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1. INTRODUCCION.

En los organismos pluricelulares, el funcionamiento de cada
una de los miles de millones de celulas gque los integran, determina
la vida del individuo. Este funcionamiento integral del organismo
como  un todo, requiere la constante y estrecha correlacion
funcional de todos sus componentes a travds de mecanismos neurales
y humorales de intercomunicacidn celular (Olvera, 1987).

Asi, resulta ldgico suponer gue durante el incipiente
desatrrollo de las formas primitivas de comunicacisdn nerviosa vy
enddcrina, la diversificacion de los mediadores o transmisores
quimicos debida a determinadas variaciones (especificas) de un
grupo inicial de mensajeros, tuvo un importante valor adaptativo
que permitid la evolucidn del sistema miltiple de mensajeros
quimicos actual (VYalverde y Baydn, 1983).

La coevolucidn de los receptores encargados de discernir
estas variantes pespecificas, denominadas neuratransmisores vy
hormonas, ha permitido en gran medida la adaptacidn de los
organismos a su medie ambiente a través del mantenimiento de la
homenstasis corporal y 1la ejecucidn de numerosos y variados
patrones conductuales, que reflejan la integracidén de los dos
Bistemas mas importantes de comunicacidn intercelular: el sistema
nervioso vy el sistema endocrino, o en general, el sistema
neurcenddcrino.

En el sistema neurcenddcrino de los organismos superiores, el
hipotalamo mediante secrecidn de moléculas, entre las que se
encuentran los péptidos, controla la funcidn hipofisiaria la cual a

su vez comanda la funcidn de otros drganos "blanco", a través de la



liberacion de moléculas mensajeras quimicamente distintas. A nivel
del drgano efector, los mensajeros gquimicos Sse unen a sus
receptores especificos localizados en la membrana celular, citosol
v/ el nidcleo. Esta uwnidn  induce cambicos conformacionales que
modifican propiedades como permeabilidad de canales idénicos,
alteraciones 2n la actividad de proteinas especificas
intracelulares o de la membrana, cuyas consecuencias incluyen:
alteraciones del potencial de membrana, o reacciones intracelulares
que traducen el mensaje mediante la intervencidn de segundos
mensajeros (Joseph-Rravo y col, 1993); o bien, la induccian a nivel
del nicleo de mensajes especificos.

Enmarcado en este contexto del sistema neurcenddécrino, se
encuentra el denominado eje hipotalamo-hipéfisis—-tiroides (HHT),
cuya impartancia reside en el hecho de que las hormonas que vierte
a la circulacidn el organo blanco (la tirocides), son indispensables
durante el crecimiento y el desarrollo de los vertebrados; ademas
da regular el gasto energético en el adulto y cuyo funcionamiento
representa muy bien laos mecanismos de comunicacidn mencionados
anteriormente. Aunado a esto, recientemente e ha descrito un
mecanismo de activacidn o desactivacidn de estas hormonas conocido
como desyodacion &rgano-especifica, el cual puede considerarse comoc
una extencidén del HHT.

Es asi, como dentro de este marco se encuentra incrustada la
linea de investigacidn de nuestro objeto de estudio: la desyodacidn
de las hormonas tiroideas. Dentro de este amplio proyectao se ubica
el presente trabajo, el cual constituye la base para describir el
papel que juega la desyodacidn en el hipotalamo. Fara una mejor

comprensitn del tema, el presente trabajo se ha abocado &a la
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descripcion en primer lugar, de los aspectos evolutivos y morfo—
fisioldgicos de la glandula tiroides, incluyendo sus mecanismos de
bio-activacidn, Y de accion. En seguida se presentan el
planteamiento del problema vy los objetivos de la presente tesis, vy
posteriormente se expresan los resultados obtenidos durante la fase
experimental. Finalmente se mencionan la discusidn Yy las
conclusiones del trabajo realizado y se presentan las referencias

hibliogréficaﬁ.



I1. ANTECEDENTES.

1. ASPECTOS EVOLUTIVOS DE LA GLANDULA TIROIDES.

Filogenéticamente se considera que 1la gléndula tiroides
(GT) es uno de los dérganos enddcrinos més primitivas en la
evolucidn de los vertebrados (Gorbman, 1978). El origen de la
6T se ubica en los protocordados. Organismos tales como la
forma larvaria (amnoceta) de la lamprea, cicléstomo que habita
aguas dulces, asi como el anphioxus (cephalochordata), poseen
en el piso de la faringe una estructura glandular ciliada, que
en el caso de 1los primeros se denomina glandula subfaringea y
en los segundos endostilo (Nathanielsz, 19763 Barrington,
1986). Este drgano produce y secreta al tubo digestivo wuna
mucoproteina que atrapa las particulas alimenticias
provenientes de las corrientes acuAticas. Esta mucoproteina
contiene yodoaminodcidos (mono y diyodotirosina) pues las
células de 1la glandula subfaringea o endostilo capturan vy
organifican el yodo en los residuos tirosilo de la
mucoproteina. En la figura 1 se esquematizan las diferentes
formas anatémicas de la glandula tiroides en los vertebrados.

Existen dos teorias que intentan explicar la evolucidn de
estas células productoras de yodoaminoAdcidos hasta agregarse en
una glandula endécrina, caracteristica de todos los vertebrados
como es el caso de la GT.

-Una confiere un papel hormonal a los yodoaminodcidos que
primeramente pasan al tubo digestivo (secrecidn exdcrina) de

donde son absorbidos y alcanzan el torrente sanguineo. Este



modelo se asemeja al circuito de circulacién entero-hepatica de
la tiroxina (Ta) en los mamiferos adultos, en el cual los
conjugados sulfatados y glucorédnidos de T4 llegan al intestino
a través de la bilis, donde son hidrolizados y absorbidos. Se
supone que en cierto momente en su evolucidn ocurridé una
sobreposicion entre las células productoras de mucus y las que
capturaban yodo en la regidn faringea, para que finalmente las
primeras se segregaran cuando las células productoras de
hormonas tiroideas se invaginaran vy separaran de la faringe,
dando lugar a la glandula tiroides tipica de los mamiferos. Sin
embargo en la actualidad se ha demostrado que en el momento de
la metamorfosis, la bolsa que forma el endostilo de la larva de
la lamprea, se separa del tracto intestinal y se divide en
foliculos que son la unidad funcional de la gléndula tiroides
(Gordon, 19853 Hardy, 1984).

—-La otra teoria supone que en el habitat dulceacuicola los
primeros organismos debieron requerir de un mecanismo que les
permitiera captar yodo; siendo las células subfaringeas las
encargadas de asumir dicha funcién (Nathanielsz, 1976; Hardy,
1984). Sin embargo, hay que reconocer también que la capacidad
de metabolizar yodo e incorporarlo a compuestos bioldgicos se
encuentra a 1lo largoc de todo el reino animal incluyendo
invertebrados como molGscos, crustaceos, celenterados, anélidos

e insectos (Larsen e Ingbar, 1992).

w



FIGURA

Ciclostomos Atin Pez papagayo Raya
adultos Taleosteos Elasmohranquios

{Lampreal

@ o

Tiburdn Rana Tortuga Lagarto
Elasmobranguios Anfibios Roeogs i l.oss

1.

@ 0

Pollo Raton Humano
A v es Mamiferos

ANATOMIA COMPARADA DE LA OGLANDULA TIROIDES

DIFERENTES GRUPOS DE VERTEBRADOS. TOMADO DE: MCNAEB, 1992.

EN



2. EMBRIDGENESIS Y ESTRUCTURA DE LA GLANDULA TIROIDES.

En los wvertebrados la glandula tiroides (GT) se origina a
partir del tejido endodérmicoc a expensas de la porcidn cefalica
del tracto digestivo (Junqueira y Carneiro, 1981). A diferencia
de la mayoria de las estructuras glandulares que proliferan a
partir de las bolsas o cavidades faringeas, la GT se diferencia
inicialmente como wuna evaginacidn del piso de 1la faringe.
Posteriormente, esa cavidad o primordio tiroideo se va
separando de la pared faringea en direccidn ventral y caudal
para aiojarse en la parte anterior del cuello, {(Balinsky, 19735;
Nathanielsz, 197&6; Hyman, 1979; Ganong, 1982).

En algunos vertebrados la glandula tircides esta formada
por dos lébulos unidos por un istmo, pudiendo presentar incluso
un lébulo piramidal gque emerge del istmo y por el frente de la
laringe (Junqueira y Carneiro, 19815 Fujita, 1988).

La glandula estd envuelta por una capsula de tejido
conjuntivo que origina los septos que penetran en el paréngquima
glandular y que se extienden gradualmente hasta alcanzar todos
loa foliculos separdandolos por una fina membrana conjuntiva
constituida por fibras reticulares. Presenta una gran
vascularizacidn y debido a la fenestracidn de las células
endoteliales se facilita el paso de 1la hormona hacia la
corriente sanguinea, confiriéndole a este drgano una gran
velocidad de flujo sanguineo por gramo de tejido (Ganong, 1982;

Fujita, 1988; Reyes, 1990).



El tejido tiroideoc esta compuesto por wuna monocapa de
tejido epitelial cuboide que 1limita espacios esféricos que
contienen wuna sustancia protéica denominada coloide. Esta
disposicidn celular que limita con el coloide da 1lugar a la
formacién de estructuras que se conocen como acini o foliculos
tiroideos. Las células foliculares o tirocitos se asemejan en
gran medida a otras células secretoras, ya que presentan un
reticule endoplasmico rugoso y un  aparato de Golgi muy
desarrollados. Sin embargo los tirocitos no contienen granulos
secretorios. Estas células poseen una gran cantidad de
microvellosidades en 1la superficie apical que penetran en el
liquido coloidal (Junqueira y Carneiro, 1981; Ganong, 1982;
Barrington, 198&).

A diferencia de la mayoria de las télulas secretoras, los
tirocitos muestran un arreglo polarizado tipico de las células
exédcrinas. Los tirocitos tienen principalmente dos funciones:
1) sintetizan y secretan hacia el 1lumen folicular una
glucoproteina de alto peso molecular, (660 ©000 d) 1llamada
tiroglobulina (Tg). Esta secrecidn exdcrina ncurre.en la parte
apical de los tirocitos; y 2) secretan hormonas tiroideas (HT):
triyodotironina (Tx) y Ta al torrente circulatorio. Esta
secrecidn enddcrina ocurre en @l borde basal de 1la célula
folicular (Fujita, 1988; Murray y col, 1988).

El coloide esta compuesto aproximadamente por un 75-90 %
de Tg y el porcentaje restante por otras proteinas (Gonzalez y
col, 1984). Cuando la glandula est4d inactiva, &1 coloide es

abundante, los foliculos son grandes y las células epiteliales



planas; en cambio al activarse, los foliculos disminuyen de
tamaro, el epitelio es cuboidal y el borde que delimita el
coloide presenta numerosas proyecciones (pseuddpodos) que da
lugar a la formacidén de lagunas de resorcidn (Ganong, 1982).
Estos cambios dependen de la multiplicidad funcional de 1la
célula folicular: secretando sus productos hacia el lumen
foliculary actuando como células absorbentes (pinocitocis) de
coloide durante el reingreso de las secreciones a la célula, y
como célula enddcrina al liberar hormonas al torrente sanguineo
(Murray y col, 1988).

Los factores que intervienen en la regulacion del
crecimiento y diferenciacidén de los tirocitos requieren de la
coordinacién temporal y espacial de una serie de procesos
bioquimicos y biol6gicos contreolados por numerosos factores o

serales quimicas. Los pricipales se resumen en el cuadro 1.

3. BIOSINTESIS Y SECRECION DE HORMONAS TIROIDEAS.

Las HT son los dnicos compuestos orgdnicos bioactivos que
poseen yodo es su estructura. Dicha estructura se muestra en la
figura 2, en donde ademds se distinguen las diferentes
denominaciones que se asignan a cada una de las tironinas en
funcidn de la posicién y el namero de &tomos de I que posean

(Chopra y cel, 1978; Engler y Burger, 1984).
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FIGURA 2. ESTRUCTURA MOLECULAR DE LAS HORMONAS TIRODIDEAS. LA
NOMENCLATURA DE CADA MOLECULA ESTA DADA EN FUNCION DEL NUMERO Y
LA POSICION DE LOS ATOMOS DE YODO.
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CUADRO 1. PRINCIPALES FACTORES QUE REGULAN EL CRECIMIENTO Y
DIFERENCIACION DE LOS TIROCITOS.

Hormonales Factores de Crecimiento Citoquinas

TSH Insulina Interleuqguina 1
Factor de crecimiento
insulinoide

TRH Factor de crecimiento Interferdn
epidermal

Catecolaminas

Acetilcolina

También se han descrito receptores para: somatostatina, péptido
intestinal vasoactivo (VIP), T3, esteroides, corticoesteroides,
retinoides, etc. Tomado de: Kshrle, 1990.

La principal funcidn de la gla&ndula tirolides es producir y
secretar HT o yodotironinas como también se les denomina. Las
mas importantes debido a su actividad bioldgica son la Ta y la
Ts. Sin embargo, también se sintetiza una fraccién muy pequeda
de un isdmero de 1la Ts denominada triyodotironina reversa o
rTz, a la cual hasta el momento no se le reconoce actividad
bioldgica. A continuacidén se describe la secuencia de eventos
que intervienen en la biosintesis y secrecidn de los productas
de la glandula tirpides, 1los cuales implican: sintesis vy
procesamiento de la Tg, metabolismo del vyodo y formacidn de

tironinas, resorcidn del coloide, transporte de HT, etc.



X. 1 BIOSINTESIS Y PROCESAMIENTD DE TG.

La Tg es la proteina mas importante de la BT, ya que sirve
de matriz para la sintesis de las HT, asi como de reservorio
extracelular para las HT.

Existen diferentes tamados moleculares de Tg: 3.8s, 12s,
19s ¥y 27s; la forma predominante en la BT de los vertebrados
superiores corresponde a la 19s. Esta forma tiene un peso
aproximado de 660 KDa y se compone de 5500 aminoacidos, de los
cuales aproximadamente 134 corresponden a tirosina (3 %), asi
como unas 300 unidades de monosacaridos (10 % aprox.) (Fujita,
1988; Murray y col, 1988). La Tg es una proteina oligomérica
compuesta por dos subunidades de tamano y estructura similar,
las cuales se transcriben a partir del mismo RNA mensajero. La
sintesis de 1la Tg en el reticulo endoplasmico implica el
ensamblaje de las wunidades monosacaridos de N-acetil-
glucosamina y manosa. Posteriormente la proteina se transporta
al complejo de Golgi en donde se incorporan los residuos de
galactosa, fucosa y acido siAlico. Asi, la proteina recién
sintetizada se secreta al lumen folicular en un proceso que
esti regulado por la hormona estimulante de la tiroides o TSH
(Murray y col, 1988; Larsen e Ingbar, 1992). La sintesis de las
HT ocurre en el borde apical del tirocito mediante reacciones
de yodacidn y condensacidn de los residuos de tirosina que se

encuentran unidos a la Tg (Gdmez y col, 1990).
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Z. = BIOSINTESIS DE LAS TIRONINAS

La glandula tiroides y otros tejidos epiteliales como la
placenta, el corion, las glandulas salivales y el estdmago
concentran yodo de la dieta contra un gradiente electroquimico.
Este proceso que requiere energia y se encuentra acoplado a la
bomba Na*-K*, se denomina bomba de yodo. La actividad de la
bomba de yodo en la tiroides, a diferencia de los otros
drganos, estad regulada por la TSH (Gdmez y col, 1990; Valverde-
R, 1989) cuyos receptores se localizan en la porcién
basolateral de los tirocitos (Gonzalez y col, 19843 Murray y
col, 1988).

La tiroides es el Gnico &rgano capaz de oxidar el yodo a
un estado de valencia superior: de I~ a yodo libre I-. Este
paso es indispensable para la organificacidén del yodo y 1la
biosintesis de yodotironinas. La enzima que interviene en la
oxidacién del yodo es especifica de 1la 6T, se denomina
tiroperoxidasa (TPDO) vy es wuna proteina que contiene un grupo
heme en su estructura. La TPDO se localiza en la superficie
apical de 1la célula folicular, posee un peso molecular de &0
KDa y su sintesis procede de manera idéntica a la Tg (BGanong,
19823 Murray y col, 1988). La yodacidn de 1los residuos de
tirosina se da en el borde apical del tirocito, en donde se
concentra el yoduro (I7) inorgéniceo capturado por la célula
folicular. En esta reacciédn es necesaria la presencia de una
molécula aceptora de electrones como el perdxido de hidrdégeno

(Hz0=) que se genera en la porcidn apical celular por accidn de



una enzima dependiente de NADHP, similar a la citocromo C
reductasa (Murray y col, 1988). Ver figura 3.

Una vez en su estado activo el yodo reacciona con los
residuos de tirosina en la Tg, gue presentan un arreglo
espacial apropiado para yodarse. La organificién del yodo
ocurre inicialmente en la posicidn 3 originando una molécula de
monoyadotirosina (MIT), y posteriormente en la pasicién 5 dando
lugar a una molécula de diyodotirosina (DIT). Cabe mencionar
que en £l caso de la Tg humana, en promedio se yodan solo 17 de
los 134 residuos de tirosina (Taurog, 1991).

Posteriormente, ocurre una reaccidén de acoplamiento entre
una molécula de monoyodotirosina (MIT) y una de diyodotirosina
(DIT) para formar Ts, o entre dos moléculas de DIT para formar
Te. Esta reaccitn parece estar catalizada también por la TPO

(Malkinson, 1975; Gémez y col, 1990; Murray y col, 1988):

MIT + DIT —————————— T= + alanina

DIT + DIT === Ta + alanina

Esta enzima forma radicales libres en la posicién Cl de
una molécula de DIT, y en el oxigeno del grupo fenilo de otra
molécula semejante (DIT). Posteriormente ocurre el acoplamiento
en dichas posiciones, mediante un mecanismo no enzimatico y en
sitios especificos de la Tg denominados sitios hormonogénicos.
Para el caso de 1la Ta se han descrito 3 de estos sitios,

mientras que para Tx solamente uno (Taurog, 1991).
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PROTEOLISIS DE LA Tz Y LA SECRECION DE T Y T4.
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5.7 REARSORCION DEL COLOTDE. LISERACION [E HT.

La Tg del coloide es capturada e introducida a la célula
folicular por medio de endocitocis, ya sea por medio de
vesiculas fagociticas o por micropinocitocis que es lo que se
observa mas comunmente. En este proceso es importante el papel
que juega el citoesgqueleto en mantener la motilidad de las
microvellosidades y la estructura folicular. El procesa de
endocitocis esta requlado por 1la TSH wver cuadro 2 y figura 3
(Gonzalez y col, 1984; Murray y col, 1988).

Las porciones de coloide que capturan las
microvellosidades en forma de vesiculas o gotitas en la
membrana del polo apical, pueden fusionarse entre si para
formar vesiculas mas grandes o directamente con lisosomas
primarios para formar vacuolas digestivas o fagolisosomales. En
estas estructuras se lleva a cabo la digestién proteclitica de
la Tg 1liberando en la porcién basal de la célula, Ta y Ts al
torrente circulatorio. Debido a esto la Tg es considerada como
una pre—-pro-hormona a partir de la cual se liberan las HT. Al
mismo tiempo, sobre las moléculas de yodotirosina, MIT y DIT
actGa una deshalogenasa dependiente de NADPH que remueve el
yodo para su reutilizacidén por las células foliculares, figura

I (Banong, 1982; Fujita, 1988).
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CUADRD 2. TIROCITOS. EVENTOS CELULARES Y METABOL ICOS
CONTROLADOS PRINCIPALMENTE POR TSH.
Diferenciacidén Reacciones Proliferacidn
morfoldgica. metabdlicas. celular.
FPolaridad celular Biosintesis Metabolismo
de HT general
Estructuracidn Sintesis Tg. Captura de Expresidn
memb. plasm. Bomba de I. nutrientes: de genes
Actividad TPO. especificos.
Distribucidn Organific. I. Fe, glucosa,

de organelos

Endocitocis y

colesterol.

Replicacidn

intracelulares. degradacidon de del DNA.
Tg.

Organizacion Secrecidn de Sintesis
del citoesqueleto. hormonas. protéica.
Interacciones Desyodacidn
intercelulares de T,.
en la formacidn
de foliculos.
Modificado de: Kshrle, 1990.
T« < TRANSPCRTE DE LAS TIRONINAS

Una vez que se vierten a 1la sangre, las HT se unen de
manera especifica a diversas proteinas acarreadoras que se
encuentran en la fraccidn sérica, ya que las tironinas son

hidrofébicas y presentan una

acuosa.

Estas proteinas

las tironinas circulantes,

que enlazan

17

minima solubilidad

en solucidn

aproximadamente al 99.9 % de

son principalmente de tres tipos:

la



globulina transportadora de tiroxina o TEBG, la prealbaGmina
transportadora de tiroxina que actualmente se conoce como
transtirretina o TTR y que Gnicamente une a la Ts, asi como la
albtumina. La fraccién restante de tironinas circulantes (0.1
%), se encuentra en forma libre (Robbins, 1991).

La TBG es una glucoproteina —globulina, de 50 KDa que une
cerca del 70 % de 1la Ta y Tz circulantes. Mediante
interacciones no covalentes se une a las HT circulantes con una
afinidad cien veces mayor en comparacion con las demas
proteinas transportadoras, como la TTR que une solamente a un
10 %4 de las tironinas. Finalmente 1la albamina del suero se
encarga de unir, entre otras moléculas a un 15-20 % de las
tironinas circulantes. En todos los vertebrados existe al menos
una protefna transportadora de HT en la sangre. La diferencia
en la afinidad de cada una de estas proteinas transportadaoras
por las tironinas, explica la diferencia en la vida media de
cada hormona. Asi, la vida media para Tasa (6.5 dias) es 4.5
veces mayor que para la Ts (1.5 dias) (Murray y col, 1988;
Larsen e Ingbar, 19792). Asi mismo, existe una pequedra fraccidn
de tironinas en forma 1libre no unida a proteinas, gQue son las

representantes de la forma activa de las HT.

4. REGULACION DE LA SINTESIS Y SECRECION DE TIRONINAS.

La funcién de los tirocitos estd controlada por una serie

de factores intimamente relacionados entre si y que se dividen



en dos tipos: a) mecanismos intrinsecos de naturaleza
metabdlica, v b) mecanismos extrinsecas de naturaleza
neurohumoral. Entre estos dltimos la TSH es la mas importante,
cuadro 2. (Bennet y Whiteheads, 1983; kKoshrle, 1990; Reyes,
1990) .

Los mecanismos intrinsecos de autorregulacidn dependen del

aporte y concentracién de yodo inorganico en la dieta. Estos

mecanismos establecen una relacidn inversa entre la
concentracion de yvodo y los mecanismos de hormogénesis,
manteniendo asi en equilibrio la concentracién hormonal

intraglandular. Es decir, a menor concentracidén de yodo es
mayor la sintesis de HT. Sin embargo a dosis farmacoldgicas de
yodo, se presenta una inhibicidn de la sintesis de HT, cuadro

I, (Sterling y Lazarus, 1977; Kshrle, 1990).

4. 1. EJE HIPCTALAMD — HIPODFISIS — TIROIDES.
Entre los mecanismos axtrinsecos de regulacidén
neuroenddcrina de la funcidn tiroidea, destaca por su

importancia funcional el sistema denominado eje Hipotalamo-
Hip&6fisis-Tiroides (HHT). Este sistema de sefales nerviosas y
humorales es el encargado de mantener constantes los niveles
circulantes de las HT. Las principales serales neuroenddcrinas
del HHT son: la hormona liberadora de tirotropina o

tiroliberina (TRH) y la TSH (fiqura 4).



CUADRO =. PROCESDS DE TRANSPORTE EN LAS CELULAS TIRDIDEAS.

Cunsumn y liberacidn de
iones y pequenas molec.

A traves de canales o
bombas:

Ca+*, ¥+, Na, HCOZ_, Cl.

A traves de transportador
en la membrana:

Yodo, aminonécidos, glucosa.

A traves de moléculas acarrea-

doras y por endocitosis:

hierrc ¥y colesterol.

Transporte intracelular
de proteinas especificas
c e b e F e PR F s s B

Tiroglobulina:
~del R.E#%A.Golgiszona apical

de la memb. cel. (exocitosis)
-del lumen foliculars

lizsosomas (endocitosis)

Peroxidasa:
~del R.Ez»Bolgizrzona

apical de la memb.plasm.

R.E= reticulo endoplasmico. Modificado de kKshrle, 1990

4.2, TIROLIBERINA ¢ TRH) .
En el hipotalamo (HP),

encuentran en la regidn

paraventricular (NPV) vy supradptico (NSO)

parvocelular de los

las neuronas que sintetizan la TRH se

ndacleas

(Hokfelt y col,

198%9). Las proyecciones neurales de estos nlGcleos transportan y

secretan TRH al sistema porta (plexoc primario) de la eminencia

media (EM).

hacia la hipsfisis (PIT),

Este sistema de circulacidn local transporta la TRH

en donde actda sobre los tirotropos

hipofisiarios encargados de la sintesis y liberacidn de TSH. La



TRH interactGa con receptores de membrana, incrementando los
niveles de AMPc, en un proceso dependiente de calcio. También
existe la hipdtesis de que la TRH se vierte al 1liquido
cefalorraquideo del III wventriculo en donde las células
ependimarias lo transportan a los vasos sanguineos (Valverde y
Malacara, 1990).

El TRH es un tripéptido (piroGlu-His-ProNH2) blogqueado en
sus dos residuos terminales; estructura gque es comdn a muchas
especies inclufido el hombre. La TRH también se localiza en
4dreas extrahipotalémicas como el tallo cerebral, nGcleo
acumbens vy médula espinalj; asi como también en A&reas
extracerebrales como el tracto intestinal, péancreas, placenta,
y retina entre otras, en donde su acciétn puede ser como
neurotransmisor o neuromodulador de la frecuencia de disparo de
las células que lo contienen (Bennet y Whitheads, 1983; Faglia

y col, 1985).

4. 3. TIROTROPINA (TSH) .

La TRH es la principal seral hipotalamica que estimula la
secrecidn a nivel hipofisiario de la TSH.
Especificamente se sabe que la regulacidén de la secrecién de
TSH se debe a una serie de interacciones a nivel del HP, la PIT
y de 1la GT. Al mismo tiempo las sefales humorales via HT,
intervienen principalmente a traves de mecanismos de

retroalimentacidén a nivel de la PIT y el HP, para mantener la

3
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FIGURA 4. REGULACION NEURAL DEL EJE HIPOTALAMO-HIPOFISIS—TIRGIDES. LA ESTIMULACION ELECTRICA EN LA
REGION DEL NUCLEQ PARAVENTRICULAR (NPV) Y DEL ARER PREOPTICA (APD) DEL HP INDUCE LA SECRECION DE TSH.

ESTAS REGIONES ESTAN CONECTADAS POR TERMINALES NERVIOSAS GQUE CONTIEMEN SOM, GQUE INHIBIE LA SECRECION
HIPOFISIARIA DE TSH. OTRAS SERALES REGULADORAS SOBRE EL HP SOM LAS EJERCIDAS FOR LAS TERMINALES NERVIOSAS
DE ORIGEN ADRENERGICO VIA NA QUE ESTIMULA LA SECRECION TRH; DOPAMINERGICO (DA) GQUE INHIBE LA SECRECION
DEL MISMO Y FOR LD TANTO DE HT; SEROTONINERGICO (S-HT) , CUYAS EVIDENCIAS, INDICAN QUE INFLUYE DE
MANERA WNEGATIVA EN LA SECRECION DE TRH: E HISTANINERGICO (HIS) . CUYD EFECTD INHIBITORIO REFLEJA UNA
DISMINUIDA SECRECION DE TSH.

TRH: HORMONA LIPERADORA DE TIROTROPINA HIS:  HISTAMINA

S0M:  SOMATOSTATINA DA:  DOPAMINA

MA :  NORADRENALINA S HT: SERDTONINA

TSH: HORMONA ESTIMLLANTE DE LA TIROIDES GH: HORMONA DE
CRECIMIENTO
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homeostasis de 1la funcidn tiroidea. En 1la FPIT las HT que son
los moduladores primarios, acttan inhibiendo la secrecidn de
TSH de manera semejante a SOM. Al mismo tiempo se ha observado
que los estrégenos acttan en los tirotropos afectando la
sensibilidad de 1la PIT a TRH, posiblemente mejorando la
respuesta ¥y el namero de receptores a éste aGltimo Figura 4,
(Gémez y col, 1990; Bennet y Whitehead, 19833 Larsen e Ingbar,
1992) .

Entre los diferentes tipos celulares de la adenohipofisis
sobresale un grupo de células basdfilas denominadas tirotrdpos,
en los cuales se 1lleva a cabo la biosintesis de la TSH. Esta
hormona es una glucoproteina de aproximadamente 2B kDa
conformada por dos subunidades: « y BA. La subunidad a« es
compartida con otras hormonas de origen glicoprotéico como las
gonadotropinas, lo que sugiere gque posiblemente se originaron
a partir de un ancestro comGn. Por otra parte la subunidad 8 es
la encargada de conferir la especificidad bioldégica tanto para
la TSH como para las gonadotropinas. La TSH se secreta al
torrente sanguineo en donde circula de manera libre presentando
una vida media de 45-60 minutos aproximadamente. Su secrecidn
presenta un patrdn bimodal, con una liberacidn pulsatil que
alcanza picos maximos cada 2-3 horas, a los que se sobreimpone
un patrén de liberacidn circadico cuyas concentraciones maximas
en humanos, se presentan antes del despertar (entre las 03:00-
04:00 hr) y las minimas al finalizar la tarde, antes de dormir
(Bennet % Whiteheads, 1983; Gémez y col, 19903 Larsen e Ingbar

1992). En cambio en la rata, el maximo ocurre al medio dia. En



los homeotermos, la exposicidn al frio estimula la liberacidén
de TSH, mediada por TRH, &1 cual induce su secrecidn en los
primeros 10 minutos de exposicién con el consecuente aumento de
Tx ¥y Ta, las cuales a su vez estan implicadas en la regulacidn
de la respuesta catecolaminérgica (CA) y que en conjunto
activan mecanismos calorigénicos. Las accionaes de TSH en la GT

se resumen en la tabla 2, (Hskfelt, 1989, Kshrle, 1990).

3. MECANISMO DE ACCION DE LAS HT.

Las acciones y el efecto bioldgico de las HT son amplios y
variados, pero en términos generales su papel fisioldgico esta
implicado en el crecimiento, desarrollo y maduracién de algunos
sistemas, en 1los denominadaos "periddos criticos", asi{ como en
la regulacidén del metabolismo energético de todas las células
del organismo. Actualmente se sabe que independientemente de la
estrategia ontogénica que se trate, las HT son indispensables
para que en el denominado periddo critico del desarrollo,
ocurran una apropiada neurogénesis y maduracidn del sistema
nervioso. Al mismo tiempo en el organismo adulto, las HT estan
implicadas en la regulacidén del metabolismo de carbohidratos,
lipidos y en la sintesis de proteinas estructurales y de
exportacidn de toda célula (Aceves y Valverde-R, 1987). Figura
S.

La participacidn de las HT en la regulacidén de metabolismo

energético se manifiesta en el incremento del consumo de



oxigeno, efecto que se observa en todos los drganos a excepcidn
del cerebro, las génadas y e; sistema reticuloendotelial. Esta
multiplicidad de acciones se ha explicado a través de la unidn
de las HT a receptores localizados en el nacleo, citosol,
mitocondria y membrana celular. Figura S.

El receptor nuclear para HT es una proteina A&acidica no
histona, la cual esta firmemente unida a la cromatina, DNA y
posiblemente a ciertas proteinas histonas (H4 y H3). Esta
localizado en regianes transcripcionalmente activas de la
secuencia del DNA denominadas "elementos que responden o
responsivos a HT" (TRE), Yy §ﬁ distribucién entre los
vertebrados presenta una estructura bien conservada (Ichikawa
y Hashizume, 1991). Se postula que este receptor es el
encargado de regular la expresidn de los genes que responden a
HT, mediante su unién a los TRE. Dicha interaccidn altera la
conformacidén estructural del receptor, 1o que se traduce en
cambiaos en la velocidad de transcripcidn génica y la expresion
final de la accitn hormonal. Asimismo se ha demostrado que este
receptor es miembro de una superfamilia de receptores derivados
del proto-oncogen c—erbA, muy emparentado con el virus de la
eritroblastosis aviaria (v—erbA). Entre las maltiples moléculas
que unen estos receptores homolégos se hallan: el 4cido
retinoico, la vitamina D asi como estrdgenos (progesterona) y
aldosterona (Oppenheimer, 1991; Ichikawa y Hashizume, 1991).
Ademas, se han identificado sitios de unidn intracitoplasmicos
de alta capacidad y de baja afinidad para estas hormonas. Asi,

principalmente la Tx, se une a proteinas que se encuentran en



el citosol (denominadas CTBF o proteinas citosolicas que unen a
las HT) que se consideran como reservorio intracelular de
hormona a partir del cual pueden ser transferidas hacia las
mitocondrias (Ichikawa y Hashizume, 1991). En estos organelos
las HT regulan el consumo de oxigeno, induciendo la sintesis de
la a—-glicerolfosfato deshidrogenasa. Se cree que estas accidnes
estan complementadas con los efectos derivados de la
interaccién a nivel nuclear. Las HT también estimulan la
actividad de 1la bomba Na*/K*-ATPasa y debido a que todas las
células la poseen, se ha postulado que este aumenta en la
utilizacidén de ATP, aunado al incremento en el consumo de
oxigeno (via fosforilacidn oxidativa), pudiera ser el mecanismo
basico de la accidn calorigénica de las tironinas.

En el nGcleo la union de la Tx es especifica y saturable y
es aproximadamente 10 veces mayor que para Ta. Asimismo se ha
reportado que después de la administracién de Ta, la hormona
que se encuentra principalmente en el nacleo es la Ts, lo que
indica que la unidén al receptor nuclear implica la conversidn
de T4 a Ts (Malkinson, 1975; Larsen, 1989).

Finalmente existen proteinas receptoras de HT ancladas en
la membrana celular, las cuales presentan varias funciones, una
de las cuales media la accidn hormonal facilitando la entrada
de metabolitos esenciales para el metabolismo celular en
general tales como glucosa, aminuécidns, colesterol, etc. Otra
de sus funciones implica un mecanismo de transparte saturable,
dependiente de energia y estereocespecifico para Tx (Ichikawa y

Hashizume, 1991).



6. METABOLISMO DE LAS HT.

El metabolismo de las HT implica wuwna serie compleja de
reacciones que incluyen principalmente los siguientes procesos:
1) la desyodacidn gradual de uno o ambos anillos; 2) la
canjugacidn con sulfato o glucoronato que ocurre a nivel del
grupo hidroxilo; 3) la desaminacidn oxidativa de la cadena
lateral; vy 4) la ruptura del enlace éter que une ambos anillos
de la hormona y da lugar a la formacidn de yodoaminoacidos
(Chopra yv col, 1978; Pittman, 1979; Engler y Burger, 1984;

Kohrle y col, 1987). Figura 6.

Ao 1 CONJUBACTON

Esta reaccién ocurre en el grupo hidroxilo fendlico de la
molecula de las tironinas. La reaccidén implica 1la unidn
(con jugacidén) con grupos sulfato o glucorcnato, permitiendo qua
una gran proporcidn (50-60 %) de las hormonas se excreten como
tironinas conjugadas en la bilis. De esta forma, las tironinas
son hidrolizadas por un grupo de enzimas sulfatasas vy
glucoronidasas intestinales, para después ser reabsorbidas a
través de la via enterohepatica. Aproximadamente entre un 30-50
% de 1las tironinas excretadas por la via biliar se reabsorben
de esta manera; ademd&s se ha visto que se favorece la formacidén
de conjugados con acido glucorénico sobre los sulfoconjugados.

La glucoronidacion es preferencial para las tironinas que estan

ta
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yodadas en la posicidn 3° y 5° (Tsa y rTx) y la sulfoconjugacidn
es preferencial para la Ts. Ademé&s, la sulfoconjugacidn ocurre
principalmente en el rifén y se ha reportado que esta reaccion
representa una "etiqueta" que en el caso de la Tx favorece su
metabolismo desyodativo en relacién a la hormona libre Figura

&, (Chopra y col, 1978; Leaonard y Visser, 19863 Kshrle y col,

\ZT.

. e DESAMINACION

1987).

UNAM. FES
IZTACALA

Las reacciones de desaminaciodn y descarboxilacidn

oxidativa de 1la cadena lateral (alanina) de las HT producen
compuestos analogos al acido acético: los acidos
tetrayodotiroacético (Tetrac), vy triyodotiroacético (Triac),
para los derivados de Ta y Tz respectivamente. Esta via
metabélica ocurre principalmente en el higado y cerebro y esta
asociada al resto de las vias metabdlicas, de tal manera que
los productos finales son derivados del Tetrac y Triac
glucoronidados asi como Triac sulfatado (Engler y Burger, 1984;

Korhle y col, 1987). Figura 6.

Z+. 7% MONODESYODACION

La desyodacidn es la via metabdlica preferencial de las

HT, principalmete de la Ta, pues a través de este proceso



enzimatico se genera Tx y/o rTs. Es un proceso gradual que
consiste en la remocidn progresiva de los Atomos de yodo de la
molécula ¥ que se presenta en todos los tejidos estudiados
hasta ahora. La desyodacidn comprende al menos dos vias: a) la
desyodacidn del anillo externo o fendlico de la Ta, denominada
via de activacidn pues da lugar a la formacidén de Tx, hormona
con 5 a 10 veces mayor actividad que T4 (Kaplan, 1984; Kshrle,
1987 y, b) La desyodacidn del anillo interno o tirosilo, a
traves de 1la cual 1la Ta se transforma en rTs y la Ts en 3,3
Tz, por 1lo gue se considera como via de desactivacion ya que
dirige el metabolismo de la Ta hacia 11la formacién de un
compuesto que no presenta actividad bioldgica (rTs), o bien
inactiva a la Tx formando un metabolito menor (Tz) (Leonard y
Visser, 1986; Kohrle, 1987). Figura 7.

La bioquimica de este proceso ha revelado que en la via de
activacidn participan por lo menos dos tipos iscenzimaticos,
que se encargan de catalizar la reaccion actuando sobre el
anillo externo y que se denominan S°-D tipo I (5°'D-I) y S°D
tipo II (5'D-1I). En el caso de la via de inactivacidn se sabe
qgque esta catalizada por una enzima denominada desyodasa tipo
III (5§ D). Estas tres enzimas se diferencian en base a ciertos
criterios bioquimicos tales como: a) la selectividad de 1la
reaccidn que catalizan y de manera mas especifica, del anillo
que desyodan, b) la preferencia o afinidad por el sustrato y,
c) la susceptibilidad a ser inhibidas por agentes bloqueadores
de grupos tiol, como el &é-propil-2-tiouracilo o FTU o tambien

por agentes que bloguean el sitio activo (selenio-cisteina)
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(Se-Cys) de la enzima (en el caso de la $°'D-1) (Kaplan, 1984;
Engler y Burger, 1984; Leonard, 1991), ver cuadro 4.

DESYODASA TIFD 1 (5°'D-1)., Es una enzima no selectiva ya gque

bajo ciertas condiciones desyonda tanto al anillo externo como
al interno. Es susceptible a inhibicién por PTU y requiere
moderadas concentraciones de sustrato y bajas de cofactor para
determinar su actividad "in vitro". De entre los compuestos que
funcionan como cofactores, el ditiotraeitol (DTT) y el
diticeritrol (DTE) son los mas apropiados o eficientes
donadores de tioles (Leonard y Visser, 1986). Aunque la
proteina an no se ha purificado, mediante el empleo de una
sonda de cDNA, recientemente se ha reportado gque presenta un
aminoAdcido modificado en su sitio catalitico, Se-Cys, lo que le
confiere susceptibilidad a inhibirse par tioglucosa
aurica. (Berry y Larsen 1992).

La afinidad de la 5°'D-I por la rTx es 30 a 700 veces mayor
que por la Ta y se localiza principalmente en el higado y rifén
asociada a la fraccidn de membranas microsomales. La actividad
renal es aproximadamente el doble de 1la actividad hepatica y
hasta 40 veces la actividad reportada en el masculo
esquelético, corazén y pulmédn. En la tiroides es en donde la
actividad de ésta enzima es mayor, sin embargo, a pesar de
presentar caracteristicas bioquimicas muy semejantes a la
enzima renal y hep&tica, difiere de éstas en gque su actividad
se ve estimulada por TSH., La S°D—~I también se ha encontrado en
la FIT y algunas regiones del sistema nervioso central (SNC)

{Kaplan, 1984; lLeonard, 1991).
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La 5'D-I tiene una constante de afinidad (Km) un orden de
magnitud mayor (uM) que las otras desyodasas. En su regulacidn
el sustrato Jjuega un papel preponderante, ya gue en el estado
hipertiroideo se eleva su actividad, mientras gue en el caso
del hipotiroidismo se inhibe la misma, cuadro 4. Ademds dicha
inhibicién no se presenta en presencia de sus productos
metabdlicos T= o T=. Aungque se desconocen los factores vy
mecanismos que regulan la selectividad de la enzima por uno u
otro de los anillos de la molécula, el externo se desyoda
preferentemente en condiciones alcalinas. Esta enzima tiene la
funcidén de generar la Tx circulante disponible para los demas
tejidos.

DESYODASA TIPO _II (5°'D-1I). Esta es 1la enzima encargada de

catalizar la conversion de la Ta a Ts para autoconsumo, es
decir, para mantener la ocupacidn de sus propios receptores
nucleares por Tx. Su sustrato preferencial es la Ta, Yy en
comparacidén con la isocenzima 5°'D-1, ésta enzima es lenta vy
tiene una Km menor (nM). Se ha localizado principalmente en el
SNC, PIT, tejido adiposo café (BAT) y placenta. En el caso del
cerebro se ha reportado su actividad asociada a 1la membrana
celular de células neuronales, asi como en astrocitos en
cultivo e inducidos con AMPc (Leonard, 1988).

La distribucidn subcelular de la S'D-11 se ha determinado
en pocos estudios y en el caso de 1la corteza cerebral se
observé asociada a la fraccidn microsomal y en la de terminales
sindpticas copurificando con la actividad Na/K-ATPasa (Leonard

y col, 1982).



CUADRO 4 . PRINCIPALES CRACTERISTICAS DE LAS DESYDDASAS EN

MAMIFEROS
CARACTERISTICA TIFD 1 TIPD I1I TIPO III
;itio de desyodacidn Ambos anillos Fendlico Tirosilo
Sustrato Preferencial rTs*Te*Ts Ta*rTs Ts*Ta
Km para Ta uM nM uM
Patrén cinético "ping-pong" secuencial secuencial
Distribucion Higado,RiAdn SNC, BAT FPlacenta
G1. Mamaria PIT Fiel,SNC
Masculo Gl.Pineal
Tiroides
Sitio Activo Se-Cys e s
EFECTOS DE:
FTU inhibicidn sin efecto sin efecto
Tioles estimulan estimulan estimulan

Tioglucosa Aurica
Ac lopanoico
RESPUESTA A:
Hipotiroidismo
Hipertiroidismo

Probable funcidn

inhibicidén

inhibicidn

decrece
incrementa

proveer Tx

sin efecto

inhibicidn

incrementa

decrece

sin efecto

inhibicidn

decrece

incrementa

autoconsumo desactivar

al compart. tisular T

vascular de Tx
Modificado de Kaplan, 1984; Leonard y Visser, 19865 Berry y
Larsen, 1992. PTU= propiltiouracilo; SNC= sistema nervioso

central; BAT= tejido adiposo café; PIT= hipéfisis.

“re
]



A diferencia de la S5’'D-I, la actividad de la enzima tipo
II aumenta en relacidén inversa a la concentracidn del sustrato,
lo cual sugiere que en el hipotirpidismo la S'D-II juega un
papel preponderante en mantener a nivel drgano/especifico, la
concentracidon de Tx dentro de un intervalo compatible con la
homeostasis. La enzima requiere de altas concentraciones de
tioles y su actividad se ve inhibida por la Tx y la rTs
mientras que noc se blogquea por la administracidén de PTU a dosis
que inhiben a la enzima tipo I en el cerebro, el higado y el
rifén, cuadro 4, (Silva y col, 1982; Visser y col, 1981). Este
Gltimo parametro se emplea como una prueba experimental para
discernir entre las dos isoenzimas gque la wvia de activacidn
{(Visser y col, 1982; Leonard, 1991).

Por otra parte se ha demostrado que las HT modulan los
niveles de 1la S'D-11. En el cerebro la Ta es hasta cien veces
mas potente que la Ts para inducir su inhibicién, la cual no
esta mediada por sintesis de protefinas, ya que se ha observado
que los inhibidores de esta sintesis no exhiben efecto alguno.
Esta accién de las HT implica la modificacidn de la vida media
de la enzima, vya que se ha reportado que las tironinas son
indispensables para el mantenimiento de la estructura del
citoesqueleto, primordialmente de los microfilamentos, a los
cuales supuestamente se une la enzima de manera especifica para
iniciar su recambio a traveés de la internalizacién celular y la
posterior fusion can las vesiculas lisosomales para su

degradacidn final (Leonard, 1990 y 1991).



Sin embargo la regulacidn de la S°'D-II parece ser que
también depende de factores neurcenddcrineos. La actividad S°D-
IT en 1la oglandula pineal, el BAT, el HP y 1la glandula
suprarrenal es estimulada por el sistema nervioso simpatico
(Guerrero y col, 1988; Anguiano y col, 1991). Ademias, en el
caso del BAT la hormona de crecimiento (GH) inhibe la actividad
enzimatica (Silva y Larsen, 18%94).

Ademds y a diferencia de la 5°'D-1, se ha reportado que la
S°'D-11 presenta un ritmo circadiano en todos los d&érganos
analizados a excepcidn del BAT.

DESYODASA TIPO III (5 D). Esta enzima cataliza exclusivamente

la via de inactivacién hormonal mediante 1la desyodacidn del
anillo interno de la Ta, de la Ts y de la rTs, figura 7. Esta
reaccion esta implicada en el reciclamiento del yodo y al mismo
tiempo es la via menos analizada hasta ahora. Sin embargo se ha
observado que la sulfoconjugacidn favorece la desyodacidn del
anillo interno. Su elevada actividad en la placenta, (membranas
coridnicas) contribuye a 1las concentraciones relativamente
elevadas de rTs en el fluido amnidético (Roti vy col, 1982).
También se ha descrito en piel y en ciertas regiones del SNC,
al parecer asociada a células gliales (Leonard y Larsen, 1985
Cavalieri y col, 198&4).

La Ts es el sustrato preferencial para esta enzima (10
veces >> que para Ta), y su actividad no se ve afectada por
FTU, requiere de elevadas concentraciones de tioles y su
constante de afinidad se encuentra en el rangeo micromolar

(Chopra y Chua Teco, 1982; Fekkes y col, 1982). Cuadro 4.
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La enzima presenta una regulacién contraria a la S5°'D-I1
bajo ciertas alteraciones fisioldgicas como el hipotiroidismo
en donde decrece su actividad y en el hipertiroidismo en donde
se incrementa. Este fendmeno implica que la enzima actGa para
reducir y/o eliminar el remanente del "pool" de Tx, asi como
para reciclar el yodo (Leonard, 1991).

Los estudios gque se han realizado hasta el presente,
evidencian que el predominio de una u otra enzima en cada uno
de los drganos, se asocia directamente con la velocidad de
captura/recambio hormonal que s5e presenta entre el
compartimiento vascular y los diferentes tejidos. Se sabe que
en condiciones normales, en los dérganos que presentan una
velocidad de recambio mayor como el higado y el rifdn,
predomina la enzima.tipn I; mientras que en los Grganos con una
velocidad de recambio muy lenta como el caso del masculo y el
cerebro, existe predominantemente la enzima tipo II, al mismo
tiempo que en la piel y la placenta encontramos principalmente
la enzima tipo III (Kaplan, 1984; Leonard y Visser, 1986).
Ademas también se ha reconocido que durante ciertas condiciones
fisiolégicas como el periddo neonatal, lactacién Yy
termorregulacién, o situaciones anormales como el ayuno vy
enfermedades crdénicas, la actividad de eéstas enzimas se
modifica de manera drgano/especifica (Fisher, 19773 Edmonds,

1987) .



7. CONSIDERACIONES MORFOFUNCIONALES DEL HIPOTALAMO.

El HP es una de las regidnes filogenéticamente mas
antiguas del SNC. Se encuentra situado en la base del encéfalo
limitado medialmente por el 3er ventriculo y lateralmente por
el subtalamo. Rostralmente encara la regidn de la lamina
terminal, mientras que dorsalmente esta limitado por &1 surco
hipotalamico y caudalmente se continta con el mesencéfalo. A
pesar de poseer una masa pequeda, esta regidn cumple con una
gran cantidad de funciones tanto somdticas como vegetativas
formando una parte escencial del SNC. En conjunto con otras
estructuras interviene en el mantenimiento de la homeostasis
del organismo, ya que mediante las aferencias que recibe de la
corteza y otras regiones cerebrales modula los centraos
auténomos del tronco del encéfalo y médula espinal. En términos
generales, la regién anteromedial hipotalamica regula la
actividad del sistema parasimpatico, mientras que la zona
posteriomedial el simpatico (Reinoso-Suarez, 1985). Asi por
ejemplo, la activacidn de los termorreceptores hipotalamicos de
la regidn anterior evita los aumentos de temperatura corporal,
mientras que su  regidn posterior pone en marcha los
correspondientes mecanismos de produccidédn y conservacion de
calor. E1 HP también interviene en la regulacidén de la ingesta,
ya que mediante la deteccidén de 1los niveles sanguineocs de
glucosa, requla 1los mecanismos de saciedad y hambre. Asimismo

interviene en procesos tan importantes como el mantenimiento de



la lactancia y en la ovulacidn, en el ciclo suedo-vigilia y en
diversos patrones conductuales (Velayos, 1985).

El HP envia y recibe aferencias hacia y de la mayor parte
del SNC, por lo que desde el punto de vista funcional se
considera como una region de integracién fundamental de el
sistema neurocendécrino (Reinoso—-Suérez, 1983). La integracion
neuroenddcrina se lleva a cabo fundamentalmente a través de la
estrecha interrelacion morfofuncional del HP con la PIT ¥y
constituye una serie de subsistemas menores, denominados ejes o
sistemas hipotalamo - hipdfisis - "glandula blanco” (Velayos,
1985). La unidad anatomo-funcional hipotalamo—hipdfisis incluye
a los diferentes tipos celulares que posee la PIT y que son
blanco especifico para el grupo de mediadores quimicos
provenientes del HF. La comunicacidn entre los mensajeros
hipotalamicos y los diferentes tipos celulares hipofisiarios se
establece a través de una especializada estructura capilar que
constituye el sistema porta hipotalamo-hipofisiario. Este
sistema de circulacidn portal mantiene un flujo bidireccional
de mensajeros hipotalamicos hacia 1la PIT y de hormonas
hipofisiarias hacia el HP. Los mensajeros hipotaldmicos regulan
a nivel hipofisiario la sintesis y secrecion de diversas
hormonas, tales como prolactina (FRL), tirotropina (TSH), etc;
las cuales pasan a la circulacidén sistémica para manifestar

finalmente su efecto en el drgano blanco (Velayos, 1983).

As



8. ACTIVIDAD 5°'D EN EL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL

Aungue existen pocos reportes acerca de la distribucidn
regional de la 5'D en el SNC, se sabe que el cerebro es uno de
los organos privilegiados en cuanto al mantenimiento del aporte
de HT. Esta constancia se atribuye a la presencia de la
isoenzima tipo II o 35'D-II que es la encargada de producir la
Ts para autoconsumo, &s decir que no la exporta a la sangre,
(cuadro 4). Se ha demostrado que en la corteza cerebral (CC) y
en general en el SNC entre un 70 - B0 % de 1la Ts que se
encuentra unida a los receptores nucleares, se deriva de la
conversion local de la Ta. Este hecho contrasta con lo que
sucede en el higado y rifAén en donde la mayar parte de la Ts
que se une al nGcleo proviene de la hormona circulante en el
plasma. (Leonard y Rosenberg, 1980).

Los estudios realizados por Kaplan y Yaskoski en 1980 en
cerebelo (Cb), CC, & HP, demuestran cierto incremento en la
S°'D-11 bajo condiciones de hipotiroidismo; mientras que en el
caso contrario (hipertiroidismo), existe una reduccidn en la
actividad S'D-1I. Estos cambios se presentan de modo inverso en
el caso de 1la isoenzima ¢tipo III, 1la cual disminuye su
actividad durante el hipotirocidismo y la incrementa con el
hipertiroidismo. Estos hechos permiten afirmar que los cambios
gque ocurren bajo determinadas condiciones fisioldgicas, son
procesos que compensan las fluctuaciones que puedan ocurrir en

el aporte de las HT.



2.1 ACTIVIDAD 5" D11 EN HIPOTALAMD.

For lo que respecta al HP, se ha observado que la
actividad 5'D se localiza principalmente en el &rea que
comprende al niGcleo arcuato-eminencia media, en donde la
actividad enzimatica es diez veces mayor que en cualquier otra
regidn hipotalamica, y aproximadamente 4 — 5 veces mayor que en
la CC. Asimismo, no se ha detectado actividad S'D en la regidn
del nficleo paraventricular, sitio en el gque se localizan los
somas neuronales encargados de 1la sintesis de TRH (Riskind y
kKolodny, 1987).

Por otra parte Kaplan y Yaskoski en 1981 determinaron el
patrén ontogenico de las diferentes vias desyodativas tanto en
el Cb, CC e HF. En éstos 6rganos la mayor actividad 5'D ocurre
entre las 2 y las & semanas después del nacimiento; mientras
que la S D tuvo un maximo hasta el momento del nacimiento,
decayendo posteriormente después de 4 semanas hasta alcanzar
los niveles adultos.

En el cuadro 5, se pueden apreciar los escasos estudios
realizados a la fecha en relacidén a la caracterizacidn cinética
de las enzimas implicadas en la "biocactivacién" de las HT en el

SNC.



CUADRO 5. PARAMETROS
HIPOFISIARIA.

CINETICOS DE LA

S'D-I1 NEURAL E

SUSTRATDO

METODO

REGION rTs Ta (Referencia)

Cerebro total ({(rata): C papel
Km (nM) 14.40 (Kaplan y

Yaskoski, 1981)

Vmax (pmol/mg/h) 0.09

Cerebro total (emb pollo): Lib radioyodo
Km {nM> 1.46 (Valverde, 1991)
Vmax (pmol/mg/h) 13.80

CC (rata, microsomas): Lib radioyodo
Km (nM) 29.0 (Visser, 1981)
Vmax (pmol/mg/h) 2.1

bPit (microsomas): Lib radioyodo
Km (nM) 35-70 (Courtin, 1985)
Vmax (pmol/mg/h) 5.464

CC, corteza cerebral; emb pollo, embridn de pollo (17 dias);
La elevada eficiencia de la G5'D

bPit, hipdéfisis bovina.

embrionaria es congruente con

durante ese periddo ontogénico.

la accidn neurogénica de las HT



ITI. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La actividad de las enzimas Qque desyodan a nivel
periférico a las HT esta regulada por una serie de mecanismos
locales u drgano/especificos, que varian segldn la especie y la
edad del organismo y gque dependen primordialmente de las
condiciones fisioldgicas, y/o ensrgéticas del i1ndividuo. Entre
las primeras destacan el periddo perinatal o perieclosion, y
entre las segundas, &1 ayuno, la lactancia, y la respuesta de
termorregulacion y aclimatacion al frio (Kopin y col, 198%9).

Estas situaciones implican la participacitn de una serie
de sefrales de naturaleza neuroenddcrina, como la activacidn del
eje HHT, mediante las cuales las HT finalmente modularan la
respuesta gue exhiba el organismo frente a un estimulo
especifico.

En este contexto y como parte del analisis de la
regulacidn de la actividad S'D durante la respuesta de
termorreqgulacién, estudios previos de este laboratorio han
reportado que durante la exposicidn aguda al frio (primeras 2
horas), el hipotdlamo exhibe un incremento en la actividad 5D
(Anguiana vy col, 1991).

Respecto a la localizacidn subcelular de la $'D en ntras
areas cerebrales, tales como la corteza cerebral y cerebelo, se
ha detectado actividad desyodativa tipo 11 asociada
principalmente a 1la fraccion de membranas sindpticas, y en
menor proporcidén en otras fracciones subcelulares de ratas

hipotiroideas (Leonard y col, 1982). Asimismo, también se ha
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reportado gue en la fraccidn sinaptosomal de cerebro total de
ratas normales, existe actividad tipo III (3 D) (Tanaka y col,
1981) .

For otra parte se ha descrito que la actividad S'D-II
presenta un ritmo circiddico en pineal, glandula de Harder, asi
como la adrenal. En  la hipofisis los reportes acerca de su
ritmo son contradictorios, mientras que en el HF no se ha
analizado.

Estos antecedentes indican la necesidad de caractarizar en
el hipotéalamo la via de activacidn 5'D, asi como su
distribucion subcelular. Este conacimiento resulta
indispensable para cualquier estudio encaminado a conocer su

regulacidn.

For todo 1o anteriaor, la presente tesis se disedd,para

& iy ‘
satisfacer los siguientes objetivos: Y i )f ¥i
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&) Caracterizar la actividad desyodativa 5'D en el hipotalamo
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de rata.

b} Analizar la presencia de un ritmo circiddico (o nictameral)
en la actividad de la 5'D hipotalamica.
«) Raracterizar la distribucion subcelular de la 5'D
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2. MATERIALES Y METODOS
ANIMALES Y OBTENCION DE TEJIDOS.

Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar adultas, de
200 a 250 g de peso, mantenidas en condiciones de alimentacion
y agua ad libitum y bajo un régimen ciclico de luz/oscuridad
(/0) de 12:12 (L de 0&:00 a 1B:OO horas y 0 de las 18:00 a las
Oh: 00 horas) .

Los animales se sacrificaron por decapitacidn y la masa
encefalica se extrajo del créaneo para disecar el hipotalamo.
Esta region diencefalica rostralmente, se delimitd por el
quiasma déptico; el limite caudal estuvo determinado per los
cuerpaos mami lare-_r.;l hacia los lados por los surcos
hipotalamicos, y la profundidad del corte por el piso del Z=r

ventriculo.

CARACTERIZACION Y CINETICA DE LA ACTIVIDAD 5 °D.

Se wutilizo la fraccidn sobrenadante 1nicial de una
centrifugacion a baja velocidad (1000 xg), de una mezcle (pool)
de hipotalamos que se homogenizaron en una solucidn de sacarosa
0,32 M a una proparcién 1:10 (p/vi.

Con el ohisto de caracterizar la via monodesvodativa 5D,
=2 analizaron los siguientes parametros: a) Corcentracidn de
proteinas (S0, 100, 200, 230, 300, 400, 430 y &00 v BOO pg/ml),

ensayadas a dmns tiempos de incubacidn, (Z v 4 hrly b
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Concentraciédn de cofactor (DTT) y concentracion de sustrato,
(Ts). Respectc al primero las concentraciones analizadas fueron
2.5, 3.0 y 10 mM vy las concentraciones de Ta:5, 10, 20, 40, B0
y 120 nM; €) Efecto del propiltiouracilo (FTW) (10 mM). Las
condiciones experimentales fueron: Ta 5, 10, 20, y 70 nM a dos
diferentes concentraciones de cofactor (2.5 y 10 mM) ambas
incubadas ademas, en presencia o ausencia de PTU a una
concentracidn de 10 mM; d) Ademas se probd el efecto de las
diferentes tironinas (Ta, Tx ¥ rTx) para determinar el sustrato
preferencial, mediante @nsayos de competencia. Las
concentraciones analizadas de dichas hormonas fueron: 40, 100,
00 y 1000 nM mediante diluciones isotdpicas, y se compararon
contra el control gue dnicamente contenia f251-T, 40 nM.

Todos los ensayos se realizaron a pH 7.0 y a una

temperatura de I7 @ C.

FITH0 CIRCADICO DE LA ACTIVIDAD DESYODATIVA.

Fara analizar el ritmo circédico, los animales mantenidos

bajo las condiciones mencionadas arriba, se sacrificaron (4-5

ratas por punto) a intervalos de tres horas durante el
transcurso  del dia. Los hipotalamos se homogenizaron
individualmente en una solucidn de sacarosa 0.32 M v
postericormente se centrifugaron a 1000 xg por 10 mirn & 42 C,

después de lo cual se recolectd el sobrenadante y se almacend a

~70= C hasta su analisis.
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DISTRIBUCION SUBCELULAR DE LA ACTIVIDAD 5D,

Todos los animales se sacrificaron entre las 09:00 h y las
12:00 h. Para obtener las diferentes fracciones subcelulares,
los homogenados se saometieron a ultracentrifugacidén en
gradientes de sacarosa de densidad discontinua de acuerdo a las
técnicas de Dodd, 1981; Loscher y col, 1985 y Gordon-Weeks,
1987. En resumen y como se esquematiza en la figura 8 el
homogenado crudo se centrifuga a baja velocidad (1000 xg) y el
sobrenadante se coloca sobre un colchdn de sacarcosa 1.2 M y se
somete a ultracentrifugacion (220 000 xg, durante 13 minutos) a
4= C. Se utilizd una ultracentrifuga Beckman L8, rotor Beckman
S0 Ti con 1los siguientes parametras: wit = 1.6 x 109
aceleracion y desacéleracian minimos.

De esta primera centrifugacién se obtuvieron las fracciones: 1)
mitocondrial (Pz); 2) interfase (1) que es una mezcla de
microsomas, mielina y sinaptosomas; asi como 3) un sobrenadante
{(52) o fraccidn soluble. Posteriormente la interfase se diluyd
con sacarosa (0.32Z M) a un volumen final de 2 ml, y se colocéd
sobre otro colchdn de sacarosa (0.8 M) y se sometid a una
segunda ultracentrifugacion bajo las mismas condiciones que la
primera. Las fracciones obtenidas de este segundo
fraccionamiento fueron: 4) microsomas (Mc) en suspensidn en la
fase superior; 5) mielina (M) en la interfase y &) sinaptosomas
en el precipitado (Sx). En general, todos los precipitados se
resuspendieron un una solucidn amortiguadora de Hepes tipo II a

pH 7.0 (sacarosa 0.32 M, Hepes 20 mM, DTT 20 mM y EDTA 1 mM).
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Todas las muestras se almacenaron a =702 C hasta la

determinacion de la actividad enzimatica.
IMETODOS ANALITICOS \ - i el i“ Foe J s

Actividad 5'D. La actividad 5'D se analizd mediante la
técnica de radioyodo liberado descrita por Leonard y Rosenberg
en 1980. Se utilizd como sustrato tiroxina marcada (trazador)
con 18R] (+2=]-T,4) (New England Nuclear) de alta actividad
especifica (1250 uCi/pg). La hormona fué repurificada para
2vitar falsas estimaciones en la cuantificacidn de yodo
liberado, que ademas de ser producido enzimdticaticamente,

puede deberse a la radiolisis de la misma hormona (ver méas

adelante).
Fara realizar los ensayos, los homogenados (eguivalentes a
determinada cantidad de proteinas, ver mas adelante), se

incubaron con  un voldmen de mezcla radiocactiva que contenia:
12%1-T, mas la tironina correspondiente fria para completar una
concentracidn final fija de 40 nM y ditiotreitol (DTT)
(Calbiochem, C0) 20 mM como cofactor en una solucidn
amortiguadora de Hepes a pH 7.0. La mezcla se incubd con
agitacion continua a una temperatura de 372 C y posteriormente
la reaccidn se detuva adicidnando 50 pyl de una solucion gue
contenia propiltiouracile (FTU) 10 mM, mas suero normal bovino
t1:21 v/v) w 350 pl de Acido tricloroacético (TCA) {Baker
Analized) al 10 Y. Los  tubos conteniendo la mezcla se

oy

centrifugaron a 2 500 rpm por 10 minutos a 4= C v la  fraccidn

49



RATAS WISTAR (200-260 g

. DECAFITACON Y DSECGION DEL Hp

HOMOGENZADO { 10 p/v )
EN SACAROSA 0.32 M

1000 Xg/10/4' C
= | .
& . P S
SACAROSA 12 M
220 000 Tnb'm'c
Se | T 1
[ ] | St
' c l
P2 SACAROSA 08 M
220 000 Xg/15'/4° C
Ss [ ! -
Ps I Ss
1
(s) (M) (Mc)
G

FIGURA 2. ESQUEMA EXPERIMENTAL DEL FRACCIONAMIENTD SUBCELULAR POR CENTRIFUGACION DIFERENCIAL EN
GRADIENTES DISCONTIMUOS DE GSACARDSA. ADARTADD DE DODD, 1981 LOSCHER, 1985 Y GORDON—WEEKS,
1987.



sobrenadante se pasd a través de una columna cromatografica de
intercambiao catidnico {Dowex  SOW-X2, RioRad), previamente
2guilibrada con acido acético (Merck) al 10 %. En cada
experimento se corrieron en paralelo cuatro tubos como control,
que contenian todos los reactivos exceptuando el tejido, en los
que las valores cuantificedos nos indican la desyodacidén no
mspecifica, v los cuales se restaron a los valores de cada una
e las muestras. Los gluados, se analizaron can ur
senectrom=tro oamma (Beckman), ¥ la actividad enzimdtica se
calculd mediante la cantidad de vyodo radicactivo liberado,
respecto al tiempo por miligramo de de proteina. Segun la
siguiente formula:

+2=1 liberado = L) X = [Tal

(mg proteinal (t°) (B0
en donde:

%

porcentaje de radioyodo liberado

2 = Posicidn del I en el anillo externo de la Ta

{(Ta) = cantidad de sustrato
{t') = Tiempo de incubacidn
80 = % de recuperacitn del 23] gluido

FURIFICACION DE LA HORMONA RADIOACTIVA.

Fara tal fin se utilizd una columna cromatocgrafica en fase
reversa (Sep-Pack Cim. Waters) montada en una jeringa de I ml

—oma sigues
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-La columna se activd con una solucion de fosfatos/metanol
{40:60). NagHPOs 0.1 M (Merck), metanol (Merck).

-La hormona se colocd y se hicieron pasar las siguientes
fracciones:

=500 pl de fosfatos 0.1 M (dos veces).

=500 ul de fosfatos/ metanol (40:60) (dos veces).

-La elucidn se continud con la adicion (6-7 veces) de 200
pl de una solucitn de metanol/amonio (99:1) (Merck).

-Se toman las fracciones colectadas de cada volumen, y se
cuentan por 0.1 min en el espectrdmetra gamma.

-Finalmente, las fracciones de metanol/amonio que
contenian el mayor nuamero de cuentas, se desecan con Nz y se
diluyen con una solucion amortiguadora de Kpi—-EDTA (KHzPOs 1 M

y EDTA 1mM respectivamente).

CUMNTIFICACION DE PROTEINAS. La concentracidn de proteinas se

determiné por el método de Folin Ciocalteu (Lowry, 1951).

ANALISIS ESTADISTICOS. En algunos casos, 1indicados en

resul tados, se utilizd un analisis de varianza de un solo
factor y una prueba de Scheffe; los resultados se consideraron

diferentes estadisticamente para p< 0.05



1V. RESULTADOS.

CARACTERIZACION DE LA VIA S "D HIPOTALAMICA.

a) Concentracicon de Proteinas y Tiempo de incubaciodn.

La figura 9 muestra que independientemente del tiempo de
ircubacion (3h o 4h), la actividad S°'D hipotalamica es lineal
an un  intervalo de proteinas que va de 200 a 400 upg. En este
intervalao de proteinas la actividad desyodativa se triplica
(0.5 a 1.3 % de radioyodo liberado). Ademas a partir de 400 ug
de proteinas, la actividad de la enzima decae gradualmente.

Fartiendo de estos resultados, los experimentos
subsecuentes se llevaron a cabo utilizando el rango de
proteinas dptimo (250pg - 300ug), y un tiempo de incubacidn de

Z horas.

b) Concentracidn de Sustrato y de Cofactor.

La figura 10 a muestra que la velocidad de la enzima depende de
la concentracidn de cofactor en el sistema. Utilizando 5.0 y 10
mM de DTT la actividad de la enzima exhibe un tipico patrdn de
saturaci6n (neseta)l aproximnadamente a los 40 nM de Ta. Si la
concentracidn de DTT ez menor (2.5 mM) se nota claramente gue
la velocidad de la enzima 88 menar, también presenta una
cinética de saturacidn v alcanza su méaxima actividad a 20 nM

Tay aungque la concentracidn de sustrato se vaya incrementando,
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Por otra parte, en 1la figura 10 b se representa 1la
actividad 5'D en funcidn de la concentracidn del cofactor. Se
puede notar que la actividad enzimatica aumenta
proporcionalmente al incremento en 1la concentracion de Te. Al
mismo tiempo se observa que independientemente de la
concentracidén de Ta, la actividad de 1la enzima describe un
patrdén de saturacidn a una concentracién de DTT de 5.0 mM.

Con los resultados anteriores (gréfica 10) se construyd la
figura 11, en donde se muestran las graficas primarias de
Lineweaver-Burk (1/V vs 1/[Tsl y vs 1/LDTT] respectivamente).
Estas, junto con las graficas secundarias (ordenada al origen
ve 1/[Tsl y wvs 1/I[DTT1) en el recuadro, nos permitieron
determinar los pardmetros cinéticos de la enzima. Para el caso
de la Ta, la Km obtenida fue de 28.2 nM y su VYmax fué de 185
fmol I-/mg proteina/h. Mientras que para el cofactor la Km y
Vmax obtenidas fueron: 3.5 mM y 167 fmol I-/mg proteina/h

respectivamente.

c) Inhibicién por PTU.

En la figura 12 se representa el efecto del inhibidor de
la actividad S°D hipotalamica (10 mM PTU). Esta se determind a
diferentes concentraciones de sustrato, y de cofactor en
ausencia o presencia del farmaco. E1 PTU inhibid la actividad
de la enzima Gnicamente a concentraciones de sustrato por
debajo de su nivel de saturacién (5, 10 y 20 nM), y cuando se

utilizd la concentracidn mas baja del cofactor (2.5 mM). Bajo



s Wy
oon ] AT
000
Vo= T i 1 /g grot " 2

am &40
80
s aw
! ar a2 a3
tal
L
wv
e ope
& oot
Wosars W8 bl | mg peol M .:_3"

T st o o83 0.

¥,
F:

L

e

e
& .
008 ot (8]

vT4e M

FIGURA 11. GRAFICAS PRIMARIA (DOBLE RECIPROCA) Y SECUNDARIA
(RECUADRO) DE LA CINETICA DE LA ACTIVIDAD S°'D HIPOTALAMICA. CADA
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3.5 mM Y Vmax =167 FMOL 1/MG PROTAH (FIG. B).
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estas condiciones, los porcentajes de inhibicién fueron: 47,
38.5 y 1B.5, rspectivamente. Utilizando una concentracidén mayor
de sustrato FSO nM de Ta) no se detecta inhibicidén alguna en la
actividad de la enzima.

Por otra parte, en presencia de concentraciones saturantes
de cofactor (20 mM), el PTU inhibidé la actividad enzimatica (&2
y 38 % respectivamente) solamente cuando se utilizan
concentraciones de Ts menores a su Km (5 y 10 nM). Mientras que
al utilizar wuna concentracidn de Ta préxima o por arriba de su
nivel de saturacién (20 y S0 nM) no se detecta inhibicidn

alguna.

d) Determinacidn del Sustrato Preferencial.

For otra parte y como un criterio adicional para reafirmar
los resultados obtenidos en el experimento anterior respecto al
tipo enzimatico, estudiamos el gfectu de las tironinas Ta, Ts ¥y
rTs, sobre la actividad 5°-D del HP. En la figura 13 se muestra
la influencia de las distintas HT en la actividad enzimatica.

Observamos que hubo una relacién inversa entre el
porcentaje de I- liberado y el incremento en la concentracidn
de cada una de las tironinas. También se observd gue en cada
una de las concentraciones empleadas, el mayor efecto
inhibitorio o competitivo se debid principalmente a la Ts. Esta
hormona a una concentracidn de 100 nM disminuyd a un 60 % su

actividad respecto al grupo control, mientras que a 500 y a



1000 nM se observd un porcentaje de actividad del 25 % y del 10
% respectivamente.

Este mismo efecto aunque en menor grado, también 1lo
presento la Ts, cuyas diferencias fueron significativas a
partir de wuna concentracion de 500 nM. Por otra parte la rTs
fué la gue presentd la menor potencia inhibidora sobre el % de
radioyodo liberado, descendiendo a partir de S5S00 nM y siendo
significativamente diferente del control hasta una
concentracidn de 1000 nM.

En base a estos datos se determind que la Ta es el
sustrato preferido por la desyodasa hipotalamica,

(aproximadamente 10 veces mayor que rTx).

PATRON CIRCADICO DE LA ACTIVIDAD S ' D—11 HIPOTALAMICA.

Con base en laos resultados obtenidos durante la
caracterizacién de la via de activacién de las HT, nos
propusimos determinar si la actividad 5D del HP de la rata
exhibia una ritmicidad circadica. En la figura 14, se graficd
la actividad de la enzima detectada en el tejido hipotaléamico,
en cada uno de los intervalos de tiempo analizados.

Como podemos observar, es evidente la existencia de un
patrén circa&dico en la actividad de 1la enzima, con el valor
maximo detectado a las 12:00 hr (25.0 * 5 fmol I-/mg
proteinash) y que va descendiendo hasta alcanzar su valor

minimo a las 03:00 hr (4.4 = 1.1)
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FIGURA 13. SUSTRATO PREFERENCIAL DE LA 5°'D HIPOTALAMICA.

DESPLAZAMIENTO DE LA Ta. POR TIRDNINAS. LOS RESULTADOS REFRESENTAM LOS VALORES DE
LN EXPERIMENTO TIFICO POR DUPLICADO. SE INCUBD: 40 nM DEL SUSTRATO RADIDACTIVO (Ta) JUNTD CON
CONCENTRACIONES VARIABLES DE LAS DIFERENTES TIRONINAS ENSAYADAS. EL CONTROL <L CONTABA UNICAMENTE CON
1:=I-T. 2 onM o+ TE nM DE Tae FRIA. L.AS DEMAS CONDICIONES DE ENSAYQ FUERON IGUALES A LDS
EXPERIMENTOS ANTERICRES. L 0S RESULTADOS SE EYFRESAN COMD EL % [DE ACTIVIDAD CON RESPECTO AL DONTROL
TOMADO COMO EL 100 5.
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FIGURA 14. RITMICIDAD CIRCADICA DE LA ACTIVIDAD 5°D-II
HIPOTALAMICA. CADA BARRA REPRESENTA LA ACTIVIDAD ESPECIFICA PROMEDIO * E.E DE (N = 35
HIPOTALAMCE DE RATAS SACRIFICADRE A LAS HORAS SENALADAS. LAS CONDICIONES DE INCUBACION FUERDN: T.a=
40 nM, DTT= 20 @M, 37« O/ T K, pH 7.0. LOS DATOS SE COMPARARON MEDIANTE LN
ANALISIS DE VARIANIA DE UNA VIA Y PRUEBA DE CiCHEFFE. (¥ P < 0,05). ENEL RECURDRD SE OBSERVA
€L COMPORTAMIENTO CIRCADICO DE Lh ACTIVIDAD ENIIMATICA.
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DE VARIANIA Y UNA PRUEBA [E SCHEFFE. # p <0.05 respecto a todas las demas
fracciones. ##* p < 0.05 respecto a las demas fracciones.



ZISTRIBUCICN SUBCELULAR DE LA S "D I1 HIPOTALGMICA.

El perfil de la distribucién subcelular de la actividad
desyodativa se muestra en la figura 15.

Encontramos que la actividad de la enzima 5'D-1I exhibe
una distribucidn diferencial en el tejido hipotalamico,
presentando los niveles de actividad mas elevados
(aproximadamente 84 % del total) en la fx correspondiente a los
microsomas, porcentaje equivalente a 1916.8 fmol I-/mg de
proteina/h. Asimismo y en orden decreciente, 1la actividad
especifica en las fracciones restantes fué: M= 115; Pa= 55.3;
Si= 4b6.4; ==42.2; H= 34.2; S= 29.32; P.=29.3 y finalmente la
fx I= 19.2.

El analisis estadistico (Analisis de varianza de un solo
factor), nos permitid determinar gque entre las fraciones, a
excepcidén de Mc y M, no existen diferencias significativas. Por
otra parte la fx de mielina es significativamente menor a la fx

microsomal y mayor al resto de las fracciones.
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V. DISCUSION.

Hasta donde sabemos este es el primer trabajo que
determina los parametros cinéticos v la distribucidn subcelular
de la S'D-I1 a nivel del hipotalamo; asi como su ritmicidad

circadica.

CARACTERIZACION CINETICA.

Los datos obtenidos en el presente estudio permiten
afirmar que la principal actividad $°D en el hipotalamo de la
rata, corresponde a la enzima tipo II. A juzgar por los
siguientes parametros:

a) el analisis grafico de la cinética enzimatica muestra
un mecanismo de accién secuencial, y sus constantes cinéticas,
(Km y Vmax) concuerdan con los valores reportados para la misma
isoenzima en otras estructuras (a excepcidn de la hipofisis
hovina), tales como la CC de rata, el cerebro total del embridn
de pollo, asi comoc la fx microsomal de la CC de rata (Cuadro
S). Sin embargn, se ha planteado que la hipéfisis posee
parcentajes iguales tanto de S'D-1 como de 5°'D-11. Mientras gue
en la CC se ha demostrado practicamente la existencia de los
tres tipos enzimaticeos (Tamaka y col, 1981).

b) Camportamiento frente a inhibidores: Empleamos un
farmaco con capacidad de inhibir Gnicamente a la isoenzima T5°'-D
tipo 1. Esta droga del género de las tioureas fue el PTU y la
susceptibilidad de la 5D hipotalamica a inhibirse en presencia

de FTU, corresponde al isotipo II, ya que sdlo detectamos
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inhibicidn de la actividad desyndativa a concentraciones
suboptimas, tanto de sustrato como de cofactor. En cambio, bajo
condiciones dptimas de experimentacicon, el PTU no i1nhibid la
actividad S°D.

Ademas, y & juzgar por los valores de Vmax determinados
durante los experimentos, encontramos que esta s una enzima
lenta (como todas las isoenzimas tipo Il estudiadas hasta
akhora), en comparacidn con el isotipo enzimatico S°D-1 la cual
presenta un mecanismo de accion tipo "ping-pong”, ¥ Que posee
una velocidad muy rapida.

Tomando esta diferencia en cuanto a la velocidad con que
funciona la S'D-II yv mediante el céalculeo de su eficiencia
catalitica (Vmax/Em), se aprecia gue en el caso del SNC (Cuadro
3), dicha enzima es indispensable para sostener la economia
tiroidea; accion que es mantenida notablemente aan en
condiciones de hipotiroidismo. Es decir, el consumo de HT en el
SN2 no s wve afectado por las fluctuaciones sistémicas
periféricas de las tironinas. Estas variaciones séricas se
deben principalmente a la rapidez con la que trabaja la 5'D-1I,
localizada en drganos como el higado y el riAdn los cuales al
sensar los niveles circulantes de tironinas, la activan o
tnactivan mediante mecanismos de ratroalimentacidn, parsa
mantenar la homeostasia tiroidea.

c) Encontramos que el sustrato preferencial para la S°D-
11 hipotalamica es la T4 (aproximadamente 10 veces mas que
rTs). A pesar de que en nuestros resultados la enzima fue

inhibida por la Tx, !a accion de ésta hormona estd implicada

-1



principalmentg (demostrada al menos "in vitro"), 2n mecanismos
de recembioc enzimdtico que favorecen la internalizaciédn de la
enzima en vegiculas intracelulares gue posteriormente se
fusionan con los lisosomas para proceder a su degradacién-—-
inactivacidn (Leonard, 1990). Este fendmeno se lleva a cabo a
través del mantenimiento de la estructura del citoesqueleto y
2n especial de los filamentos de actina del mismo, por lao que
en primera 1instancia, es relativamente dificil pensar gue esta
tironina sea el sustrato preferido por la enzima. Asimismo
observamos que la rTx compite con la Ts de manera significativa
para su desyodacidn, a concentraciones excesivas (1000 nM), que
no se presentan normalmente en €1 organismo.

Por otra parte, y como podemos ver 2n el cuadro I, la
actividad que deteﬁminamns en el HF posee una Km menos afin gque
la reportada para el cerebro total por Kaplan en 1981 mientras
que la VYmax es exactamente el caso inverso. Considerandoc el
arreglo morfoldgico vy la arguitectura de ambos drganos poademos
pensar que debido a gque el cerebro estd circundado por la
barrera hemato-encefadlica, el aporte de HT hacia la CC es mas
dificil; por lo tanto requiere la presencia de una enzima mucho
mas afin por su sustrato. E1 transporte de HT hacia el cerebro
se ve favorecido en parte por la presencia de la TTR en la
hatrrera hematoencefdlica, que funciona como un acarreador
dependiente de energles aungque con una capacidad reducida.

Fero ademas, una estructura gue se relaciona intimamente
con la barrera hematoencefalica, 21 plexo coroideo, interviene

en 21 mantenimiento de la economia tiroidea del SNC. Debido
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(posiblemente) a su elevado contenido de unidades de TTR
comparado con el plasma (10 veces mayor), asi como al hecho de
que la captura de Ta ¥y Tz no son saturables, dicha estructura
compensa el suministro de las tironinas a las diferentes
regiones del encéfalo (Robbins y col, 198%9).

Por otra parte, comparada con el HP la CC presenta una
‘“Ymax menor, adem&s 21 hipotdalamo funciona con una Km mayar
(menos afin), vy debido al hecho de que nao se encuentra
delimitado por la barrera hemato-encefalica, éste dérgano se
encuentra expuesto a los niveles circulantes de HT, es decir,
funcionaria como un sensor, el cual podria detectar ciertas
variaciones gque arriegsgaran _la fisiologia del cerebro, vy
mediante la activacidn de sus mecanismos de retroalimentacidn,

activaria a su S'D-11. Dicha enzima que posee una mayor

eficiencia, permitiria al organismo ajustarsa a las
fluctuaciones hormonales manteniendo consecuentemente, los
niveles intracelulares de HT yva gue dicho drgano es

privilegiado en cuanto =1 aporte de HT para mantener normales

=sus funciones.

PATRON CIRCADICO D LA 5 *D-11,

FPor otro lado ¥ a semejanza de lo que se ha reportado
para otras estructuras glandulares como la pineal y la glandula
de Harder, en este trabajo =ncontramos gque la actividad $'D-11
presenta una ritmicidad circadica. Hasta donde sabemos, este es
2] primer e2studio gue analiza la existencia de un ritmo

circddico en  la S°'D-15I. Sin ambargo, Yy & diferencia de 1los
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demss tejidos analizados, la S°'D-I1 hipotalamica presenta sus
niveles mas altos en la fase de luz, en sincronia con el patron
gque presenta la TRH.

Aungue la presencia del ritmo circadiano puede =star
asoriada con una redistribucidn del gasto energético, para
enfrentar nuevas situaciones fisioldgicas, el significado

funcional especifico de esta ritmicidad debe determinarse.

LOCALIZACION SUBCELULAR DE LA ACTIVIDAD. IZT‘

UNAM. FES

fAsimismo, determinamos gque en el HF, la S'D-1I1 mostrd un ZTACALA

enriquecimienta en 1a fraccidn correspondiente a las
micrpsomas, 1o cual coincide con la localizacidn de la 5S'D-1 en
diversps tejidos, y en parte con los datos reportados para la
5'D-1I1 en estructuras tales como la corteza cerebral. En este
argano s ha reportado tambieén, que se encuentra asociada a le
fraccidn que corraesponde A las wvesiculas sinaptosomales
(Leonard v col, 1982).

Sin embrago en el HP, la S'D-II difiere de la CC =n que
su actividad no se encuentra enriguecida en la fraccion
sinaptosomal. lo cual pensamos gue se debe 2n gran medida a gue
ambos drganos presentan un diferente arreglo morfofuncional. Ya
gque 2n el casc del MHP, éste contiens una elevada concentracion
de somas neuwronales cuya  funcidn es  integrar la  informacion
owroveniente del medio ambiente para rasponder de manera pronta
v adecuada,.  En cambio oen la CC encontramos la mayor vigueza ds
terminales Ejnéptnca;, nosiblemente =1 sitic en el qgue las HT

lercen Ssu accidn.



CONCLUSIONES.

lLos resultados obtenidos en el presente trabajo nos
permiten cumplir los objetivos planteados, ya que:

A) Determinamos los parametros bioquimicos de la S'D-1I en
el hipotAlamo de rata, los cuales fueron: para Ts, Em= 28.2 nM;
Vmar= 185 fmol I-/mg proteina/h. Y para DIT Km= 3.5 mM; Vmax=
167 fmol I—/mg proteina/h.

B} Detectamos 1la existencia de un patron de actividad
circadico para la enzima S'D-1I con wuna mayoar actividad
enpresada alrededor de las 12:00 - 18:00 h, y finalmente,

C) Analizamos la distribucidn subcelular de la S'D-II,
localizando un  enriguecimiento en la fraccidn correspodiente a
los microsomas.

Fodemos concluir gque ahora contamos con wn modelo de
estudio optimo para la determinacidn de la actividad S'D-I1,
haio diferentes condicianes fisioldgicas guea permitan
contribuir atn mas al entendimiento del mecanismo de accidn de
las hormonas tiroideas en particular; y en general, al estudio

de los mecanismos de regulacidn bioldgica.

T0
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