuyen transitoriaments. También en los teledst ip Ia
capacidad de sobrevivencia en agua dukce os nula y deben mantenerse con 1/3 de agua salada.
Aunque la i6n de T4 ta la actividad de alg laclonadas con el flujo
de sodio; vgr. acetiicolinesterasa y la ATPasa Na-K d dienie de branqulas, 1a admir i6n de

TSH no les permite sobrevivir en agua duice a diferencia de como si i hace la prolactina,

Indep de las relach onire las K plasmiticas de HTs y la
esmoltificacin, y aungue st medio salino tiene un efecto indirecto en la actividad tiroidsa, en los
iod no existen evidencias de que las HTs regulen el iénico y osmético, El 4
transitorio de HTs (T4 y posibl te T3) puede d el Inicio de la adquisicién de
surchialinidad seguido de un petiodo largo de tolerancia a agua marina. La calda de T4 coincide
con la mayor actividad de la ATPasa en las branquias y es cuando se alcanza la méxima capacidad
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adaptativa al ambiente marino. Ademas se sabe que cuando los paces son axpuesios a corrientas
de egua se dispamn “picos” de Ts y T4 [T4 de 8.9 a 19.4 ng/ml y T3 de 4.9 a 5.4 ng/mi]
prob como ftado de una mayor actividad motora (Youngson y Maclay, 1889). Por
otra parte, las HTs faciltan la accién de ofras hommaonas como la GH, la cual a su vez estimula fa
desyodacién Ta— T3. No se sabe si el efecto de la GH es dinecto o Indirecto (sornatomedinas)
(Eales, 1990; Bosufy Le Bail, 1989 y 1890; MacLatchy y Eales 1990)

Fotoperiodo. Ademis da las fluctuach ionales, las track ireul de
HTs exhiben un 1itmo circadiano cuya acrofass (hora de valores maximos) varla, En carpas
doradas ocurren a las 18:00 hra y en las truchas arcolris a las 20:00 hrs. En los mamiferos se ha
sugerido que estas varlaciones circadianas de las HTs pueden ser causadas por regimenes de
ayuno-alimentacién, per no hay evidencias de que esto ocuma en peces (Tagawa y Hirano,
1987;Cook y Eales, 1887; Do Jesus y Hirano, 1890). Se conoce peco acerca de este ritmo, tal vez
se encuentma relacionado con los ritmos de cortlsol y prolactina, o de alguna forma con ia
termorreguiacién (Matty, 1985; Cyry Eales 1988). En este contexto, la relacién inversa entre HTa y
temperatura estd a su vez relacionad:
Optimas,

con ol fotary o del individuo a "

Efactos Calorigénicos. Aunque se conoce la cinética de las HTs gracias a los trabajos de
Eales (Eales y col, 1962), no se puede decir lo mismo sobre su accién calorigénica a .\nive!
periférico, Hasta la facha, no hay acuerdo sobre este imp p fisiologla tircidea de
los paces. Asl, misntras que la respirackin celular soko ta con la admir de dosis
farmacolégicas de Ts, ol emplec de PTU y otms drogas anthtiroldsas daprimen el consurmo de
oxigeno. Las miocondrias alsladas de hepatociios de truchas tratadas con tiroxina muestran una

de la

d 6n en la k de la ilacién y un en la actividad especlfica del sistema
enzimélico (M y Smith 1868). Ademds, las dosis efectivas son menores que las
requeridas pam obtener la misma respussia en mamifercs (Matty y col, 1962). De acuerdo a
algunas interpretaciones, 1a desacoplacién de la rlacié dath ia el consume de
oxigeno para generar as! la misma cantidad de energia quimica utilizable (ATPs). Sin embargo,
existen dictorics y as! por ejemplo, en peces tiroid no se ha lograd
Y’ 1a antes prop entre HTs y resp| 6n celular (Gorb 1969; Matty y col
1882y 1085).

Aun y cuando la siga sin , 8i a accién calorigénica de las HTs en las
aves y en mamiferos se ve como pare del p tot fado o 1a h mia al
abandonar e§ medio acuético, p i r que los poiqui mos (como los peces) no

osia resp Sin emb resulta menos razonable suponer que las HTs no participen

en la regulacién de la respiracion celular,
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Creci ta 6 imiento / bollsma estd bien demostrada. Asl, en el caso
de ks pecas, los ientos de el ion de HTs p el Ik

ponderal, y se ha comprobado que dentro de clertos limites !a respussta es dosis
dependiente, ya que las HTs en dosis eievadas son catabélicas. Esta respuesta a las HTs no
excluye la posiblidad de que se trate de un efectc dark diado por la de la
sintesis de GH; por lo que se requeriria utilizar animales hip o tir izad
para comprobar que las HTs ejarcen efectos directos a nivel del tejido miscular y Sseo. La
Tiroldectomia es imposible de realizar en la mayoria de especies de peces ¢seos por !a naturaleza
difusa de la glandula. Sin emb utitizando fa y drogas boclogéni como la
urea se ha demastrado un retardo del crecimiento en saimones y truchas, aunque estos métodos se
pueden criticar por su efecto téxico. Por otra parte en los peces hipofisectomizados la T4 o la T3 no

son capaces por sl solas de p L] y requi de GH u otros faciores locales
promotores del cracimiento (NGF, factor insulinoide (IGF), dinas). En este y
como ya 88 foné, las HTs '] ripcién y traduccién de GH y proteinas (Matty,
19082 y 1985). Las HTs tambié la i6n de libres en ! plasma, as!
como la desamidacién y la i4n de nitrég También L on al boll de los
lipidos y carb fa de lipidos, disminuyen la concentracién de
glucégeno en el higado, aumentan los niveles de giucosa en la sangre, misntras qua aumentan el
glucégeno en el 6n yen e! También la de gl hepética y la
tividad de [a cit i En estos sfectos de la HTs pueden contribuir a
of ko y la disponibilided de p que participan en el cracimiento del
organismo. ’

Diets y Temparatura. Al igua! que el resto de verisbrados, en los peces tanto el ayuno
como la reduccién de ingesta de calorias deprimen la funckdn tiroidea y la conversién de T4 a T
(Eales y Higgs 1977; Flood y Eales, 1282). Este electo so revierte con Ia realimentacién y al cabo
de las 4 hrs se observan elevaciones hormonales significativas en las truchas arcoirls, Ademds, la
funcidn tiokdea depende del contenklo de carbohidratos en la dieta y no de protelnas o lfpidos
{Himick y col 1991). Durante el ayuno ias truchas acumutan yodotironinas y sus conjugados en la

vesicula biliar. Durante la reali i6n este bolo de yodotironinas se d ga en el infestl

En truchas arcolris e ayuno crénico se de
significativamente menores de T4 y T3 vy s aclividad 5D hepética estd disminulda, mientras que las
concentraclones circulantes de GH estdn sa ha que estos bios proteg

la degradacién tisular cuando el animal se encuantra en un estado bélico crénico (Leatherland y
Fabridge 1892).
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La blen ida d dencla da los poiquilolermos de la del medio »e

fa de bios on las rach irculantes da HTs. Asl, por ejemplo, @n la trucha
arcoiris mantenida a 19°C los valbres plasmétics de T4 se h p de 1.1
ng/ ml. Estos valores se elevan conforme i la lraceder de 2.5 ng/m! cuande
la temperstura os de 11°C , y de 4 ng/ml con ds 5°C { y col 1087,

Oppenheimer, 1692). Estos datos podlan indicar que en ks pecss al igual que en lo homeotermos,
la axposickn al frio estimula la funcién tiroidea, la cual estd estrachamente relacionada al ga:to

matabdlico o al consumo snergético del lsmo. Sin no hay avi las que sug

que las demandas metabdlicas sean ias mismas en diferentes temperaturas, y de hecho existen
datos que Indican que durante la Bn a bajas f el boll eaty
marcadaments reducido (Hochachka y 1069},

Efecios en la Pigl. Sa corocs la estimulacion de las HTs en la ple! de vertebrados; I.c. en

ia muda de reptiles y la coloraciin y dif lacién dei plumaje en aves. En los pacas se ha
ok strada que la i6n de plg y de cristales de guanina: por ejemplo, el
tratamiento con HTs aumenta el color platsado de los Ademds pi la
concentrackén de xantSforos y la dispersién de melanéforos en otros peces. En truchas
diotirok ¥ la pig i6n de mel esio se da por un aumento de
melanéforos por unidad de drea de piel. En carpas al utilizar ta la pig i6n de
s pie! (Sembart, 1956); en sat los bociég no af la ph i6n de la piel (Dales
y Hoar 19054, Gorbman, 1968).
En todos los peces las HTs p ol eng L de la epidermis. Eate efecto
con of Y lento ( ) de la ep is que se ohserva en los mamiferos
ok de HTs (MW y Smith 1968; Mafty 1685). Aal, en truchas
ocume un g da la plel epidermaies y dermales),
que se cormige con tratamiantos con T« (Gorbman, 1968). Ademas de los sfectos intergumentarios
1a T4 también aumenta la prop del p ina visual ent la retina (Matty y col 1882).

2.4 ACTIVIDAD DESYODATIVA EN PECES

A diferencia de los mamiferos, en kos peces parece ser que la mayor parte de la T3, y quizds
toda, se genern en los tejidos perifésicos por la actividad enzimética de la familia de desyodasas,
Entre 1985 y 1958 dos grupos de investigadorss mostraron de manera independiants que en la
trucha, la i6n de TSH estimula ta lib i4n de T4 pero no de T3. Este hallazgo implicaba
que la T3 no se producla en la tiraides sinc que p de la firoidea de T4 a T3.
Asl, on o] higado de los salménidos y angulias mds del 85% de 1a T4 se convierte a T3 (De Luza y
Leloup, 1884 Tagawa y Hirano, 1987, Eales, 1890).
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Actividad 5'D

En los peces, ia actividad §D se ha on nk de diferentes
tejidos, como se esla via ble de la produccié dela
T3 (Shiekis y Eales, 1888). La administrackin de T3 a truchas arcolris provoca la disminucién de la
Vmax de la 5'D hepética y por tonto la produccién de T3 para exportaciin, lo que refleja una

de las d d para ios niveles de HTs constantes (Eales y Finnson, 1981).

En diversos éigancs de la trucha arcoirds se han desciiio ias constantes cindticas de la
activided desyodstiva 5°D que se muestran en el CUADRO 4, Se utilizaran concentraciones bajas
(0.08-1.3 nmolil) y atas (1.8-25nmalL) de T« y se identificaron dos sistemas 5°D diferentes. La
activided 5°D baja ocume en sl higado, branquias y misculo paro no en rifién nl en erttrocitos. En
dstos tajidos, el pH ptimo es de 7 y la concentrackn de DTT de 7 a 10 mmolL. La enzima es
sensible al PTU y el DTT afecta la Km y la Vmax, todo lo cual les permite sugierir que se trata de

un mecanismo catalitico de “ping-pong”. En is actividad 5'D aka se p s6lo en
higado (pH 7, DTT 15 mmollL) y rifén (pH 8, DTT 8 mmollL). Esta actividad no es inhibida por el
PTU y ol DTT afecté la Vmax pero no la Km, io que rep un de tipo lal.

Los autores de este estudio concluyen que por ko menos existen dos tipos de enzimas 5'D que
difieren en su distribucién tisular, en la afinkdad del sustralo (T4) y en ol mecanismo catalltico.
Igusimenie destacan que estas no se parecen & las formas 5D descritas para vertebrados
supsriores, y que la 5D afta se parece a la tipo |1 y la 5°D baja se parace a la tipo |. Esta GHima
puede ser la principal via desyodativa porque opera en el Intervalo de las concentraciones
fisiolégicas de la T4 en peces (MacLatchy y Eales, 1092).

CUADRO 4. CONSTANTES CINETICAS DE LA ACTWIOAD 5°D EN DIFERENTES TEJIOOS DE LA TRUCHA
ARCORM

Tejido Sustrato Km Vmax VmauKm

T4 {nmolL) X + SEM X £ SEM

5D Baa
Higado 0.08-1.3 0.098 £ 0.0008 3.74 £0.050 38.2
Mdsculo 0.08-1.3 0.108 £ 0.0005 0.70 £ 0.004 4.0
Branquias 0.08-1.3 0.168 £ 0.0003 0.62£0.004 7
S'DALTA
Higado 18-25 102 0.76 8.21 £0.220 0.82
Rifién 18- 25 14.7 £ 0.62 5.76 £0.090 0.37

L — =S ————

Los valores corresponden a la doble reciproca de [a actividad total, de dos lotes de tejidos diferentes. Las
unidades de Km se expresan en nmold.; y las de Vmax en pmol/mgproth (MacLatchy y Eales 1892).
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Por otra parte, en el higado de oiro teled {llapia O omis nilotk so ha descrit
una desyodasa 5°con propledades de tipo | ytipo fl. Las semejanzas con la tipo | son que of susirato
preferencial @8 rT3 y la Km esta an 8! rango nmob/L. ds DTT. La reaccién sin embargo no 88 inhibe
con PTU ni con tioglucosa Aurica, las cuales son propiedades mds parecidas a la desyodasa tipo i
(Mol y col 1993; St Germain, 1994).

Actividad 8D

Hacia principlos de la década de los aflos 80 surgié una cont . D a 1o existench
de T3 an peces y do o via desycdstiva comrespondiente. Esta controversia fue provecada por kos
estudios de Eales y col, 1983, que 83 uno da los mis Imporantes en el campo de la fisiolegla

tiroidea en peces. Estos | tigad il las plasmaéticas de rT3 en la
trucha arcoiris utilizando dos métodos 1) Un Kit parah (Lab )Y 2)
en minlatura de Sephadex G-25 (Eales y col 1983). Utilizando el sstuch lal d
[ de la pero no obsarvaron p o entre las dilucl def
suero de pez y la curvas estdndar, lo cual lo atribuy a que en la
lacisn del A po con rT3". Emp ias col la la se iza. Con este
dftimo método, registraron valores de 40 pg/mi, pero ios invalidaron puesto que ostas
no di yaron cuando se haclan diluck También la velocldad de
sliminacién metabdlica de la T3 por via entarchep y valores a los de
mamlferos (7.7 mi/h/100g), lo cutal lo explicaron por la débil unién con proteinas plasméticas (Eales
y col, 1983). En este mismo trabaje la actividad desyod al inyectar 25T y
postariormente cuaniificando fa idad de radioy fiberado; o bien, al iny 1250.T4 y
diendo la del prod T3 medl ol mélodo de cromatografia en columnas de
Sephadex. Con ambos p fos fusron neg Los autores comentan lo

sigulente: "La generacién insignificante en los experimentos de doble isdtopo indican que no existe
desyodaciSn en el anillo externo o fenélico en In degradacién de la T3, Esto contrasta con

donde Ia desy a 3,3'T2 rep la ruta mayor de degradacién de 5T3.". Como
se puede apreciar Ia eleccién de los mé para valorar los niveles hormonales de 173 o la
actividad enzimatica no son los adecuados, por ejpmplo: se sabe de la importancia de un RIA
homé para la de con las no ep las 183
naturales (no afiade sueros) y no da un tiempa 6ptimo para que se formen los complejos Antigenc-
Ant Con resp a sus métodos para el andlisis de la actividad enzimética, eligieron
erd to el sust (el p lal @8 T3) y en su explicacién estd do la
desyodaciin en e! aniiio ext en vez del interno. Aundg: luyen que sin in vitro no
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so pueda exclulr la produccién extratiokiea de rT3, tambié fialan que bajo las condiciones
utllizadas tas truchas no tienen 1T3 ni la via desyodativa correspondiente.

Sin embargo, entre 1980 y 16981 y de manera independiente, se reporté la presancia de rT3
en el susro de mojarrus (Tiapia nilotica ) ulllizando estuch lales (Byambugu y col 1880), ¥
on ol suero de truchas arcairis (Fenton y col, 1991) utilizando un RIA homélago.

Postariormente, Sweeting & Eales on 1882 (a y b) publicaron dos articuios en los cuaies

i fos prod! de desyodacién en fracch I les hepéticas de truchas arcoliris
utliizando HPLC o cromatografla en Sephadex LH-20. En el primer estudio (a) no detectaron rT3 al
T2 (3,3, y concluyeron qus on las truchas mantenidas a 12°C las princi vias d
estén dirigidas hacla el anillo extemo para producir T3 a partir de T4, sin detectar la desyodacién del
anllio interno de T3 o T4, En el segundo estudio (b) il a que la ) de
HTa tiene sobye las vias d on {ruchas con Ta para elevar las concentraciones
plasméaticas de ésta hormana, sa observs que el higado produce (T a partir de T4. Los hallazgos de
este estudio los llevé a proponer que sxiste una compleja regulacién donde la T3 suprime la
desyodacikin T4 Ty p la desyodackin hacia rT3 y ia desyodacién 5'D en el anille externe
de |a Ts. Asl, por ejemplo, en los peces piscivoros qus comen husvos con elevadas
concentraciones de HTs, la T3 puede disp ose de i6n que evitaria la
& i6n de T3 en cantidad: ivas (catabdlicas). Lo que reprasenta un mecanismo de
regulacién periférica de HTs. Un mecanismo semsjants opararia en las truchas en cautiverio cuya
’ ti levad. de HTs (Eales y col

Iy

allmentacién con CHOW se sabe que
1981).

En bass a lo anterior Morin y col, 1993 propusisron que en salmones se pusds preduclr rT3
cuando se presenta el "pico” de T4 anterior a la esmotificacién, cuantificaron la actividad
desyodativa en el anillo externo (ORD o 5D) y el intemo (IRD o 5D) fracciones microsomales de
diverscs érganos de salmén, obssrvaron que 38 da un aumento de la actividad ORD o 5D an
higado, corazén y bro, en y no aumenta, y que en el cerebro
también se presenta la actividad IRD o 5D, Dado que en la esmoltificacion es cuando se da un
desarrolio del tamafio y aclividad del carebro, ks aulores prop 1 que la actividad I méat
varfa eslacionaimente en la esmoftificacién y la post-esmolificacién dandose un sistema de

taci6n Interna al los niveles de T4 y se genera una proteccién pam el corebro contra

concentraclones excesivas de T3,
Posteriormente Eales y co! 1993 cuantificaron la

en fracci I los de

varios tejidos de saimones con esmotiificacién inducida por el foloperiodo. Al utilizar como sustrato
ala T3 y la rT3, encontraron que la desyodhclbn de 1a T3 sa da exclusivamente an el anilla interno,
lo que permite una lacién de las plasméticas, por el contrario, la rTy se
desyoda en el anlllo extemo. Sugleren que existen dos enzimas por separado que regulan las dos
vias, siendo la 5°D pareckda a la tipo Il de mamiferos yla D parecidaa latipolil.
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Recisntaments Parry, Zhang y Eales, 1094 cuantificaron e! contenido de HTs en la orina de
truchas arcoliris, encontraron T3, T4 en formas nativas y conjugadas y (T3. Con resp aesta
uttima, afirman que slo se pueds presentar bajo clertas condiclones, perc qus esta tironlna no se
genern bajo condiclones fislolégicas normales.

Activid Ti yA Las ad| a jos ios do
temperatura del entormo fisico, tienen un papel importante en la determinacién de los pat dela
di de las especies. La temperatura afecia la y funcién de las protsinas, ademés
de ser una fuerza | P en la evolucién de las {Somero, 1978; Hochachka y
Somero, 1073, 1984). Se conocan diferantas formas da adaptacién | diata en la actividad

enzimética, las cuales depandiendo de la direccién del camblo se denominan regulacién témica
positiva o negativa. Por otra parts, se sabe que la actividad enzimética también exhibe camblos

anlnnal ip tes o transitor 4 \ados art " blos de

] Finalment bién se postula que en la actividad enzimética existen cambios
P cuya instalack lore de much + para fos (Hochachka y
Somero 1069).

N dios en ks poiq han que al pero no todos los
sistemas enzimdticos son susceptibles a a regulaciin térmica positiva. En la trucha arcoids la
actividad de enzimas como la acetikcolinest la pinsrvato-ci (PyK), la lactato
deshk otc,, ta significatiy al i la P y esta mayor

tividad es dariaaun i onla enzi o enzima-cofactor (E-S o E-
C). Los bios en la capacidad de {amb E-8, son un medio por el cual se establecan los

{imites de tolerancla térmica de los organismos (Lépez-Lemus, 1894). También se conocs que en
un mismo tejido, existen dos o més varianies de una enzima, cuyas camcieristicas cinéticas

un amplio i de temperal En esla forma es posible promover una funcién

i p sobre un ampiio rango de temperaturas, que no seria
posible si sélo estuviera presente una sola forma enzimética, Ademds, dasde el punto de vista
biogquimico, o que es Unico en esios es que las vari enziméticas detecladas en
estudios cinéticos no son isoenzimas en el sentido cldsko de variacionss en la estructura primaria,
Se trata da isoformas an ol sitio de como ia de k

térmicas) que se expresan en cada caso-de maner esp Asf, d te la aclir S0
induce la pi én de estas | que permiten una compensacién fislolgica a los camblos
térmicos del habital. Especificamente, en las truchas, !as Kms minimas pam las iscformas
“calientes” y "frias" de la acetilcolinesterasa y da la PyK son esenclaimente Iguales, pero las Vmax

difieren sustancial Esto rep una veniala adaptativa, pues permite al organismo
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disponer de un Intervalo ampllo para la laclén de la dad catalltica (Hochachka y St
1989).
Estos estudios han llevada a concluir que aunque Ia sficacia de control en un sitio dado

puede varlar con la en témmi ) las propledad las de las

enzimas en [ ser

als blos de temperatura, En el

caso de las variables “callentes” da enzimas con bajas se req muy

d,

en las track de trato. Esta dicién no es lo que permite un control en &

rango de las rsacciones. En términos evolutivos, exisle una seleccién de enzimas gue tienen

vakres de Km que permiten bios de actlvidad en a bios fislol6 en las
concentraciones de sustrato, esto so refleja en patrones de variantes enziméticas producidas

y la p . Se pueden visualizar diferentes isotipos

fa
prod! enla i6n que p propledades de Km rias para retener el cantrol
de la actividad catalltica. Sin embargo los efectos de estos camblos pueden varlar enlre las
snzimas dep de la cor i6n absoluta de las i “frias" y “calk "

Por otra parte, se sabe que ademas de ios ajustes metabdiicos compensatorios como el
aumento en la tasa de glucélisis (5 veces) y lipogénesis (12 veces); ast como el aumento en la

sinlesis de glucégeno, protelnas y acidos los t de la ira tambié
P una reestruciuracién bioflsica y bloquimica de hos comy fuk y tisul
para que operen bajo esle nuevo régl térmico to al organi Esta reestructumcié
incluye componentes como proteinas de b rib y de p que son

! para al p mismao de reestr 10n. Asl, en sl caso do los lipidos de membrana y
durante la exposicién af frlo tienden a tar ol grado de insat ién de Acldos grasos. Como
muchas { estdn ladas a 1as es posible que la nueva membrana y los nuevos
isotipos estén att lacionados (+ hka y Somero 1968).

Con respeclo a los camblos permanentes se sabe que las especies adaptadas al frlo
panecen poseer y i de i que las L al calor.
Ademas, como 36 menciond en e caso de los cambios on la aclimatacién, la Km de todas las
varantes de una enzima es similar a diferentes lsmperaturas, esto crea una estabilidad termal en ol
rango de las temperaturas de un hébitat y suglere qus la Km se ajusta para permitir vakres

regulatorios éptimes de la funcién enzimética.

Este alio grado de la conservackin en Km se ha estudiade en enzimas NAD-dependientes
(lact ¢ LDH) purificadas del mu blanco de tres especies de sardinas
habltantes de diferentes enlomos térmicos del golfo de Californla, en México, En las tres especles,
los valores de las Km fueron extremadamente similares para LDH, aste alto grado da conservacién
on ia Km on las diferentes especies, a su temp ! p lar, ha sido interpretado como
que que las enzl gan clerta idad para tar su tasa de
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catilisis cuando la concentracién de sustrato ta duranie activack hol| por
jompk jo ig (Lopez-Lemus, 1994). Asl, estabilizando los valores de Km
dentro de un intervalo cercano o, de alguna forma, mayor que las concantraciones fisiolégicas del
sustrato, la enzima serd capaz de obtener una fracclén significants de su velocidad potanclal
(Vmax) bajp d fisiologik tantes o | sy actividad al los niveles

de sustrato (Fersht, 1977; Hochachka y Somero, 1964).

. Todo o anterior juega, definith ont un papel imp en la d inacién de los
pairones blogeograficos de las especies involucrad pues la adaptacin de los sist
metabdlicos es un factor critico en la cofonlzacién de un hébitat témico Gnico.
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m
Planteamiento del problema

Como se ha revisado, la presencia de (T3 en el suero de los teledsteos es controvertida. En
la década de los afios 80s el trabaj del grupo mas influyente en el campo soslenia que esta
tironina era vitualmente indetectable en el suero de Ia trucha arcolrs. Sin embargo, précticamente
una década mas tarde, Byamungu y col, 1980y Fenton y col, 1993 informamos la presencia de T3
en dos especies de teledst Estas discrepancil bed: principalmente a probk

todokgh Diferentes laboratorios incluyendo el nuestro han sefialado 1a importancia de un RIA
homdlogo para medir las concentraciones clrculantes de THs (Hoar, 1950; Aceves y col 1982;

Stringer y Wynford-Thomas, 1982).
Por otra parte, el estudio de las vias y enzimas desyodalivas en los peces apenas se inicla y

existen | g con to a la inf 0 P te en atros
vertebrados. Asi, en e} caso de la via 5'D, la disponibilidad del cONA para la enzima $'D-| hepatica
de la rala ha permitido descartar Ia existencia de i i con baja y alta afinidad. Esta
clasificacién emd depende pri lalmente de las cond del ensayo (Chopra, 1952). Para

el caso de 1a enzima 5D, los estudios son atn més recientes y apanas iniclaron en 1992, La

tividad 5D se ha delectads principalmente en al higada y el cerebro tanto de truchas (Sweesting y
Eales 1982 b) como de salmones (Morin y cot 1993). Las constantes cinéficas de la enzima
hepética son semejantes a las repertadas para 1a rata (KShrle, 18962), y se propene que esia via
desyodaliva es activa bajo ciertas condiciones; vgr., dieta y ssmoRificacion (Sweeting y
Eales 1992b; Morin y col 1993; Eales y co 1993).

Por todo Io anterior y dado que en todos los vertebrados estudiados hasta la fecha la piet es
ol tejido que exhibe la mayor actividad 5D, y es en este 6rgano en el cual esta via se ha
caracterizado (Tien-Shang y col 1885), la.presants tesis en la que se ulilizé la piel de la trucha
arcolris, se disefié par alcanzar los sigulentes:
v
OBJETIVOS

1. - Demostrar la existencia de la rT3 en el suero de la trucha arcoiris y estandarizar ef RIA
homdlogo para su cuantificacién.

2. - Describir las caracterlsticas de la via enzimética que produce a ta (T3 (SD-1lI)

3.  « Medir las iones y la actividad enzimética 5D-1il en ia ontogenia de la tucha
arcoirs.
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v

MATERIAL Y METODOS

Peces. Se utllizaron truchas arcoiris Oncorhynchus mykiss (antes Salmo gairdnert (Smith y
Stearley,1989)) p ’ del Centro Acufcola "El Zarco™ (Edo de México ). Los animales fueron

tenidos bajo dick de foloperfodo natura! y alimentados ad Mibitum con concentrada
comercial (Purina). El periodo de estudio abarcd las semanas 14 a 84 de edad y se llevé a cabo
durante los meses de Julio de 1989 & abri! de 1891. Durante este perlodo, a intervalos de 28 + 4 dias
de aproximad sels animales, se reglsiré la talla (longitud furcal) y e! peso corporal de cada
Individi Ademas, se obtuvi de cada uno, muestras de piel, miscufo (debajo de la aleta dorsal)

e higado (los cuales fueron congelados a -70°C para su andlisls postarior). Tamblén se obtuvo de

™" N " PP

cada individuo sangre de !a vena caudal, que fue a P pam su

esta so

P 6 (3,000 rpm X 15 min) y el suero fue fraccionado y

almacenado a -20°C para la ulterior cuantificecién de la (T), utilizando la técnica del

Radiols (véase apéndice ).

Conejos: Se obtuvo suero da conejos Oryctolagus cuniculus, raza Nueva Zelanda de la vena

a amblente, posteri e se

T Sy

central de la oreja. La sangre se dejé
a 3,000 rpm, los sueros se guardaron a -20°C para su uso ulterior en el radioinmuncensayo de la T3,
ol suero de consjo s uttliza pam fa mayor f de los plejos Anti primer

o

po- segundo antk {véase apéndice I),

Ratay. Se utilizaron ratas Wistar adultas de 250 g, De las ratas macho se cbtuvieron muestras de piel
o higado: de las hembras (3a de tacién) se obtuvi las pi tas. Los te]idos se
almacenaron a -70°C hasta su uso utterior.

Hormonag. Las tironinas no radiactivas sa obtuvi de Henning Chemie & Phamwerk (Berlin). Las
h con 1% se a New England Nuclear (Boston MA). La actividad
especifica de estas (limas fue: rT3, 1220 pCifug; T4, 1400 uClisg yde T3, 1500 pCiug.

Anticyerpos. El antisuero anti-rT3 generado en conejos fue previ btenido en el | '
utllizando un bésico de | i¢n con adj te de Freund y BSA (126). El antisuero
anti g de conejo {! do ar po) se compré a Sigma (R-0881) y sa utilizé una

dilucién inicial 1:20 (véase apéndice 1),
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Suero Hipotiroldeo. £l suero de truchas al cual s8 e remaovieron las HTs con carbdn activado, el cual
os indlspensabie para e} RIA de 1T3.(véase apéndice 1).

Reactivos.- Todos los reactivas utllizados fueron de grado analitico,

Procodimiantos Analiticos

Radiolnmyncensaye_ (RIA]. Aunque la cuantificacién de las tioninas por R1A es un procedimiento

dcth 17 inario en el laboratario, diferentes grupos han enfatizado la Importancia de que este
sea un RIA homél (A , ¥y Valverde, 1082; Stringsr y Wynford-Thomas, 1882). Este aspacto
no es trivial y el término homdéloge implica que ef sistema de andlisis debe ser idéntico © al menos
ofrecer las mi dici del | bolégico en #! cual naturaimente se encuentran tas

maoléculas que se dessa medir. Esie requisito exige e) empieo, en la curva esiéndar, de suero
hipetiroideo de la especie animal que se estudia. Con esto, se garaniiza en la medida de lo posible,
que las ink k de los componentes del sist serén iguales en !a Curva estdndar y en las
musestms problema (Chard, 1882, Ruiz, y col, 1884) (véase apéndica | ).

Montaje: Se lieva a cabo por duplicado en tubos de vidrio de 0.7 x 7 ¢m @ incluye os siguientes

Juegos de tubos: 8) Unkn no o'apoclﬁul (UNE) sok suero hipotiroideo (S.H) y
hormona marcada, b} CERO (Bo): iene 1°Ac, b da y S.H., ) Estdnd L
1'Ac, da, S.H. y Esténdar el intervalo utilizado fué: 1.58, 3.125, 6.25, 12.5, 25, 50,
100, 200 y 500 pg/100y() d) Suero p lene 1°Ac, h y suero prob

En ol CUADRO § se los vo! de los tivos que se afladen a los

diferentes grupos de tubos descritos.

CUADRO 8 REACTIVOS Y VOL peL o(RIA)
Suero Estandar TAc  TBLT Suero Amortiguador
hipotiroideo ¢T3 1:300 10pg/100p1 problema +ANS
Tris-HCI {10 Mibm!}
UNE 1op - - 100p1 - 390
CERO 104l - 100p1 100p! - 280ut
Curva 104 100ul 100t 100pt - 190p1
estandar
Suero . - 10041 100pt 1001 200p
problema
« Tris-HCL: A de TRIS | i) Sigma Lot 60H5614 (0.05 mol1, pH 8.6)

< ANS: 8 Anllino 1-Naphthalene Sutfonic Acid. Sigma No A-3125
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Procedimiento :

- Se montan los diferentes grupos, se agitan e incuban por 24 hrs a tsmperatura ambients (T.A.)

- Posteriormente se afladen 10p! de suero normal de conejo (SNC)

- Se afladen 25yl de 2*Ac 1:20

- Se Incuba por 45 min a temperaiura ambients.

- Se aflade PEG 20% (Polietilénglicof), para precipitar la fraccién "unida® de la “Ilbre” que queda en
« sobrenadante

- So centrifuga 30 min a 3060 rpm

-Se las fracch por 30

- Se cuenta cada una por un minuto, utifizando un tador de radiactividad g Beck!
(gamma 5500)

En la presente tesis la eslandarizacién dei RIA para cuantificar las concentraciones de 173,
incluyé la n de los siguient: h

1) Reproducibliidad
Se realizaron 13 curvas patrén para caiculer la reproducibiiidad y sensibiiidad del ensayo
2) Paralelismo

Se dik de suero de trucha para determinar el paraielismo asl
como para observar ol comportamiento de los punios dentro de la curva.
3) Especificidad

Se evalué contra las tironinas activas T3 y T4 pam conocer la sspecificikdad del ensayo y el
grado de inmunoneactividad cruzada de éstas hormonas.
4) Exactitud )

Con o suero hipotirokdea de truchas se adiciond una cantidad ida de h (rTY),
La cantidad oblenkia se espera que sea equivalents a la adicionada.
§) Volumen de la muestra problema

Se exp con dos diferentas (50 y 100 pf) para establecer el voluman
6ptimo para Ia deteccién.

E{ Control de Calidad incluyé la avaluaciénde los siguiantss puntos
1. - Cusntificacién de la unién inespecifica (UNE) o daflo.
2. - Lapendiente de I curva a una concentracién cero de Ag y 509 del punto de inhibiciSn.
3. - Ladosis de estindar a) 50% del punto de inhibicién,
4. - Lavariecién inter-ensayo.
§, - Lavariscidn intra-ensayo.
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Las representaciones gréficas ds Ios'ennyu- se hacen de la siguiente forma: En las
ordenadas se representas los valores 8/Bo que son calculados como el valor porcentual gue ef %
U/T (unidoXotal) significa con respecto a ia unién especifica (CERO) y sn ias abscisas se grafican
las diferentes L de h con sus respectivas logaritmas decimales (log). Donde
olp jo UIT e o resuttado de la oxp

cpm "unidas® - cpm "uniias" dei UNE
WUMT= X 100
cpm totales - cpm "unidas” del UNE

Esta gréfica se utiliza pam las k de 1g on la
problema por medio de polacin, De los tados obtenidos se realizaron los sigulentes
Ak media (x); Desviaclén estd (s); Error esténdar (o); Emor estdndar (E.S= s¥n) y
cosficiente de variacién (C.V.=akx ). ’

RIA de (T3 pace cyantificar de is activided 5D-1l1

Se realizé la incubecién In vitro dose en ¢! método descrito por Tien-Shang Huang y
col, 1985, En breve, ei procedimiento consiste on afladir en tubos de vidrio de 0.7 X 7 ecm b
siguiente : '
¢ =150 yl de prolainas del tejido (380-960 pg/mi);
¢ =150 yi del cofactor (DTT 100 mmoln) y
e <150 ylde T4(0.2-1.0 nmoiL).
« El ensayo 8¢ incuba 3 h a 37 *C pam piel de ratas, 1h a 37°C pam placenta de rata y 3h &
temperatura ambiente o 15°C perm pleies de truchas. La reaccién se detisne al agregar 900 pi de
metanol,
- 50 agita y se centrifuga a 3000 rpm X 10 min
-8e ot sobrenadante (sb) del precipitado (pp) por decantacid
« El sb se evapora utiiizando una SAVANT (Speed Vac Concentrator)
~ Posteriormnents s resuspende en 200 yi del amortiguador dei RIA (Tris-HCY)
- Se monia of RiA en forma similsr & como 98 describe anterorments con las siguieniss
modificaciones: 5pg/100 pl de 125%Ts, 5 mg/10 ml de ANS y en ia curva no se afiade suero
hipotiroidec. Los valores resultanies (pg/100uf) se utiiizan para cbisner la actividad especifica que se
oxpresa como: AE= ng (hormona producidaimg proth.
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Ensayo de la Actividad SD-1ll. Todos los tejidos fueron homogeneizados con politrén en una diluckén

1:10 utilizando HEPES tipo il (HEPES, 10 mmolL; Sacarosa 0,32 mmolL; EDTA, 1.0 mmolL) pH

7.0, Posteriorments sa centrifugaron a 3,000 rpm por 15 min. El sobrenadante (Sb) se fracciond en
] de 300 pl y se guardaron a -70°C.

La actividad 5D-|Il se analizé utilizando dos difsrentes métodos de deteccién. En el primer
método se empieo ls on papel (ver apéndice |)Bellabarba, y col, 1968).
Aunque méds labork on PAracié con el g método (RIA, ver apéndice 1), la
cromatografla es imprescindible pussto que permite identificar todos los productos de la desyodacién
y s posibie comprobar (s existencia de [a vim 5D en los tejidos estudiados. Para ! caso de la

. ¥ del rato (Ts o T4), los L 20 XD como s activi

up.clﬂcadohonzlmmanLdoTzodomlmgd- na (véase
apéndice I1). Para ol RIA, los resultados se expressn en ng de rTymg de proleinahora,

El ssquema de flujo de la Figura 7 ias dos técnicas de snsayo Pam ln
optimizacién de una y otra se utilizé un conjunto de scbrenadanies de pisies de truchas de 41 a B4
semanas de edad. Esta opti i6n incluy6 la rizacién de los siguk p (on ol

paréntesis se indica ia técnica con la que fueron analizados)

- intervalo de Proteinas [RIA]

- pH[RIA)

- DT‘I‘ {RIA y Cromatografias]

- F el (T3) [C fias)

- Sustrato sscundario (T4) [RIA y Cromtbgrlﬂul
- inhibidor PTU [RIA y C Hografl

- Tempansturas.[RIA}

Caracterizacién Cinédtica de la 8Dl en la Piel de la Yruche.

Una vez las L 6ptimas del ensayo, se deteminaron las constantes
cindtcas de Michaslis-Menten (Km y Vméx) (Leonard, 1988). En todos esios experimentos la
actividad snzimdtica se cuantifics con RIA.
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FIGURA 7. Técnicas Empleadas para a Cuantificacién de In Actividad SD-IIl. 8) Al emplear
[ on papel (B 1068). b) Al emplear RiAs. (Aceves y col, 1982;

Stringer y Wyndorf-Thomas, 1962; Chard, 1982; Ruiz y col 1084),
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Actividad 50N en la Piel de la Trucha. Aspectos Comparativos.

Una vez idas las condick 6ptimas para cuantificar ia actividad 5D-111 en la plel de
in trucha, &sta 88 compaté con la de oiros tejidos de mamiferos en los cusies la enzima SD-1llya ha
sido carscierizada: piel, higado y placenta de rata (Cavalerl y cal, 1977, Chopra y col 1978; Rotl,
1881 y 1982; Kaplan, 1984; Tien-Shang y col, 1985;, Yoshkia y cal, 1985; Emmerson y col 1683 ay
b: Santinl y col, 1992 a y b; K8hrle, 1092). En el caso de la plel de ia trucha, se utilizé el conjunto
antea mencionado. Para la rata se utilzaron conjuntos de tres animales adultos. Como se indica en ia
seccién de resultados, la cuantificaciin de la actividad enzimdlica se malizé con uno u oiro

A [RIA y Crometografias)

Actividad 504 en la Piel de la Trucha. Aspectos Ontogendticos

Concenimcionse Circulanies de rT3. Esta yodotionina se cusntifics individuaimente en el suero de
los individuos de ias ssmena 14 a 84 utilzando RIA. Los resulados se expresan en ng/mi.

Oriogenia de Ia Activided SD-Ill en ig Plel do (s Truche. Para Ia onlogenia de esta actividad
enzimética se cuantifics en forma individual los sobrenacianies de pieles de truchas cuyss edades
abarcsron de la semana 14 a la 84, Cada una fus medida por duplicado y a actividad se cuantificé
con RIA.

Para ol andlisis de los sspecios ontogendticos de utilizé una regmsién maltiple, con lo que se
obluvo cosficientes de comslacidn de los sigulentes parimetros: concantraciones de IT, Ia edad, el
peso y la tatia. Con los anterioras se establecd una relacién que nos permitié explicar la variecidn de
fa actividad aspecifica en ol inlervaio de tempo del estudio,
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dos del R

Vi

RESULYADOS

Sa muasiran los resultados de 13 curvas En la FIGURA 8 y en 6] CUADRO 6.

CUADRO 6 PARAMETROS OSTENIDOS DE LA CURVA PATROX.

Estdwdar No,de Madia (8/80) desviacién  emor
datos UT (%) % eatindsr estindar

UNE 7 10.2 - 1.8 044

CERO 17 219 100 24 .67

1.58 13 - 80.81 897 1.88

312 13 . 8581 5.12 1.42

625 7 - 7644 .18 199

125 13 - . 0821 473 1.31

25 13 - 5282 499 1.38

50 n - 4.7 1.54 209

100 - 17 - 2872 244 24

200 3 - 1002 197 204
00 13 - 1085 409 130

Espacificidad

Eslo se evalu utiizando en el ensayo susro hipotircidec de h al comparar ssios

resultados con los descriloa en el cuadro 8 se obeervd que se plerde sensibiiidad al utilizar suero

hipatiraiieo de humano,

— LT (%) BBo(N)
UNE 8.3
CERO 30.2 100
1.58 100
312 -]
825 887
125 79.00
25 8.7
50 60.57
100 4238
200 174
500 14.3
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Paralelismo.

Para comprobar fo anterior se prepans un suero agregado, (suero hipotiroideo con T3

(=500pg)) ¥ se realizaron diluc J
Dilucién k Ci 16 ES

. esperada obtgnida %

{pI100 p) {pg/100 p1}

11 500 502.5 0.4
1:2 250 250,5 122
15 100 975 204
1110 50 50 C o183
1:20 25 205 1.22
140 12.5 15 1.2
1:80 8.25 55 ) 0.4
1:160 3125 255 0.4
1:320 1.562 158 03
Cada uno repressna s media de tres iy por ES: error esténd;
Reactividad Cruzada.

Se realizd la evaluacién utilizando T3y T4 con los que 6 obtuvo (o siguiente;
Ty = 0.0005% af 509 de inhibicin.

T4 = 0.002 % ol 50% de lnhibicion.

Lo anterior se abesiva en la FIGURA 9.

Exactitud.

Se obtuvieron ios siguientes resukados al utiizar tres diferenies concentraciones de

fadida al susro hipotirok

Estindar rTs sfladida Obtenida ES
{pott0oy) Lpg/1004 %

Bajp 7.55 72 020

Medio 50 40.95 0.01

Alto 200 202 0.57

— — —
Cada uno representa ia media de dos dos por ES: emor

Por lo tanto ka exactitud es del 07al 99%.
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de sucro probk

Se probaron dos voldmenes diferentes:

Muastra m TS
pg/sop pgit00 pl

1 7 14

2 (1] 11

3 50 9

4 8.8 15

Los valores obtenidios en & volumen de 100 i caen en el intervalo sensible de la curva

por io que se decidié utilizer este voi enias tra L
Los de! control de calidad son:

UNE 10.2£1.8(% UT)
CERO 22.10 £2.4 % UM

Rango 1.58 a 500pgH 00yl (ng/dl) cuyo rango sensible as de 3 - 200 pg/100 i
Senslbifided: 3 pg/100u!

Douhu&\dud 508 de inhibicisn: 30 pg

Variacin intre-ensayo 5.6% (ES= 1.20).

Variecin infer-ensayo 3.1% (ES= 3.1),

Exactitud: 97 - 90%

42



® %0
Tl (pg 1900 )

FIGURA 8. CURVA PATRON. Cada punto representa n=13 & emror sstdndar. Se aprecia que el hﬁvlb
sensible va de 3 a 200 pg y se tienen 50% de inhibicldn con 30 pg.
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" FIGURA 8. REACTIVIDAD CRUZADA. Se muestra la sspecificidad del anticuerpo para 1Ts. EI
provocado por T3 o T4 es dos Srlenes de magnitud mayor que ef kigando especifico. Se

rh fos alg ol 50% de inhibicién Ty = 0.005%, T4 = 0.002%.
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¢ 16n de la A d D11

0 2 d £ Como se muestra en la
FIGURA 10, la actividad SD-1If en la plal de la trucha cuantificada por RIA fue proporcional a la
concentracian de proteinas utilizadas en el intervalo de 0.1 a 0.4 mg/ml. La Infiuencia del pH sobre
la actividad snzimatica sa svalud en e! intervalo de 5 a 9. Los resuliados (FIGURA 11) mestraron
que el pH &ptimo es da 7. El efecto del cofaclor se analizé utilizando concentraciones de 25 a 800
mmol/l. de DTT; y la actividad de la onzlm& se cuaniificéd con RIA. Como se aprecia en la FIGURA
12 a partir de 100 mmoliL la actividad enzimatica no se modifica signlficativaments. Con base en

esios ados, en s sub tes se utilizaron de i
de 0.4 mg/ml, pH de 7.0 y 100 mmol/L de DTT.
Efecto de| Inhibidor (PTU). Como se loné ar ol establecer este pard es muy

Importante para poder identificar la via desyodativa cuya actividad se est4 determinando. Como se
aprecia en las FIGURAS 13 y 14, & indistintamente del método de cuantificacién eampleado, el PTU
no tiene efecto en ia actividad enzimética 50-111 de la pial de la trucha.

Sustrato Preferencial (T3) v Secundario (T4). Al analizar la actividad 5D-III por cromatografia y al
utilizar concentracionss de 0.01 a 0.8 pmol. de T3, el mayor p jo de T2 pi ido se observd
alredador de 0.03 ymolL (FIGURA 15). En , con el dario, el mayor
porcentaje de 1Ty producida se observé al rededor de 0.1 pmall. de T4 (FIGURA 16). La actividad
5D-lIl con este iltimo sustrato también se cuantificd con RIA y la mayor actividad se observé a
partirde 1.0 y 2,5 pmol/L de T« (FIGURA 17).

Efecio de |p Temparatura Se anall temperaturas de 4,15, aproxi 20 y 38°C. La
mayor actividad SD-{Il en la piel do 1a trucha 36 observé a 15°C (FIGURA 18).
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FIGURA 10. CONCENTRACION DE PROTEINA Y ACTIVIDAD 50411 EN LA PIEL DE L.A TRUCHA ARCOIRIS.

Se utilizaron pieles de un conjunto de 12 individuos cuyas edades oscilaron de 41 a 54 semanas.

Las condicionee del ensayo fueron; 0.8 pmell. T4, 100 mmolL OTT, 3h 15°C y la actividad enzimélica se cuantificd
por RIA. Bajo estas condiciones de trabej fa dptima de nas estd de 0.4 mg/m!

Cada barra es &l promedio de un ensayo hecho por cuadruplicado ¢ E.E.

I

[rT3] producida 57
{ngimg protrh) 4

FIGURA 1. EFECTO DEL pH SOBRE LA ACTIVIDAD 5D41l EN LA PIEL DE LA TRUCHA ARCOIRIS.

Se analzd un intervaio de pH de 5 a 9. Cada barra representa el promedio de un ensayo por cuadruplicado
Como en ¢l caso de la Figum anterior, se utiizé un conjunto de 12 Las condlck del ensayo
fueron: 0.4 mg/mi de proteina, 0.8 umoi/L da T4, y 1060 mmoliL DTT. Incubacién 3 a 15°C. La mayor actividad
a8 obesrva a pH de 7.0 4E.E,
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FIGURA 12, INFLUENCIA DEL COFACTOR ( DIT) SOBRE LA ACTIVIDAD 8D-HI EN LA PIEL

DE LA TRUCHA ARCOMS. Cada barta representa la media de un enstyo por cuadruplicado ¢ E.E.
Las condiciones de ensayo fueron: profsina, 0.3 mg/mi; T4, 0.8 urmol/L. Tiempo de incubaclén 3 ha 15°C.
Los resultades se expresan comoa la concentacién (ng/mi) producida. fue cuantificada por RIA, Se observa
que a parfr de 100 mmol/L de DT la actividad enzimatica no se modifica significativamente.



3+

25

2.

{T2] Producida 15
(ng/mg protm) " M s/P1u
11 O crer

os!

£73) (umolit)
PTU ( f mmollL)

FIGURA 13. EFECTO DEL PTU SOBRE LA ACTIVIDAD 50411 EN LA PIEL DE LA TRUCHA ARCOIRIS.

Los L son o io de dos o <ada uno por duplicado ¢ E.E, -
Los valcrea representan le actividad especifica de h enzima en ng/mg/ de la harmona producida (T2).
El ensayo »e ificé por on papel. Las de) ensayo fueron:

homona fria 1500 o 15000 f mol; hommona marcada, 397 fmol; tiempo de incubacién 3h a temperatura
ambiente, Se muestra que of PTU no tiene efecto sobre la actividad enzimatica,

8
7
6.
5
“‘;,':;‘"“';m‘;::'m 4 O crer
3 W s/t
2
"
0 T
TRUCHA RATA
{PTU] (1 mmoliL)

FIGURA 14, EFECTO DEL PTU SOBRE LA ACTIVIDAD 5D4ii EN PIEL DE TRUCHA Y DE RATA.
Los resuftados son ol promedio de un ensayo por dup 2EE. Los it 208X como la
actividad especifica. El snsayo se cuantifics con RIA. Las condiciones del ensayo fueron: proteina
0.33 y 0.8 mg/mi (frucha y rata, respectivaments); T4, 0.8 ymolL., Tiempo de incubacién 3h a 15°C
{trucha) o 36°C (rata). Se observa que ¢l PTU no tiene efecto sobre |a actividad enzimética.
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FIGURA 15. EFECTO DEL SUSTRATO PREFERENCIAL {T3) EN LA ACTIVIDAD 5Dl EN LA PIEL DE
LA TRUCHA ARCOIRIS, Los resullados son el promedio de un ensaye por duplicado + E.E. y sa expresa
como sl porcantaje de la hormona producida (T2). El ensayo se cuantifics por cromatografla descendents

en papel. Las condiciones del ensayo fueron: hormona fria 800 a 79800 fmol; hormona marcada 200 fmol;
protelna, 0.4 mg/ml, tliempo de incubacién 3ha 15°C. El mayor p je de produccin de T2 d

8o observé con 0.03 pmol/L,

% rT3 Producida 0.8
0.6+

0.41

0.24

o]

0.1 03 06 08 12 24 5
[T4] (emoliL)

FIGURA 16, EFECTO DEL SUSTRATO SECUNDARIO (T4) EN LA ACTIVIDAD 5D4it EN LA PIEL DE LA
TRUCHA ARCOIRIS. Las baras representan el promedio de un ensayo por duplicade t E.E. Los ltad
represanian el porcantaje de la hormona prodticida (1'73). El ensayo se cuantificé por cromatografia
descendente en papel. Las condiciones del ensayo fueron: hormana fria,8800 a 499800 fmol; hormona
marcada, 200 fmel; Proteina, 0.4 mg/ml, tiempo de incubackén: 3h a 15°C. Se cbsarva que la concentracién
con la que se cbtuvo un mayor porcentaje de 173 pmdé:cida fue de 0.1 pmol..
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FIGURA 17, CONCENYRACION DE SUSTRATO Y ACTVIDAD D44 EN LA PIEL DE LA TRUCHA ARCOIRIS,
Se muestra o promedio de un ensayo por do £ E.E. ylos ” comole
n fotel ida. El producto de ésta (rT3) se cuantificsd por RIA. Las condiciones del snsayo
fusron: proteina, 0.3 mg/mi; DTT, 100 mmolL ; incubacidn 3 ha 15°C. Se obaarva que la concentracién
Gplima de sustrato a pastic de ls cus) s actividad 50-1il no se modifica es aledecdor de 1.2 umolL de T4,

1
{r73) producida -
{ng/mg proth) 0

Temperaturas

FIGURA 18, EFECTO DE LA TEMPERATURA SOBRE 1A ACTIVIDAD 3041 EN LA PIEL DE LA TRUCHA ARCOIRIS
Cada barra representa (a media de un enaayo por duplicado £ E.E. Las condiciones del enaayo fueron;
proteina, 0.3 mg/mi; T4, 0.8 umoll; DTY, 100 mmolL; incubacién 3h a D, 4, 15, 22 y 36°C, Se otserva

que la temparatura Sptima es ds 15°C.
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Constantes Cinéticas de la 50-lll en 1a Piel de 1a Trucha

Una vez optimizados las diferentes variables y técnicas para cuantificar la actividad SD-ll,

se realk una serie de y dos & las ind de la enzima.
En estos yos 38 s pardmet tracién de (T4, 0281
umoliL); concentracién de cofactor (DTT, 25 a 100 mmolL). Todos los ensayos se llevaron a cabo
utilizando una concentracién de proteinas de 0,3- 0.4 mg/mi, y se atlemp bi
ya15'C.

En ol CUADRO 7 se las tantes cinéticas de Michaslis-Menten. Estos valores

cofrasponden a la Km y Vmay verdaderas y ss abtuvieron a parilr de las graficas tipo Lineweaver-
Burk que se muesiran en las FIGURAS 19 a 22. Pueds apreciarse que mientras que el valer de la
Km précticamente no se modifica, la Vmax sufre un incremento significativo cuando el ensayo sa
realizaa 15°C.

CUADRO 7. CONSTANTES CINETICAS DE LA 5D-111 EN LA FIEL DE LA TRUCHA ARCOIRIS

Alrodador de 20 *C 15°C
Km Vmdx Km Vméix
[*123 100 mmoliL 33 umolimgrh 100 mmolL 149 pmolimg/h
T4 0.8umoVL S.ZGMUMImin 0.83 pmollL 9.25 mumlmln
Aspectos Comparativos

Con el objeto de valldar los resuftados obtenidos en la piel de la trucha y realizar la

P on | pecifica, se op los pardmetros de ensayo para los diferentes

érganosfejidos de mamifero utilizados. Como se muestra en la FIGURA 23, la temperatura Sptima

para cuanifficar a actividad 5D-111 en |a-piel de la rata fue de 38°C. En lo que respecta a la

concentracién del cofactor (FIGURA 24), 1a actividad snzimética en 1a plel de a rata as 6ptima a

400 mmol/l de DTT, esto es, 4 veces mayor que 1a requerida por la piel de la trucha, Estos
resuitados fusron praciicamente iguales para la platenta (FIGURA 25),
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FIGURA 19. GRAFICA DE LINEWEAVER-BURK PARA EL. COFACTOR (DTT) DE LA ENZIMA 5D-IN DE LA PEL DE LA TRUCHA
. El ansayo se rwafizé a temperatura ambients ( aprox 20°C). £n e secuadro se obestva ia doble reciproca de los interceptos en ol eje

de las abscisas. En la tabla se las

de Michaelis-Merten.
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FIGURA 20, GRAFICA DE LINEWEAVER-BURK PARA EL SUSTRATO (Ts) DE LA ENZIMA 5D-1i EN LA PIEL DE LA TRUCHA ARCOWRIS.
El ensayo se realizd a temperatura ambiente (aprox 20°C). En ei recuadro se cbserva la dobie reciproca de los interceptos en el oje de las
abscisas. En la tabla se muestran las constantes cindticas de Michaslis-Menten.



54
1 OTT m mol/.
a5
. o650
p o7
o100
®e
Cotuctor ( DTT )
Km = 00 m mol/L
y a Vrmax = 149 p mal /mg/h
10 25 15 28 5 VITas moL)

FIGURA 21. GRAFICADELIIENEAVER-BURKPARAELCOFACTM(DTI’)DELAENZIMSHDEMPELDEMTRUCHA
ARCOIRIS. EI enssyo s reakzd a 15°C. En ol ek p pios on of vje de ias abacisas. En la tabla se
muesiran las constantss cinéticas de Michselis-Menten.
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FIGURA 22. GRAFICA DE LINEWEAVER-BURK PARAELSUSMTO m) DE LA ENZIMA SD-#i DE LA PIEL DE LA TRUCHA ARCOIRIS.
El ensayo se realizb a 15°C. En ol dro se on ol eja de las abscisas. En ia tabla se muestran las
constantes cinéticas de Michaelis-Menten.
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FIGURA 23, EFECTO DE LA TEMPERATURA SOBRE LA ACTIVIDAD 5031l EN LA PIEL DE RATA
Cada barra representa la media de un ensayo hecho por duplicado + E.E. Los ltados se

como actividad especifica {ng/mg prot/h). Las condiciones del ensayo fueron: proteina, 1.3 mglml
DTT, 400 mmol/L; 3 h a 4, 15, Temperatura ambiente ( 22), y 36°C. Coma se aprecia la temperatura

6ptima esta en los 36°C.
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FIGURA 24. EFECTO DEL COFACTOR (DTT) Y SUSTRATO (T4} EN LA PIEL DE RATA.
Cada barra representa la media de un ensayo por dupli tEE. Los $6 exprasan como
la actividad especifica. El ensayo se cuantifics con RIA. Las condiciones del ensayo fueron:

proteina 0.33mg/mi; T4, 0.15, 0.3, 0.8, y 1.2 ymol/L; DTT, 50, 100, 200, y 400 mmolit, Incubacién,
3h a 36°C. Como se ohserva, la mayor actividad se obtiens con concentraciones mayores de cofactor
(400 mmol/L) y de T4 a partir 0.36 pmol/L.




Concantracién de Sustrato y Cofactor, La mayor actividad 5D-IIl en la niel de la rala (FIGURA 26)
se observé utilizando una concentracién 0,15 ymeliL de T4, en comparacién con la requerida por la
plel de la trucha (1 pmallL).(FIGURA 17) esta concentracisn es menor. En contraste, en el higado

de una y otra sspecie, se k k ) de (0.6 pmoliLy y DDT
{400 pmol/L) pama obtener la mayor actividad enzimatica (FIGURAS 27 y 28). Por otro lado, la
actividad S§D-lil en la placenta es Sptima ulilizando concer K de ! Y

menores (0.3 umoliL) que las requeridas por la enzima hepética, ain embargo la placenta requiers la
misma concentracién de DTT (400 pmol/L) que la enzima hepética. (FIGURA 29).

Al utitizar el sustrato preferencial T3 y evaluar la actividad con cromatografia en pielss de
trucha y de rala, asl como en la placenta, se observa que en la trucha la actividad SD-IIl es

significati mayor en p con los 6rg de mamifero (FIGURA 30).

Efocto del PTU, Bajo condiciones de ensayo 6ptimas para una y otra especie, el PTU no tlene
efocto sobre Ia actividad enzimdtica (FIGURA 14). Igualmente, utilizando dos tilempos de
incubacién, el inhibldor no modifica la actividad 5D-1 en la placenta (FIGURA, 31).
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“FIGURA 28. EFECTO DELCOFACTM(D“‘)VLATEWENATUM ('C)ENI.APLACENTADERATA

Cada barra representa el promedio de un snsayo por dupiicado ¢ E.E. Los come la
especifica. Las eondbbmddmnyoﬁnmn proteina: 18.4 mgimi; T4, 0.8 pmollL; DTT,50, 100, 200y400mm0ln.
Se obesrva qua ia mayor ldwu-oummntoommwdobﬁ 3e'c
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FIGURA 28, CONCENTRACION DE SUSTRATO Y ACTIVIDAD SD-i} EN LA PIEL DE RATA.
Se ol de un ensayo por t EE ks " camo la activh
E1 ensayo se cuantificd con RIA. Las condiciones de ensayo fusron: proteina, 0.6 mgmi;
DTT, 400 mmolL; incubacidn 3h a 38°C. La mayor actividad enzimética se observé a partirde 0.3 ymol/L de T4
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FIGURA 27, EFECTO DE LA CONCENTRACION DEL COFACYOR (DTT) Y DEL SUSTRATO (T4) EN LA
ACTIVIDAD SD.4i EN EL HIGADO DE LA TRUCHA ARCOIRSCada bara representa la media de un ensayo

por duplicado + E.E. Los como la

oidad

aspecifica que fue cusnificada por RIA.

Las condiciones det snsayo fusron. pmhln-.OSmglml T4,0.1,0.3 y 0.8 pmolL; DTT, 100 y 400 mmolL;

incubackén3ha 15°C. La

de

presenta mayor actividad conoeunnllLdolewonwmllLdoDTr

trato y cofactor, por io que
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FIGURA 28. EFECTO DE LA CONCENTRACION DEL COFACTOR (DTT) Y DEL SUSTRATO (T4) ENLA

, ACTIVIDAD 5D-If EN EL. HIGADO DE LA RATA.

Las dick

* dup +£EE Los Had como la

Cada bama representa la media de un ensayo por
del ensayo fueron:

proteine, 0.6 mg/ml; T4, 0.1,03 yoeumoIlL DTT, |00y400mmo|IL incubmcién 3 h & 38 *C. La actividad
es proporcional a la concentracién de sustrato y cofactor, slendo mayor con 0.8 pmotl. de T4 y 400 mmolL

de DTI.
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FIGURA 29. EFECTO DE LA CONCENTRACION DEL COFACTOR (DYT) Y DEL SUSTRATO (T4) EN LA
ACTIVIDAD lo-“l EN LA PLACENTA DE RATA. Cada bama mpresents la media de Ln ensayo t E.E.
por d dos 9@ 8Xp coma e ded sepecifica. Las condiciones del ensayo fusron:
proteins, nnwma T4,0.1,0.3 y 0.6 ymolL; DTT, 100 y 400 mmoliL; incubacién 3 h & 37 °C. La actividad
@8 mayor con 0.3 ymolt de T4 y 100 mmolL de DTT.

FIGURA 30. COMPARACION DE LA ACTIVIDAD 5D+l EN PIEL DE TRUCHA Vs PIEL Y PLACENTA DE RATA
Los resultados son el promedio de un ensayo por duplicada ¢ E.E. Los valores representan la actividad sspecifica de ia
enzima en nmol de la {T2) if por Lan del snsayo fusron:

hormona friz, 3000 fmol y hormona marcada, 308 fmol. Para plel de trucha y da rata proteina, 0.82 y 0.9 mg/m!; para
plscents 11 my/mi, Tiempo de incubecisn 3h temp amb. pars pioles y para placenta 1h a 37°C. La sctividad 5011l fue
ssnsiblementa mayor en la trucha &n comparacid n con la rata.
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FIGURA 31. EFECTO DEL PTU SOBRE LA ACTIVIDAD 8D+4H EN PLACENTA DE RATA.

Se muestra el promedio de un ensayo por duplicado + E.E. los itados se como la activi
especifica. Las condiclones de! ensayo fusron: proteina, 1mg/ml; DTT, 100 mmolL; T4, 4.2 pmolL,
Incubacién 1 h a 36°C. Se obsarva que ol PTU no influye en la actividad especifica,




Aspectos Ontogenéticos

" Niveles Circyfantes de T3 Después de estandarizar e| RIA para rT3 (ver apéndice [), se midié la
de esta on de todo 8l paz de adades entre 14 a 38 semanas (se
mm.nmm|quodwmdcbspomnunp.quaﬂoquanaupuodinungm)

¥ on ol suaro de truchas de edades entre 41 a 84 semanas. Para snaiizar estos resuliados, los

Ll

20 agrupa do en cuenta la edad (semanas) y el incremento on taita y peso, Asf,
o9 integraron os grupos (1 al 7) que se muestran en ol CUADRO 8. Los resultados muestran que I
concentraciin de 1Ty es proporcional al somelo-p ! de los peces
(FIGURA 32).

Onfcgenia de {s Actividad SD-1il en is Piel de g Trichs. La actividad enzimética se cuaniific a
pariic de la semana 14. Utliizando el criterio ariba sefialado (niveles de rT3), los individucs se
agruparn como se resume en ol CUADRO 8. Los resutados muestran que la actividad 501l es
i J donat o somato-pondenl (| AaNa) de los peces (FIGURA 32).

p o

CUADRO 8. EDAD, PESO, TALLA, ACTMOAD ESPECIFICA (A.E.) DE LA SD-IIl £M LA PIEL DE LA TRUCHA

.Y C CIRCULANTES DE T3
Edad n Grupo Peso Talla AE. 08 501 ™
{Semanas} [(') - {em) ng/mg proth ng/mi
14-18 20 1 73704022 5582041 4582041 3785208
18-22 19 2 556$033 8762045 325:047 3342308
2% 14 3 25402338 1179506 20955048 180232
41-48 ® 6 10009544 10062027 255£030 139405
£3.60 17 5 2438 £2305 24482070 2412048  22330.2
85.72 18 s 52542831  31.38:051 235£022 182208

79 -84 12_ 7 06717510 34884101  10640.22 1.5 201
108 valores comesponden al promedioz emor setindar, A:E. p=0,0048,
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Al obsarvar que tanto la actividad enzimatica (SD-1if) como la concentracién circulante de su
producto (¢T3) son Inv te p lonales al Troi de los animales, se deckiié analizar
si la variacién de la actividad especifica se pusde explicar como una funcién del resto de las

variables (edad, peso,talia,rTs). Asi, se ulilizé un modelo de regresisn motiple,

Se utilizé el siguiente modelo:
A=fo+ pre+ Pp+ Pit+ PAITI+E

Donde:
-A: Actividad Especlfica
«fo: constante
-f1e : edad
-B2p : pesa
-fst: talla
“BarTs:rTy
E : ermor .

Al realizar un primer andlisis de las variabk prendidas de I 14 & la 84, 30
obeerv que ios ls dispersiSn de la actividad especifica (A.E)
conforme la edad, el peso y la talla (medida con la varianza), o que Indica que ks valores son
homocedasticos, esto es que animales de la misma edad presentan diferenclas, pero esto no se
esncusntra Influenciado por la adad (la varianza es pricticaments la misma para todas las edades),
o anterior le da validez a los modelos de regresién lineal, Debido a la gran variacidn que se
presents entre los individuos de una misma edad se decidié agruparios como se describi4 en las

tablas 7y 8.
En esta forma, se obtuvk los coeficientes de lacién por pares que se resuman en el
CUADRO 9y una correlacién R® global de 0.895 con valor de sighificancla de 0,0092. Este resultado
giere que el ! to-ponderal y los niveles circulantes de T3 pueden explicar el 99.5%

de la variacion de la actividad especifica dé la SD-)I,
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CUADRO 8. MATRIZ DE CORRELACION DE PEARSON POR PARES PARA ACTMIDAD ESPECIICA (AE), EDAD,

PESO, IT3, TALLA, LN TALLA ¥ VTALLA.

AR ) Prso 12 aua h waLIs Veaua
axE 1.0000 -.9290 -.9030 .8533 -.7504 -.9016 -.8273
¢ 7 { 7) { 7) ( 7) { 1) [{ 7) [ 7)
p= . Pe 002 P ,005 P= ,031 Pe ,052 Pe= ,006 | P= ,022
[ -.9290 1,0000 9966 -.4351 9237 .9861 .9715
( ) ( 7} 7) { ) [{ ) { 7) [{ 7)
Pe= 002 Pu . P= ,000 Pe .329 P= 003 Pm ,000 | P= .000
| -.9030 9966 1.0000 -.47089 .9379 9906 9849
¢ N [ T L [ ] 4 7) [{ 7) [{ 7)
P= ,005  Pw ,000 P=, P= ,277  Pm 002 Pw 000 | Pm= ,000
r .8533 -, 4351 ~.470% 1.0000 -.4568 -.5328) -.5127
{ 73 7) ( i { n 7} 7) ( 7)
Pe ,031 = 329  Pe 277  F=, P= .30}  P= L2188 | Pe ,239
Taua -.7504 9237 .9379 ~. 4568 1,0000 .8093 .9791
( 7) ¢ 1 d 7) (N { N 4 1) ( 7)
Pe ,082 P= ,003 P= ,002 P= ,303 P= . P= ,007 P= .000
th Tana -.9016 9861 .9906 -.5328 .8893 1.0000 5614
( ) ( 7) ( 7 ( 73 ( 7) ( 7 ( 7)
Pe ,006 P= ,000 P= ,000 P= ,218 P= 007 P . P= ,001
Ymua  -.8273 9718 9049 -.5127 L9791 9614 1.0000
{ 7} ( 7) { 7) [{ 73 { 7 ( 7} { n
P= 022 Pe .000 P= ,000 P= ,239 P= ,000 P= .001 P ,
e —

Estos resultados sugieren que tanto la actividad 5D-1l1 como la (T3 eliculante sen
inver [ L al o somat | da ios animales. El | andlisls de
correiacién lineal simple de la AE Ve Edad, con el siguients modelo A = flo + P1e +(E, amojs un
valor de R?= 0.88 con valor de significancia de 0.0025. Lo que indica que la edad por si misma sl
exhibe una relacién con la AE y es totalment EL L de lacién entre la

AE y la edad @3 nagativo (-0.93) y significativo (P= 0.002) kb que indica que scn Inversaments

proporcionales (a mayor adad, menor AE). Los resultados del andiisis para AE Vs Taila,

utilizando el

modelo: A = Bo + f1t+ E. Los resultados fueron R*= 0.58 con valor de significancla de (.05, Esto es
porqus {a relacién no es linsal, es decir 1a talla (la longitud) no esté rep do el djea total. Sin

embargo si se hace una transformacién de la talla con un logaritmo natural (In t) que|
biolbgicos et representando ol 4rea de la trucha, con lo anterior se obtiene R2= 0.812,

on términos
con valor de

significancia de 0.005 lo que explica 8l 8196 de la variacidn de la actividad especlfica gbtenida y es

significativo.
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Otra tranafarmaciSn qus sa realizd fue la ralz cuadrada de la tatia (v1), que se malaclona con
al volumen del pez, ton 1o que se obluvo R*= 0,88 con valor de significancia da 0,02 por o que sf
©3 aignificativo. Al realizar ta regresién do {a AE con ef In(l) y sa obluvo R*= (.83 con valor de
significancia de 0.02 por io que ambas explican un 83.3% de la variacidn de 1a AE. Los cosficientes

do camelacion (Pearson) en las dos i ? 20D Neg! «0.901y -0.6273 pem iniailay
vt respacitivaments y son significativos. Como en ia edad se obsarvé que son inversaments
proparcionales.

En o! caso de la AE Vs Pesc utiizando el modelo: A = fio + B1p + E. Se obtuvo R*= 0.81
con valor de significancla de 0.0053. £l coeficiente de comelaciin es negative (-0.90) v es

significativo (P=0.005) por ko que conk tn ol pesc disminuys a activided especifica
Por io gue respecta 8 ia correlacidn AE Ve rTs se realizd tomandao sn cuonta las semanas 14
- 84, como 88 k o deias 14 a 36 sa midieron la (T2 en todo ol animal,

de lu sernana £1-84, 3a evaiué #n el suero.

Realizando in regresidn linea! simple de 1Ty Vs AE, se obtuve lo sigulente: R* 0.728 con
valor de significancia de 0.03. £l coeficiente de comeiacidn entrs sstas dos variables es de 0.8523
(con significancia de 0.031), lo qua indica una clara relacidn de proporcionalidad entre la AE y la

Ance b

Sin cuando 8 -3 i3 41 - 84 s8 obtuva R*= 0008 y F
con valor de significancia de 0.91 por jo que la concentracion de T3 en suero no esth elacionada
linealmente con ia actividad sspecifica y se acaptaria ia hipdtesis de que son indepandientes. Esto
& axpiica porque 1a 173 tiene une aits tesa de depuraciin renal (Party, Zang y Esles, 1984), por lo
que las concentracionas son muy bajas, y por ki tanto, no estén nepresentando la produccidn del
oganismo,
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FIGURA 32, PERFIL TEMPORAL DEL INCREMENTO SOMATOPONDERAL (PESO/TALLA), LOS .
NIVELES CIRCULANTES DE rT3 {ng/mfj Y DE LA ACTIVIDAD BD4il EN LA PIEL DE LA TRUCMA
ARCOIR!S CON RESPECTO A LA EDAD (SEMAKAS), Los ni on las abact den a fos
diferentes grupos segin |a edad en semanas (Grupo 1, 14-10 Grupo 2, 18-22; Grupo 3, 28-38, Grupo 4,
4148, Grupo 5, 53-80; Grupo 8, 85-72; Grupo 7, 19—84) concentracionss de rT3 de las semanas 14 -
30 fueron evaluadas en extracios de todo ei pez, do ias semanas 41 a I 84 se evaluaron en suero, Se
obntvn que tanto los niv-lu de Ty como la actividad especifica de (a SD-1Il (A.E. * ng/mg proth) son

prop al {pesoftalia) de las truchas. En las grdficas cada punio

0 ol p 4 efror extdnd,
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DISCUSION
La presante tesia aborda un p bie trovertido de la fisiclogla tirokdsa en los peces
(truchas arcolris). Para intentar resolver dicha ién el trabajo consistié por una
parte on fa i6n del RIA homélogo que peitnite cuantificar las concentraciones de (T3 en
ol suero de la trucha arcolrs. Un segundo aspeci , tark istié en la terizacié

cinética de Ia via dasyodaiiva de la 5D-{ll que genera dicha tironina. Ademas se evaluaron y
comelacionaron los valores de la rT3 circuiante, con la actividad sspecifica de ja 5D-11l a lo largo de
ia ontogenia de estos peces.

Radioinmunoandlisis de rTs

La especificidad dal anticusrpo anti-rTs utilizado en e presente trabajo sa evalué contra las
dos principsk T3y T4, y la reactividad cruzada al 50% de inhibicién fue
despreciable (T4; 0.002 y T3; 0.005%). Estos & que el PO o3 especifico
contra rT3. Por otro lado [a dosis estdndar al 50% de inhibicién es de 30 py y el intarvalo de

sensibilided de la curva paetrén va de 3 a 200 pg. Los pardmetros del control de calidad del

p i fueron on un lapso de 4 meses en un total do 13 ensayos. El porcentaje
de la variacién intra @ intersnsayo oscils de 3.2 a 5.6 yde 2.8 a 5.0 respectivamente. La sxactiud
varié del 97 al 95%. Estos los crilerios de control de calidad habituales para

este tipo de procedimientos (Stringer y Wynford-Thomas, 1962) y muestran que el empieo del RIA
para ITS bap las condiciones de trabajo aqul descritas, parmite cuantificar con ceneza y procisién
las concentraciones de dicha tironina en el suer de la trucha arcoiris.

La cuantificacién de ias concentraciones da rT3 en las truchas arcolds en edades de 14 a
84 semanas mostrd que conforme aumenta la talla y el peso de los peces los valores de T3
desch P h {CUADROC 8). Este porfil temporal de la tironina correlaciona
significativaments y de manera inversa (R =0.85, RZ = 85.3%; E.E. = 1.21) con ol aumento ds la
masa corporal de los animales.




En conjunto estos resukados que hasta donde sebemos son ef primer repors de las
concenlraciones circulantes de T3 en esta especie de peces 83ecs; asl como los resultados
h on la mojarra Tilapla nilotica (8 y col, 1880), indican que io3 teladsteos posean
IT3. Par otra parte y de acuerdo a estudios previos de nuastrs laboratorio {Aceves y cal, 1882), la
clara di ontre los del presents trabao y los informados previamente por otros
inveatigadores en la trucha arcoiris (Eales y col, 1983), obed: ip no a difs
todalégh {RIA heterdk Vs RIA homélogo). Como se jond 4 te, la

Importancie que o) RIA sea homdélogo redica en que se ofrecen las mismas condiciones de lo que
o desea medir, esto as, un primer anticuerpo sspecifico dirigido contra e! antigenc de la espacie
on cuestién, un segundo anticuerpo dirigido contra ef primers, y un fluido semejanls al de las

muasiras problema en donde se den las ink i f 1 on adicién a lo

wior ias fzadas on los RiAs gos aon o que p una
disminucién de la ibifidmd Helded v tHud dal método. Lo antesior se ha comprobade
on stro (et no en ia icién de T3 y T4 en el suern de truchas arcolrs utiizando RiAs

homdiogos (Crozco y cal, 1982).

La validacitn de esie RIA QO NOS permitid ta p iaderTsenls
trucha arcokis. Asl, podemos conciuir que como en el resio de ios vertebrados, los peces
pressntan todas las timaninas.

Carsctarizacion de ia Via Enzimatica

La aetividad SD-Ufl se analizé utiizando dos diferentas métodos de deteccién. En ef primer
" método se empled la cromatografia descendante en papel (ver apéndice lI). Aunque mds laborioso
on comparacién con ef segundo métade (RIA, ver apéndice 1), la grafin o9 imp dible
puesto que permite identificar todos ios productos de la desyodacién y es posibie comprobar la
presencia de ia via 5D en los leojidos estudiados.
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CUADRO 10. PRMCIPALES PARAMETROS DE LA ACTMIOAD 5D-Il EN LA PIEL DE LA TRUCHA,
COMPARAC KON COM LA PIEL Y PLACENTA DE RATA.

eI E L PLACENTA
TRUCKA RATA
Proteina (mg/mi) 04 08 1
DTT (mmolil) 100 400 400
Ts(umoliL) 0.3 0.08 0.6
Ta (ymoli.) 0.8 03 0.3
Temperatura(*°C) 15 36 36
T. Incubacion (h) 3 . 3 1
pH 7.0 ’ 7.0 7.0
PTU (1 mmoliL) Sin efecto Sin efecto Sin efecto
- AE,
(ng/mgprot/h)
X3D.8. 0.4811.93 32019 8.99 £ 1.84
n 28 18 10
No.Ensayos 7 (-] 3
* ¢T3 producida
Condiciones y validacién del Ensayo, En e CUADRO 10 se y P fos principal
parimetros ohtenkios en esia tesis para cuantificar la actividad 5D-1(1 en la piel de la trucha y en la
pie! y placenta de rata. Como se pusde ap d de la temperatura &plima, la actividad de
la via enzimética en (a piel de ia trucha difiere con [a de la rata en los requerimientos del cofactor
(100 Vs 400 mmolL) y en loque al daric s refiare (T4, 0.8 Vs 0.3-0.6
pmoliL). Estas dif congruentes si se las caracteristicas fislolégicas de

uno y otro organismo. En efecto fa trucha e un poiquilotermo que akanza su mayor desarrolio en
tempemturas alrededor ds 15°C (Ver apéndice [ll). Por otra pae, en los peces, las
D de tiront son y que en lbs mamiferos (lo que estd

relacionado con la ausencla de TBG), lo cual podria ser un factor que influyera en el aporte o
concentracidn jocal del sustrato,

Por otrm parte y con el objeto de vaiidar los resulados obtenkios en esta tesis se ensayé la
actividad 5D-111 en 1a plel y en el higado de la rata; as! como en o higado de la trucha, Con
respecto a la piel de rata, los resuttados obienidos (CUADRO 11) son ssmejantes a los reportados
on la literatura. En el caso del higado (CUADRO 12 ), las condiciones necesarias pam cada tejdo
son iguales pto por la la deh producida es mayor en higado de

trucha en comparacién con el de la rata.



CUADRO 11, AcTvioap 8D-lll EN LA PiEL DE RATA. COMPARACION ENTRE LOS RESULTADOS DE LA
PRESENTE TESIS CON LO REPORTAGO EN LA LITERATURA,

PRESENTE TRABAJO Tien-Huana-SHANG 1935
Proteina (mg/mD 0.6 04
DTT(mmoll) 400 400
THumoiL) 0.3 0.26
Temperatura (°C) 38 36
T. Incubacién (h) 3 4
7 74
A. E. (ng/mg proth) 3.20%1.9 4108
.
“1T3 poducida,
CUADRO12.C 108 OF LAA 5D-I! en €L HlaaDO DE LA TRUCHA ¥ DE LA RATA
TRUCHA RATA
Proteina ( mg/mi} 0.5 X}
DTT (mmoliL) 400 400
T4 {pmoll) 06 0.8
Temperaturs ("C) 15 38
T Incubacién (h) 1 1
A E (ng/mg proth *)

. X$D.E. 0.03£2.44 5231155
Xt E.E, 9.0310.81 §23+038
n 4 4
ansayos diferentes 2 2
* T3 producida

Cindtica de la 5Dl en la piel de la trucha.

Los resultndos de esta tesis I la jencla que la actividad
5D-111 exhibe en |a piel de la trucha. Especificaments, este efecto de aclimatacién que se conoce
ocurre an polquilotermos para otras enzimas (Hochachka y Somero, 1889; Lépez-Lemus,1984), sa
manifiesté en |a velocklad catalitica de fa enzima cuyo valor de Vmax précticamente ss duplicé
cuando el ensayo se realizé a 15°C. Se ha sugerido que este fend de

Ia generacién de isoformas de la enzima, cuyos valores de Km son esenclalmente iguaies y que se
durants la adaptacién de los organismos al intervalo de temperaturas de su habitat,

€9




Esta | on y la i6n de de |a enzima se robustece si se comparan
los resuitados de esta tesis con los pard Inéth portados para la SD-Ul en ia rata que as
ol homaotermo mejor sstudindo. Como 86 fesume en & CUADRO 13, las constanies cinéticas de la
actividad 5D-11 en la plel de uno y ctro organismo (trucha y rata) son précticaments iguales, y sélo
difieren on (a temperatura a 1a cual ia actividad catalitica s éptima. Asl y aunque indirectaments,
esios nos px sugerit la én de i de la 5D-1Il en la trucha y son

con la fisioiogla de este poiquill cuyo di flo es Sptimo en temperaturas
15°C (ver apéndics IlI).

CUADRO13. CONSTANTES CINETICAS DE LA ACTMOAD SD-HI EN LA RATA ¥ EN LA TRUCHA

Hioano CORTEZA PEL PEL
RATA CERERRAL RATA TRUCHA
RATA
Km (umolfL) 1-5 0.038 0.3 0.83
Vo h 3.0 1.7 9.6 9.25

Los datos fueron tomados de Cavaller y col, 1677;Chopm y col 1078; Engler y col 1984; Tien-
Shang H, 1985, Los ensaycs se realizaron a 35°C on e neta.

En esle mismo contexio conviens sefialar que ademds de ¢ dh é

ki fas funch bisk de la pie! son: 1) proleger contra dafios flsicos, quimicos,
térmicos, radlantes y blolégicos. 2) Particlpe en o) bollsme (¢ n o absorckén) de agua y
metabolitos especificos (McFarland y col, 1887). Asf en bs org poiqulk nos itk
como es ef caso de los peces la piel juega un pape! importante por su constents contacto con dicho
madio, ol agua va & iguar los bios en la y on la deshid 6n y por lo tanto
reduce cambios en las tasas metabdlicas. €n ef caso de los homeotermos se mantienen en un
medio menos estable, lo que requiere mayor energia de y de bics adaptativos en la
piel y como se menciond antsriormente las HTs juegan un papel muy importante en e! buen
(unck:namhrﬂo de este drgano (Engler, 1984).
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Ontogenia.

Los de la p tesis que la’ idad 5D-111 en ia piel de la trucha
arcolris disminuyé de gradual y ida & lo largo de las 70 semanas que abarcs el
estudio, ¥ qus esis descenso en Ia aclividad enzimdtica se comelaciona de manera inversa y
significativa con i restos de las i Ni ests hallazgo s congruente con
la curva de desamslio que axhiben las truchas (ver apéndics [Il) y que se caracledza por un

! con el de los requerimé y gasto metabdlico
{Lagler, 1977). lguaiments, ol d do esta actividad e te con la disminucién de (as

concentraciones circulantes de T, Lo anterdor 88 comprobd con el andlisis de regresidn mattiple,
utiizando ol modeio deacrito en ios Nados. Con ests modelo se obluvo una R' de 0.985 con
significancia de 0,0002, esto o la exiad, ef pesc, ia talla y rTa explican el 99.5% de la vadacin de
ia actividad especifica (dicho de ofro modo, exisle una clara relackén lineal entre estas cuatro
variables y In actividad sspecifica de la SD-lilen ia plel de la trucha),

Al comprobarse {a existencia de 1Ty y de Ia via desyodaiiva comespondisnte ae spoya la
nocidn de que an los teledsieos, como en el resio de los vertebrados (anfibios & [faros), fas
HTs constituyen una parte on los p de baet [ is)
metabélico.
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CONCLUSIONES

1.+ Se estandarizé la técnica para la medicidn de la rT3 en el suem de ia trucha arcoirls, y »e
cuantifics la rTs en in ontogenia.

2.-Ss jarizé la medicién de la actividad 5D-11l.en la pisl de la trucha arcoiris.,

3.-La principal fusnte de ¢T3 an ia trucha arcoiris ee la piel.

4.-Les coanacieristicas del ensayo snzimético en comparacién con el reslizado con la pief de mamiferos
(retas) son : .
. - Requiers de una mayor de proteinas y de
. - Requiers de una manor de cofa (100 mmell, DTT)
. « L temperstura 6ptima es de 15°C.
. - Produce una mayor concantracidn de producto (8,48 Ve 3.20 ng/mg proth).

5.- Durants la ontogenia se observd que a actividad especifica de fa SD-li dism fk
la odad.
8.~ Los Teletak T3 y su via desyodath pondiente (SD-111} y, como en el resto de ios
vettebrados (anfiblos @ mamiferos) ias HTa constiuyen una pare fund | on los p de
L [t is) metabdlico,
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X
APENDICES
Apéndice |

Radiolnmunoensayo (RIA)}

El RIA es una técnica de anilisis fisicoquimico, que deriva del ensayo de unién
competitiva de protelnas (CPBA) estabieckic en 1960 por Ekins, y modificado posteriorments por
Barson y Yalow,1971. En &sts se utilizan anticuerpos (Ac) como p p Ei p
se rige por la ley de accién de masas, el principio se basa en [a reactividad de un anticuerpo (Ac)
cuya concentracién fija, limita en el sistema @l nimerc de sitios de acoplamianto por los que
compiten, por una parte e! antigeno radiectiva {Ag"). presentis en concentraciones fijas y escasa
masa, y por otra, 8l antigeno no marcado (Ag) que se agrega en concentraciones conocidas

(puntos de la curva ssténdar) y en o ias ( p ). Asl, & medida
que se la de antigeno no do, dismi la probabliided de que el

ip ivo se acople al anticuerpo y forme el complejo Ag*-Ac slendo cada vez mayor la
proporeién de piajos AG-AC fo que da lugar a una manor cantidad de mdisctividad
medible en el complejo.

Estandarizacién y Control de Calidad del RIA.
Al igual que todos los procedimienios analllicos de tipo cuantiistivo, o RIA requiere
iatascer o siguk quk

A) Reproducibllidad. Se basa on la variacién intra-snsayo y en la variacin inter-ansayo. Esto se
logra minimizandc las variables usadas en los ensayos,

B) Pracision. Se define como la d del sist para guir entre dos »
de ant) on k posicidn de ia curva estinder o de Inhibicién. Se valora
cuantitstivamente por medio del coefkients de varlackén (CV)

CV= svx Donde ; 3= Vack dndar de las medick

x = El nimero de las variables.
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C) Sensibilidad. Es ia cantidad mas fia de no que puede ser delactado.

La PR TR d da de la dad det

po y se obtiene cuando la
6n det antig do es inslg e yla de antigenc no o

frio s& aproxima a cero. Una de las ventajas del RIA, o3 la alta sensibllidad que resulia de la
interaccién Ag-Ac y haca posible medir concentraciones muy pequefias de antigenos.

D) Especificidad. Es el grado de interferencia creado por oiras sustancias que sean diferentss a

la que se desea medir. La Hicidad del anticuerpo para el antigeno se tra influenclad.
porla h geneidad de anticuerpos especificosy la con antige y

o con moléculas que puedan ocupar sitios inmunoreactivos-.

La heterogeneidad significa que un antigeno induclrd ta formacién de varios anticuerpos,
tamblén se refiere al nimero y & la localizaciin de sitios de unién en el anticuepo particular. El
() bina con pos de acuerdc a su respectiva constants de equilibrio. La
reaciividad cruzada se refiere, por ejemplo a Ia que se obtiens con antigenos diferentes que
it i los cuales son reconocidos por la misma

pobiacidn de Ac.

E) Exactitud.- Es el grado en el cusl la medicién de una ¥ ide con el valor de la
medicién estindar. Para poder evaluario se comparan los resultados oblenidos en un nimero
P ble) de o

Et control de calidad requiere evaluar fos siguienies aspectos:

1) Cuantificacién de la unién inespecifica (UNE) o dafio;

2) La pendk de la curva estindar & una i¥n coro de Ag y 50% del punio de
inhiblckén;

3) La dosis estAndar en el 508 del punto de inhibicién;

4) Ln variacién inter-ensayo y

5) La variaciSn intra-ensayo.




Apéndice 1l
Cromatografias
La cuantificacin de !a actividad enzimética 50-II| requisre:

La purificacién de la hormona marcada (Navarmo L, 1691, en prensa), Con éste objsto, se
utikzaron columnas SEP-PACK C1s Cartidge de Millipore (Vaters Associates).
- Se lava la columna con 5§ ml de Amortiguador de Fosfatos Na2HPCOu/MeOH 40/80 0.01moVL.
- Se afiade la hormona (aprox 500 pl de Te, 1400 uCllug o Ts, 1500 uCliug)
- Se lava dos veces con 0.5 mi de fosfatos 0.1M Na2HPO4 0.1mol/L.
- Se lava can 0.5 ml de amortiguador de fosfatos Na2 HzPO4
- 54 lava con 200 pl, CHIOHNHIOH (matanol:amoniaco 09:1)

- S8 repite esto Gitimo hasta que la vided sea api de 500 cpm (eprox. 20
fracciones).

- Contar cada una por 0.1 min.

- Se obtienen 2 *picos”, el primero ee de lodo, ol do de la h da purificada, s

secogen ios punios que presentan ol mayor nimero de cuentas.

Una vez que se purificé is hormona se montt de la siguients forma:
s - Hormona mm:lda (T3* 0 T4*) purificada
¢ - Hormona fria (T o T4)
* - Cofactor DTT (mmoll)

De lo anterior se toman 100 p! y se afiaden 100 pi del sobrenadants del tejiio.
= Seincuba a 37°C en o caso de iatas por 1 h, o a temperature amblente (TA=22°C) por 3 h
- Se detiene la reaccidn con 200 i de etano!
- So agka y se centrifuga a 3000 rpm & 4°C por 20-30 min,

Identificacibn

Para identificar los producios de la reacciSn del ensayo se realizé una cromatografia
descendente en papel (BeMabwba, 1968). Se utiizé un sistema do comido de: Alcohol ter
amilico:amoniaco 2N:Hexsino 5:6:1,

La fase acuosa inferior se utiliza pera la delacs y la fase superior ( 1
de Ter ami-OH y hexano), se ullizé como scivente para |a corrida.

Se elabora una mezcia de SOuqu estindar (KI,110 mg/ 25 ml; Ta, 50 mg/ 25 ml; T3, 50
mg/ 25 ml; ¢T3, 25 mg/ 25 mi; T2 25 mg/ 25ml) y 100l del sobrenadate de la incubacién del
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snsayo in vitro que e aplica a tires de papel Whaiman # 3 (IMM)yu dojen comer en éste
wisiama descendents entre 15y 22 hrs.

Bevelado, -
Sa revelan ias tiras uthizando: 196 de cloruro de paiadio (PACR) -para el yoduro- y 2% de
inotip! oh 2% de carbonato de sodio.y luego con 2% de ferricianuro de potasio (K3Fe(CN)e )

para lss lodatironinas, ’

Postedlormenie se cotan les tiras, 8¢ cuentan cada una y se evaila. La ectiviiad
enzimética se exp COMo P jes y actividad sepacifica (AE) de ia siguiente forma:
A.E.= ng (hormona generada)/mg tejido/ o pmol (hormona generada)/img tejido/

Con ko anterior se obtiene un patrdn conw ol siguients:
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Apéndice {li
Truticuitura y ciclo de vida de la trucha arcolris

La truticuttura &3 una rama de {a piscicutura que so dedica at cultivo de las truchas, como
fa trucha arcolris y la de amoyo, Por ser la truticultura una zootecnia que exiga para su desaofio
aguas frias, cristalinas Wticas y proplas de regi ol nive! de

taci densiva tiene has limiac por {0 sacaso del recurse acudtico que reiine las
sproplades pers su di o (Rosas W , 1985; Moncayo Lépez, 1887).

La familia Saimonkiae esth rep de en las aguas dukkes meaxicanas por dos especies
una naliva y ofra introducida: Oncorhynchus mykiss (trucha iris) Salvelinus fontinalis (trucha
de amoyo) respeciivamente. Esitos puces son de usc deportivo y han sido distribukios
artificiaimente. Los peces de esta familia tienen la limi de ser muy exig on las cualidad
fisicoquimicas del agua en qua se desamollan, proplas de gk taf de:
- O Chiapas, Michoacd 'y Jalisco. Este recurso dulkceacuicola es muy escasc. A
GNimes fachas se han exp Ia [ pas de sgua temp con
resullados safisfactorios, astos son: Opopeo, Cultzitén, Zinzino y San Gregoric en la mesata
tarasca, son aguas clars, oxi das y con 1 raturas de 14-20°C ab de 8
a9cm® de oxigeno por litro. Las truchas en estas cuerpos de agua han ak do peso de 1,200 ¢
an 11 meses, con una wua minima, son espacies da mucha demanda comercial, sn forma
shumada son muy populares,

Caracterfsticas do is de trucha arcolris

Cuerpo alargado, lig: pri con longitud promedic de 0.4 m 0.6m, cjos de
tamafio mod boca i abiicua, p ilar no protacti, maxilar largo, dientes
hien desarvliados scbrs las mandibulas maxilar, jo, vémar, palatl B pinas de
longltud moderada de 16 a 22 mm; Aleta adiposa presente, aleta dorsal a milad del cuerpo con 10 a
12 radios blandos, aieta caudal grande y fmod sleta anal med| con 8 & 12
radlos, las abdominales son p flas, p xilares p pectoral i

cicloideas pequefins, linea lateral compieta y encorvada de 100 a 150 escamas perforadas on {a
\inea (ateral, de 27 a 80 clogos piiricas con 80 a 66 vértebras,

Hibitat

Las truchas arcoiris viven en agua fifa (14°C), Ktica (Juz indl ), cristaling, i
dcida {(pH 6.8), blen oxigenada (10 cm’ ), 38 adapts a cuerpos de agua nticos, frios, de poca
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profundidad (de t & 1.3m), fondo de grava o de arena y con abundante entomofauna. La
temperatura 6plima es ds 15.5 a 16°C, su temperatura méxima critica letal es de 25°C, soporta por
mucho tiempoa los 21°C.

Datos biologicos, hibitos

En ias partes montafiosas del Estado de México, deaova en ios meses de naviembre a
fobrerc, los individuas p d desde octubre, y ios tardlos hasta marzo. £s una espacio
que hace fikdo y desovan en los atroyos con fondo de arsna con temperntuas d& 10 a 17°C, los
machos son agresivos y atacan & olros machoes, construyen el nkfo de forma concava en ia amena,
de dia o de nache,

Los hos se ap L] - lan sobre o3 Svulos de una hembra, ios husvos
quedan entre ta grava det fondo del nido, la hembra cava y con ta arsna de los bordes tapa et nido,
ies hambras pusden desavar en diferentss nidos do 800 & 1000 huevas, Una hembsa de 1Kg pone
de 3000 a 5000 huevos, los hueves puadan medir de 3 a 5 mm de didmetro, son demenscs ¥ de
color osa o ssimdn, alg veces ja, Se i enire 8 y 13°C y tardan de 28 a 35 dlas en

Los alavi L acomer a fos 20 dias.

fas poblaciones de truchas que viven en iagos donde sa slimentan y crecen, pensiran an
inviemo a jos amoyos que descargan & los lagos, pam reprod Después de qus ks alevi
NACAN 81 8] AITOYO, MAGEIRN B 08 laQos, pues en evios encuentran mds alimenio, este ea el
compariamienio de las truches como las de Mata de pino, Zinshuén Pucuata vy otros cuerpos de
agua on Durango, Chiapes, Chihushua y Michoacsn,

Los esiadion por os que pasa una trucha desds el huavo hasta e! adulto son;

1) Paces adufios; sa inicia ef cicio con peces sexuaiments maduros, asto indica que fanto &l macho

como fa hembra, tienen sus génadas lienas da g; ya listos para ser expulsados a la mas
iigera prasidn de la regién abdomina.

2) Desove:sl procaso cuanda se da la liberackin de fos gametos

3) Fecundacién.

4) Husvo embrionado en ol qus ya se formé un embridn.

8} Huevo oculsdo: Cuando e} smbritn esih complelamente desaroliado y esth priximo el
avivamiento. Se reconoce por kis ojos def ambrién los cusles se distinguan con facifidad.

8) Avivamiento: Cuando ef alevin rompe ias membranas del huevo y nada tibremente,

7) Alevin: La larva recién aalida del huovo se caractoriza por ser incolora, tiene bolsa viielina, tubo
digesiivo | felo, ojos bien d flados, sin mide de 20 a 25 mm, no se alimenia.

8) Cria; Tienen escamas, no hay bolsa vitelina, le funciona #! tubo dig: , por lo g j son
2ooplanctéiagas.
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9) Juvenil: Aun no define sus habitos ali iclos, son
10) Adultos:Habitos alimenticios definidas (entoméfagos), madurez sexual, estadio VI (6vulos miden

mds de 10 mm de didmetro), listos para la reproduccid

FIGURA 33, CicLo HE VIDA ¥ REPRODUGCION NATURAL DE LA TRUCHA ARCOWRIS (ROSAS MORENO, 1985).

Madurez Sexual

Los machos maduran antes que las hembras aprox en 1 o 2 afios y las hembrasde 2 a 3
afios. La talla que akanzan es de 3-4m, se ha observado que puedsn seguir desavando duranie 5 u
8 aflos consecutivos, en Cuitzitdn se han capturado hembras con un pesc de 1,800 g ¥ una longhtud
de 5.2 m, sus ovarios miden 80cm de largo y 3 cm de didmetro.

Crecimiento

Este depende de tres factores que son: oxigenoc, temperaiura y alimento. El ritmo de
crecimiento de las truchas en cautiverio, como por ejempic en la estacién truticola “El Zarco” es
muy baja crece de 125 a 150g en un afio debido a la imegularidad y baja calidad del alimento,
Ademds, la temperatura ahajo de la éptima (la Sptima es de 15.5 a 168°C y en &l Zarco es de 8°C).
En la estacién trutlcola Pucuato, crace de 200 a 225 en un afio, por [o genaral en medios [6ticos
crece menos que en medics [énticos. En el charco temporal de Cuiizitan Mich, liegaron a crecer
1,200g sn 11 mases (comprobado mis de dos veces). En los meadios Isticos las truchas tienen



sus idades de oxigeno y temp poro la de ali limita sy
crecimiento.

Almentacién
Con respecto 8 su alimeniacién se sabe que 3 una especie camivora entomdfag
ligeramente ictiéfaga, sus crias nonzoophpcm.gnyoonlumn lads (Daphnlay Bodmi

y La p i todos, crustéceos, dtodos, protozoarios y bacterias (FIGURA
34),
L
i~
Lotve &t lnnaets.

FIGURA 34. PRNCIPAL ALIMENTO DE LA TRUCHA ARCORSS (RO3AS MORENO, 1985).

Reproduccién Artificial

Los pasosque se siguen en la estacion truticola "EL Zarca® son:

1) Caplura y selectibn de los reproduct

2) Desove manual, fecundacién y lavado del huevo. Se coloca a la tnucha con el abdomen hacia
aniba y con un suave masaje en la regkin abdominal se sacan a los Svules que casn en una charla
que no tiene agun, se repieh jos masajes hasia que (a hambra quedn vacia, despues se hace la
syaculacién del macho de la misma forma que en la hembra, con una pluma de ave se mezclan los
dos y se dejan de 5 a 10 min. Después se lava con agua hasta que los huevos quedan limpios y se
pasan a las [ncubadoras.

3) incubacién. Las piletas de | son de de forma rect: lar de 10 X 0.3 X 0.3m
€on agua Se col los bastid que son pequeft itas con tela de alambre que
sostiene de 3000 a 4000 huevecilios. El tismpo de incubacién es de 28 a 35 dias en temp. de 8°C,
la oxigenacién es de 9 a 11 cm® de oxigeno por litro, se k enla d. a diarlo
sa rovisan y sa eliminan los musrtos o contaminados por hongos o bacterias.
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4) Alevinaje. Es ol tismpo desds que nace hasia que se reabsorve Ia boisa vitelina. Los alevinos
ocb-bnmyuv-nmbndodohpldn}whnl-vldlnam I que no le it
| P -» por cortos tramos y ammeiréndoss, Entre 15 y 20 diss
de nacido, su bolsa viteling y empieza a come.
8) Cria. Cuando nace mide de 20 a 25mm cuando reabeorbe su bolea vitelina mide 30cm y se
alimenta con higado crudo de cabalio, res, eic. o con P para. truch
an sus p atapas del
€) Engorda. Si se quisre que crezcan mds tpido, 88 ponen en estanques de crias més grandes, de
- 20 X 2 %0,8m colocando 100 crias por m? p , aqul p hasta
‘que sicanzan de 0.12 a 0.15 m que es cusnde ee liberan a los ques de engord:
temporales o AITOYOS, qus reunen las caracteristicas que exigen.

FIGURA 35, REPRODUCCION ANTIFICIAL DE LA TRUCHA ARCORS (R0sAS MORENO, 1935).
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FIGURA 3. PERFIL DE CRECIMIENTO DE TRUCHAS DEL CENTRO TRUTRICOLA “EL
ZARCO".
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