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ABREVIATURAS

A, adrenalina.

AMPc, monofasfato ciclico de adenosina.
ATP, trifosfato de adenosina.

BAT, tejido pardo café.

5'D, 5'desyodasas.

5D, 6 desyodasas.

5'DI, 5'desyodasa tipo |.

5'DIl, $'desyodasa tipo |.

5'DIl, 5'desyodasa tipo I

5DI, 5 desyodasa tipo Il

DA, dopamina.

DBD, dominio de unidn al DNA.

DNA, acido desoxirribonucleico.

cDNA, acido desoxirribonucleico complementario.
DEPC, dietilpirocarbonato.

DIT, diyodotirosina.

DTT, ditiotreitol.

FSH, hormona estimulante del foliculo.
G21, cDNA de la 5'Dl asilado a partir de una blbhoteca de higado de rata.
GH, hormona de crecimiento.

GSH glutatiéon reducido.

GSSG, glutation oxidado.

GTG, tioglucosa aurica,

HHT, eje hipotalamo-hipofisis-tiroides.
HIO, acido hipoyodoso.

HT, hormonas tiroideas.

I*, iodonio.

INE, yodo no extraible con butanol.

IRD, desyodacion del anillo interno.

IRE, elementos responsivos a fierro,
IRE-BP. proteina que se une al IRE.

Ki, constante de inhibicién.

Km, constante de Michaelis-Menten,
LBD, dominio de unién al ligando.

MIT, monoyodotirosina.

NA noradrenalina. |

ORD, desyodacion del anillo externo.
OT, oxitocina.

PCR. Amplificacién en cadena de la polimerasa. |
PCR-RACE, técnica para amplificar, mediante PCR los extremos de un cDNA
PTU, propiltiouracilo.

PRL, prolactina.

RAR, receptor a acido retinoico.



REE, rompimiento del enlace éter.

RNA, acido ribonucleico.

RNAm, acido ribonucleico mensajero.

RT, técnica de transcripcion inversa.

RT-PCR, transcripcion inversa y amplificacion en cadena de la polimerasa.
RXR, receptor a retinoide X.

RNAm, acido ribonucleico mensajero.

Se, selenio.

Se-cys, seleno-cisteina.

SECIS, secuencia de insercion para Se-cys.

T2, diyodotirosina.

Ts, triyodotirosina.

r'T,, triyodotironina reversa.

T4, tiroxina.

TBG, globulina transportadora de tiroxina.

TBPs, proteinas transportadoras de tlromnas

Tg, tiroglobulina.

TPO, tiroperoxidasa.

TR, raceptor a hormonas tiroideas.

TR-a, receptor a. a hormonas tiroideas

TR-B, receptor  a hormonas tiroideas.

TRAPs, proteinas nucleares auxiliares a TR. |
TRE, elemento que responde a hormonas tiroideas (secuencaas de DNA !ocahzadas en
regiones reguladoras de los genes blanco).

TRH, tiroliberina.

TSH, tirotropina.

TTR, transtiretina.

Tyr, tirosina.

Vmayx, velocidad maxima



RESUMEN

l.as hormonas tiroideas (HT) tienen acciones en practicamente todos los
tejidos del organismo, siendo éstas de dos tipos: influyen en desarrolio vy
maduracién, e intervienen en el metabolismo y regulacién del gasto energético
celular. Esos efectos se han explicado mediante ia unién de la hormona activa
triyodotironina (T3) a receptores nucleares especificos. Sin embargo en gran
medida estan determinados por la desyodacion organo-especifica de la tiroxina
(T4), principal producto de secrecién de la glandula tiroides, hacia T, o0 bien hacia
la triyodotironina reversa (rT,), a la cual no se le reconoce actividad biolégica.
Esta desyodacion es catalizada por enzimas denominadas desyodasa (5'D o 8D).
Las denominadas 5'Dl y 5'DIl catalizan la conversion de T4 a Ti, mientras que la
5Dl cataliza la formacién de rT;. Se considera que el papel fisioldgico de la 5'DlI
es proveer de T, al compartimento vascular, mientras que la 5'DIl produce T, para
autoconsumo tisular y la 5DIl es considerada como una enzima de inacticvacion.
La 5Dl es una enzima microsomal de 29 kDa, se encuentra localizada
prlnmpalmente en higado, rifidon y tiroides, aunque se ha detectado en otros
organos como el corazén, la hipdfisis anterior y la glandula mamaria. La clonacion
de la 5Dl a partir de una biblioteca de higado de rata mostré que poses un
aminoacido modificado (selenio-cisteina) en su sitio activo y que es codificada por
un RNAm de 2.1 Kb con 2 sefales de poluademlacnon (poliA). Previamente
habiamos reportado que la gléndula mamaria de rata lactante presenta una
actividad enzimética, que por sus caracteristicas cinéticas correspondia a la 5'Dl.
En esta tesis, utilizando algunos parémetros ‘complementarios de clasifi cacion
(inhibicién con tioglucosa aurica y determinacion del sustrato preferencial)
corroboramos que por sus caracteristicas cinéticas la 5'D mamaria corresponde a
la 5'DI. Ademds, utilizando las técnicas de northern blot, RT-PCR vy PCR-RACE
caracterizamos al RNAm de la 5'Dl mamaria; y secuenciamos diversos fragmentos
de su cDNA. Nuestros resultados muestran que el RNAm para la 5'Dl en mama es
homélogo al hepatico hasta la primera sefial de poliadenilacion, es decir genera
una proteina idéntica a la hepética, pero es 0.46 Kb mas corto en la regién 3' no
codificante. El significado fisiolégico de este hallazgo no se ha explorado, pero
estudios en otros RNAm indican que la region 3' no traducible interviene en el
control de la estabilidad de! RNAm y representa un sitio de regulacidn funcional.



ABSTRACT

Thyroid hormones are important in regulating metabolic processas in all
tissues and during development. Their actions seem to be mediated by the binding
of the active hormone T; to specific nuclear receptors. Nevertheless, their effects
are determinate by the organ-specific deiodination of T,, thyroid gland principal
secretion product, to T; or to rT;, hormone without biological role. This reaction is
catalyzed by enzymes called deiodinases. Two of them: §'DI and §'Dil catalyze the
deiodination of T, to Ta, and 5DIll catalyze the rT; formation. 5'Di is a microsomal
protein of approximately 29 kD in size which is expressed predominantly in the
liver, kidney, and the thyroid gland, but it is also detected in other organs such as
heart, anterior pituitary gland, and lactating mammary gland. Sequence analysis of
the rat liver enzyme has revealed that it contains the uncommon aminoacid
selenocysteine (Se-Cys) at its active site and it is codified by a mRNA of 2094 bp
with two potential polyadenylation signal sites. On previous studies we
demonstrated that the mammary gland expresses DI activity during lactation. In
this thesis we used other complementary classification parameters (gold
thioglucose inhibition and preferential substrate characterization), we corroborated
by its kinetic parameters that mammary 5'D corresponds to a 5'DI. We also used
northern blot, RT-PCR and PCR-RACE to characterize mammary 5'DI mRNA. Our
results show that mammary 5Dl mRNA is identical to its hepatic counterpart, until
the first polyadenylation signal, therefore the protein codified is identical to the
hepatic one, but its mRNA is 0.46 Kb shorter in the JUTR region. The
physiological meaning of these findings has not yet been elucidated, however,
several studies in other messengers have demonstrated that the 3'UTR s

involved in the control of stability of mRNA and represents a site of functional
regulation.



INTRODUCCION

Aunque las hormonas tiroideas (HT) ejercen una amplia variedad de
acciones y efectos bioldgicos, su principal papel fisiologico en los homeotermos
es regular el gasto energético del organismo. Este efecto estd mediado por la
unién de las HT a receptores nucleares especificos, y se ha mostrado que la
triyodotironina o T; es la principal hoarmona activa. L.a glandula tiroides sintetiza y
secreta el 100% de la tiroxina o T4 y, dependiendo de la especie, entre el 5 a 25%
de la T; circulante. El resto de la Ty es de origen extratiroideo, y es generada en
los diferentes o6rganos y tejidos por la accion de enzimas especificas
denominadas 5'desyodasas (5'D). Estas enzimas remueven un atomo de yodo del
anillo externo de la molécula de T, dando lugar a la formacién de la Ts. También,
en los diferentes tejidos del organismo, la T4 y la Ts pueden ser desyodadas en el
anillo interno y generar en ambos casos tironinas sin actividad biolégica conocida;
vgr, la triyodotironina reversa (rTa) y la diyodotironina (T.), respectivamente. A
estas desyodasas que inactivan a las tironinas se les denomina 5 desyodasas o
5D. Por su importancia en regular la concentracion intracelular de tironinas con o
sin actividad bioldgica, se ha considerado que las desyodasas son una parte
esencial de los mecanismos de regulacién energética u homeorréticos del
organismo. Es decir, se ha sugerido que estas enzimas regulan el gasto
energético de cada 6rgano mediante la produccién local de hormona activa o
inactiva. En este trabajo se analiza bioquimicamente el tipo enzimatico presente .
en la gldndula mamaria lactante. Igualmente se describe el tamafio y la secuencia
del RNA mensajero, asi como la correlacién RNA/actividad especifica de esta
desyodasa mamaria durante el ciclo reproductor de la rata. Para hacer explicita la
importancia del trabajo a continuacién se describen, en una primera parte,
aspectos generales sobre las HT y su desyodacion, asi como sobre el desarrolio
de la glandula mamaria. También se revisa la informacién disponible acerca de la
participacién de las HT, tanto en el desarrollo de la glandula mamaria como
durante la lactancia. En una segunda parte se desglosan el plantsamiento del

problema, los objetivos y el material y métodos. Finalmente la tercera parte
contiene los resultados y !a discusion.



ANTECEDENTES
Fisiologia tiroidea

Las HT son las unicas moléculas bioactivas conocidas que contisnen uno o
mas atomos de yodo en su estructura. Las que poseen bioactividad reconocida
son la T4 y la Ty, siendo esta ultima 5 a 10 veces mas activa que la primera
(Larsen & Ingbar, 1992). En la Figura 1 puede apreciarse que la estructura basica
de las HT corresponde a aminoacidos modificados denominados yodotironinas, ya
que son derivados yodados de la tironina. También se muestra la estructura de la
tirosina (Tyr), la monoyodotirosina (MIT), que como su nombre lo indica posee un
yodo vy la diyodotirosina (DIT), que contiene dos. Estas dos ultimas se consideran
como precursores de T4y T (Taurog, 1991).

La glanduia tiroides

En la mayoria de las especies mamiferas, la glandula tiroides es un érgano
impar constituido por 2 Idbulos, unidos por un istmo. Se encuentra localizada en
el cuello, en las caras ventral y lateral de la traquea, y caudal hacia la laringe. En
el humano es ventraimente convexa y dorsalmente concava debido a su posicién
anatoémica en relacion a la traquea. La unidad funcional de la gléndula, en todos
los vertebrados la constituye el foliculo tircideo; una estructura mas o menos
esferica formada por una monocapa de células epiteliales, también llamadas
celulas foliculares o tirocitos, que rodean a un lumen. Los tirocitos poseen una
marcada polaridad, identificandose una membrana apical hacia el lumen y una
membrana basal hacia el fluido extracelular. En la membrana apical se identifican
microvellosidades, y pseuddpodos en condiciones de estimulacién de la gléndula.
Ademas estudios citoquimicos muesiran la presencia de peroxidasa,
aminopeptidasas y generacion de perdxido de hidrégeno sélo en la membrana
apical, y de ATPasa Na'/K’ sélo en las membranas basal y laterales (Ekholm &
Bjorkman, 1980). El lumen es un espacio extracelular lieno de un fluido proteico
en el que se almacenan las HT. La tiroides es la unica glandula endocrina que
almacena su producto de secrecion en un compartimento extracelular, El coloide
que compone al lumen es una solucidn acuosa o gel cuyas propiedades varian
con el grado de estimulacion de ia glandula. Esta constituido principaimente por
proteinas entre las que destaca la tiroglobulina (Mc Nabb, 1992, Escobar et al,
1992). La glandula estd abundantemente irrigada y posee uno de los flujos
sanguineos por gramo de tejido més altos del organismo (Mc Nabb, 1992). Esta
inervada tanto por fibras adrenérgicas como colinérgicas provenientes del ganglio
cervical superior y del nervio vago, respectivamente. Asi se encuentran fibras
aferentes que atraviesan los nervios laringeos y regulan un activo sistema
vasomotor. Una de las funciones del estimulo nervioso es regular el flujo
sanguineo hacia la tiroides. Aunque cambios agudos en el flujo sanguineo

p
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Figura 1. Estructura quimica y nomanclatura de fas tnrosmas y las tironinas. (A) Se mueslra
la estructura bésica de la tirosing, y de sus productos yodados, MIT y DIT, asi como de sus
derivados, las tironinas (B). También se muestra su nomenclatura y las abreviaturas utilizadas.
Nétese que dependiendo del nimero y posicidn de los yodos, éstas reciben nombres diferentes.
Ast mismo puede apreciarse que el anillo denominado tirosilo o intemo tiene una cadena de

aminoé4cido en la posicion 1, mientras que el anilto fenilo o extemo posee un grupo hidroxiio en la
posicién 4.
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no parecen alterar la tasa de liberaciéon hormonal, influencian la disponibilidad de
tirotropina (TSH), yoduro y sustratos metabdlicos que puedsn eventualments
tener efectos en la funcién y crecimiento glandular. Ademas de la inervacion
vasomotora, hay una red de fibras adrenergicas con terminaciones cerca de la
membrana basal del foliculo y se encuentran receptores adrenergicos en las
membranas plasmaticas. Estos hechos junto con la capacidad de las
catecolaminas de afectar el metabolismo intermediario del yodo en tiroides, tanto
in vivo como in vitro, indican que el sistema nervioso simpatico puede influir en la
funcion tiroidea tanto a través de un efecto directo sobre la célula folicular, como
a través de regular el fiujo sanguineo (Larsen & Ingbar, 1992).

Sintesis y secrecidn de las hormonas tiroideas (HT).

En la Figura 2, se muestran los principales eventos en la sintesis y
sacrecion de las HT. A continuacion se describen brevemente dichos eventos.

Tiroglobulina (Tq). La Tg es la matriz polipeptidica donde se realiza la biosintesis
de las HT. Es una glicoproteina de alto peso molecular, que en el humano es de
660 kDa. Esta formada por 2 subunidades idénticas que contienen 67 residuos
tirosilo por mondmero, sin embargo, sélo 17 de ellos son susceptibles de ser
yodados y no todos dan lugar a la formacién de yodotironinas. Se ha descrito que
hay 7 residuos especificos para la formacion de HT, tambien llamados sitios
hormonogénicos. Cuatro de estos sitios son los més frecuentemente utilizados y
generan 3 tiroxinas y una triyodotironina. Los otros tres sitios son yodados con
menor eficiencia, sin embargo, el empleo y grado de yodacion de estos sitios

varia entre especies y puede modificarse por el aporte de yodo o por la
astimulacién de TSH (Taurog, 1991).

Captura de Yodo. La glandula tiroides captura el yodo proveniente de la dieta en
forma de yoduro. Se conoce que la captacion de este yoduro es un proceso
activo, dependiente de energia e intimamente relacionado con la ATPasa Na'/K'.
La naturaleza proteica de dicho transportador se ha confirmado mediante su
reciente clonacion (Dai et al, 1996). En cuanto al mecanismo operacional, la
hipdtesis mas aceptada hasta la fecha propone un mecanismo de cotransporte de
sodio y de yoduro. La actividad de este transportador es influenciada por una
variedad de factores fisiologicos, de los cuales ei mas importante es la
estimulacion por TSH. En efecto, TSH incrementa el transporte de yoduro y la
hipofisectomia lo reduce (Larsen & Ingbar, 1992, Taurog, 1991).

Oxidacion del yoduro y organificacion. Una vez incorporado‘ al tirocito, el yoduro
es oxidado para formar yodonio (I') o &cido hipoyodoso (HIO). La elevada
reactividad de estos compuestos provoca su incorporacion (organificacion) a los
residuos tirosilo de la Tg para formar residuos MIT o DIT. Esta oxidacion es
catalizada por una peroxidasa especifica de la glandula denominada
tiroperoxidasa o TRPO. Mediante el empleo de anticuerpos monoclonales se ha

i1
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‘Figura 2. Sintesis y secrecion de las hormonas tiroideas. Se ilustran los pnncupales procesos
en la sintesis y secrecién de las HT: (a) captura de yoduro, (b) oxidacién a yodonio o écido
hipoyodoso, (c) yodacién de la Tg, (d) acoplamiento, (e) absorcion del coloide, (t) protedlisis de la
Tg, (0) liberacién de las HT, (h) desyodacién de MIT y DIT y reutilizacién del yoduro. TPO,

~ tiroperoxidasa; Tg, tiroglobulina; MIT, monoyodotirosma DIT dlyodotimsma (modiﬂcado de
Taurog, 1891).

descrito que esta enzima se localiza predominantemente en el borde apical de la
célula tiroidea y se ha sugerido que esta reaccién de organificacion del yodo se
lleva a cabo en la interfase célula-lumen. Al igual que el transporte de yoduro el
grado de organificacion de yodo disminuye con la hipofisectomia y se mcrementa
con la administracion de TSH (Larsen & Ingbar, 1992).

12



Acoplamiento. La sintesis de las tironinas Ty y T4 a partir de las yodotirosinas
requiere la fusion de una molécula de DIT y una de MIT; o bien, de dos moléculas
de DIT, respectivamente. Esta reaccion recibe ¢l nombre de acoplamiento vy
aunque el mecanismo funcional aun no se conoce del todo, involucra la
participaciéon de perdxido de hidrogeno, de la TPO y de la estructura terciaria de
la Tg. Se plantea el acoplamiento de dos radicales libres de DIT unidos a Tg, para
formar un intermediario quinol-eter, y su posterior ruptura para formar un residuo
de T4 y un residuo de alanina o de dehidroalanina sin el rompimiento del enlace
peptidico (ver Figura 3). Como puede apreciarse, la estructura terciaria de la Tg
es esencial; asi se ha propuesto que los plegamientos de la proteina permiten
que dos residuos tirosilo yodados se encuentren suficientemente cerca uno de
otro para ser acoplados. Esta caracteristica ha permitido explicar el porque

existen soélo algunos sitios hormonogénicos en la Tg (Larsen & Ingbar, 1992,
Taurog, 1991).

Hidrdlisis de la Tg y secrecion de las HT. Las T, y T3 integradas a la cadena
polipetidica de la Tg son almacenadas como coloide en el lumen folicular. Cuando
el tirocito es estimulado por TSH, en la membrana apical ocurre una
macropinocitosis de material del lumen. Estas gotas de coloide viajan dentro del
tirocito hacia la membrana basal donde se unen a lisosomas. Por medio de
proteasas y peptidasas la Tg es degradada y da lugar a las HT libres, péptidos
pequefios, asi como a MITs y DITs que seran desyodados por una flavoproteina
capaz de desyodar tirosinas pero no tironinas, £l yoduro liberado de esta forma es
reutilizado para la sintesis de nuevas HT. Las tironinas son secretadas por la
membrana basal aparentemente por difusion. Parte de la T, secretada puede ser
recapturada y desyodada hacia Ts por accién de la §' desyodasa presente en la
tiroides. Asi, en condiciones fisiolégicas estables, la glandula tiroides secreta el
100% de la T4 y el 20% de la T, circulante. Ei 80% restante de la Ts, asi como el

resto de tironinas circulantes son generadas por desyodaciones periféricas
extratiroideas (Larsen & Ingbar, 1992).

Proteinas Transportadoras

Debido a sus caracteristicas hidrofébicas, sélo el 1% de las HT circulan en
el torrente sanguineo en forma libre, el resto lo hace asociado a transportadores o
acarreadores. Estos acarreadores son principalmente proteinas elaboradas por el
higado y reciben el nombre genérico de proteinas transportadoras de tironinas o
TBPs. Hasta la fecha se han identificado las siguientes: La globulina
transportadora de tiroxina (TBG), la transtiretina (TTR), antes llamada
prealbimina, la albumina y algunas lipoprotsinas. Las TBPs varian entre si por su
concentracién, asi como por sus constantes de afinidad y de disociacién con las
HT. Estas uniones a las diferentes TBPs determinan las diferentes velocidades de
recambio y distribucion de las HT y se considera que las TBPs amortiguan los
cambios en la fraccién libre, reducen la velocidad de recambio y se ha sugerido
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que pueden transportar a las HT hacia un determinado tejido de manera

especifica.

Globulina Transportadora de Tiroxina (TBG). Es una glicoproteina de 54 kDa que

contiene un 20 % de carbohidratos, y posee un solo sitio de unién a T, 0 a Ts por
molécula. Esta presente solo en mamiferos y transporta cerca del 70% de la T, y
Ts. Es la TBP con la mayor constante de afinidad para HT, por lo que se ha
interpretado que su funcién es mantener la poza de HT circulantes. En mujeres
gestantes o0 en aquellas recibiendo estrogenos, la sintesis y los niveles
circulantes de esta proteina aumentan significativamente y dan una imagen de
pseudohipertiroidismo (Mc Nabb, 1992),
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Figura 3. Reacclén de acoplamiento. Se muestra el esquema hipotético para la formacion intramolecular
de T4. Como se indica el residuo tirosilo 5, es el principal sitio hormonogénico (torado de Taurog, 1991).
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Transtiretina (TTR). Esta constituida por 4 cadenas polipeptidicas iguales, cuyo
peso molecular total es alrededor de 55k Da. Posee dos sitios de unidon a Ty, uno
con mucho menor afinidad que el otro. La TTR transporta Unicamente el 10% de
las HT, sin embargo contribuye mucho mas que la TGB a la poza de hormona
libre que sera utilizada por las células. La explicacion a esto es que une a las HT
con menor afinidad y por lo tanto se disocia de ellas mucho mas rapido. Se cree
que esta proteina junto con la albumina es la encargada de abastecer HT a los
diferentes tejidos. Es la Uinica proteina transportadora de HT que se sintetiza en el
cerebro. La concentracion de su acido ribonucleico mensajero (RNAm) en plexos
coroideos es cerca de 25 veces superior a la del higado, y se ha sugerido que
una de sus funciones es concentrar T, en el sistema nervioso central. Aunado a lo
anterior se conoce que la TTR, también participa en el transporte de vitamina A o
retinol, ya que forma un complejo con la proteina transportadora de retinol
(Robins, 1991, Mc Nabb, 1992).

Albumina. La albumina transporta entre un 15 a 20 % de las HT circulantes.
Presenta un sitio de union relativamente fuerte y otros 4 de uniéon muy débil. En
general su afinidad por las tironinas es menor que la de la TTR y por lo tanto su
disociacion es muy rapida. Se considera que en situaciones fisiologicas estables,
las HT disponibles para las células son las transportadas por la albumina.

Lipoproteinas. Se trata del grupo denominado de alta densidad y acarrean cerca
del 3 al 6% de HT. Aunque parecen tener una participacion menor en el
transporte de HT en la sangre, se ha mostrado que pueden intervenir de manera
importante en el transporte de HT del espacio intersticial hacia las células.
Efectivamente se ha demostrado que estas proteinas pueden ser internalizadas
por receptores especificos en las células (Robbins, 1991).

Mecanismo de accion de las HT

Para ejercer sus acciones en los tejidos blanco, las HT deben
internalizarse en las células. Por su caracter liposoluble, inicialmente se postuld
que las HT entraban a la célula por difusién pasiva (Freinkel et al, 1957). Sin
embargo estudios mas recientes han mostrado que la entrada tanto de T, como
de T4 hacia la célula es un proceso dependiente de energia, inhibido por baja
temperatura, correlacionado con el contenido de ATP intracelular, y en el que
parecen tener un papel importante proteinas membranales capaces de unir a HT.
Ademas se ha observado que las HT se cotransportan con proteinas séricas, de
hecho se ha planteado que las HT se transportan a través de un mecanismo
especial de endocitosis conocido como potocitosis (Krenning & Docter, 1986,
Ichikawa & Hashizume, 1991)

EI mecanismo de accion de las HT se ha estudiado por muchos afos y se
llegd a sugerir que actuaban quelando cobre, que modificaban directamente la
actividad de enzimas individuales; o bien, que ejercian un efecto inmediato vy
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directo sobre las mitocondrias. Asi llego a interpretarse al hipotiroidismo como un
ejemplo generalizado de disfuncion mitocondrial. Actualmente el mecanismo mas
aceptado para explicar la accidén de las HT es el originalmente propuesto por
Tata, en donde se postula que la funcién de las HT estd mediada por el
incremento de la expresion de genes nucleares especificos. Este mecanismo no
descarta que las HT también ejerzan acciones extranucleares vgr, en la
membrana celular y en la mitocondria. El descubrimiento de Oppehsimer y
Samuels de sitios nucleares de union para HT con alta afinidad y baja capacidad
marcod el inicio de la caracterizacidn de los receptores nucleares para HT
(Oppenheimer et al, 1994).

Receptores nucleares. Efectivamente en aiios recientes el mecanismo por el cual
la T5 controla la sintesis de proteinas especificas ha recibido gran atencién y su
efecto molecular a nivel de la expresion génica comienza a entenderse. Las
evidencias sugieren que este mecanismo involucra la interaccion de un complejo
receptor-hormona tiroidea, con secuencias especificas reguladoras del acido
desoxirribonucléico (DNA) localizadas en los promotores de genes que responden
a T;. Los efectos de la T; en los niveles de los RNAm parecen ser Organo-
especificos y se correlacionan con la presencia de sitios nucleares de unién con
alta afinidad para T;. La hormona puede asi regular la expresion genética,
incrementando o reduciendo la produccion de RNA (Nikodem et al, 1980). En la

Tabla 1 se muestran los efectos de T;, en la transcnpclén de algunos de los genes
que responden a HT.

GEN RNAmM Transcripcion Latencla (hs) Tejldo

GH 110 T 10 <0.5 células GC
Omitrin aminotransferasa 13 ) >4 rifion
Fosfoenolpiruvsto carboricinasa 1 4-6 1 4.8 n.d. higado
Enzima malica 1 11-18 13-4 2 higado
a-miosina (c. pesada) 1 T <4 miocardio
Renina 16 n.d, 1 ~ G. submandilar
Citocromo C 13-4 13-4 12 higado, rifén
ATPasa Na, K (s/tt a) 17 11 n.d. higado
ATPasa Na, K (s/u p) 12 T2 n.d. rifdn
T nina (UCP) 14 T 4 2 | BAT
fi-miosina (c. pesada) <4 miocardio
TSH

s/ a 05 tumor tirctrépico

s/up tumor tirotrépico
TRH n.d. hipotdlamo

Tabla 1. Efecto de las hormonas tiroideas sobre los niveles de RNA mensajero (RNAm) y tasa de
transcripcion de algunos genes blanco. Los niveles de RNAm, asi como la veloctdad de

transcripcion se expresan como el nimero de veces que cambian por Ts. T, induccitn; ¢, represion.
n.d., no determinado. Modificada de Nikodem et al, 1990.

Estos receptores nucleares especificos estan constituidos por proteinas no
histonas intimamente asociadas a la cromatina y unen a las HT con alta afinidad y
especificidad y baja capacidad (Oppenheimer et al, 1987). Son los homdlogos
celulares del oncogene viral v-erbA, que junto con el v-erb B pueden causar

16



eritoblastosis en pollos y forman parte de una superfamilia de receptores
nucleares en la cual estan incluidos los receptores a esteroides, a la vitamina D y
al acido retinoico como puede verse en la Figura 4 (Forman & Samuels, 1980). Se
han descrito dos tipos de receptores para HT, codificados en cromosomas
distintos. El receptor clonado a partir de una biblioteca de embrion de pollo,
llamado receptor a HT o (TR-a) esta situado en el cromosoma 17, en el humano;
mientras que el clonado a partir de una biblioteca de placenta humana y conocido

como receptor a HT B (TR-B) esta situado en el cromosoma 3 (Oppenheimer et al,
1994).

| Aunado a lo anterior, ambos cromosomas pueden dar origen a dos
transcritos distintos por el mecanismo llamado "splicing alternativo”. Este
mecanismo corta pedazos de la secuencia en sitios especiales del transcrito
inmaduro y da lugar a la formacién de dos RNAm maduros que se traducen en
dos proteinas distintas. En el caso del TR-a, éstas se conocen como TRa-1y ¢-
erbAa-2. Estas dos proteinas son idénticas en los residuos aminoacidos 1 a 370,
pero difieren marcadamente después; el c-erbAa-2 contiene una region carboxilo
terminal modificada y no puede unir a Ty (ver Figura 4). Igualmente, este receptor
se une débilmente a los elementos que responden a HT o TRES (secuencias de
DNA localizadas en regiones reguladoras de los genes blance) y no puede
transactivar a los genes que responden a HT. De acuerdo a lo anterior, el TRa-1
es un auténtico receptor a HT mientras que el c-erbAa-2 no puede considerarse
como tal, y se especula que su papel sea inhibir la accion de las HT. Hay también
dos TRs codificados por el gen TR-p. En este gen hay dos regiones promotoras,
cada una de las cuales son esenciales para transcripcion de un RNAm especifico.
La eleccion del promotor y/o el splicing alternativo del RNA generara la formacion
de RNAm para las formas TRB-1 o TRB-2. Las secuencias de aminoécidos de la
regién de unién al DNA (DBD), la regién bisagra, y el dominio de unién al ligando
(LBD) son idénticas entre estos dos receptores (ver Figura 4), mientras que la
region amino terminal es diferente. Ambos son auténticos receptores a HT en
virtud de su capacidad de unirse a TRESs, y a HT con alta afinidad vy GSPGCIfICIdad
y poseer la habilidad de transactivar genes que responden a HT. La expresion de
TRp-1 en tejidos de rata es muy amplia, mientras que TRB-2 se restringe a la
hipéfisis anterior y a regiones especificas del hipotdlamo (Oppenheimer, 1994).

Se ha visto que los TRs se unen a TREs naturales y sinteticos como
mondmeros, homo y heterodimeros TRa-1 y TRp-1, ademas pueden formar
heterodimeros con las llamadas proteinas nucleares auxiliares a TR (TRAPSs) que
incrementan la unién de los TRs a los TREs (Murray & Towle, 1989).
Especificamente, se ha observado que los TRs forman heterodimeros con
~ receptores de acido retinoico, y retinoide X (RAR 'y RXR). La heterodimerizacion
de los TRs con estas proteinas incrementa su union a los TRES, y en el caso de
los complejos con RXR se tienen evidencias de que se incrementa la transcripcion

de genes especificos. En la Figura 5 se muestra el modelo propuesto para la
transactivacién de genes mediada por Ts.
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HOMOLOGIA: Hipervariable Conservada (>40%) Variable Variable ( ~20 %)
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c-erbAa-~2 e 86 72 82

Figura 4 Estructura de los receptores nucleares a HT. En el panel A se muestra la estructura
gcneral de la superfamilia de receptores nucleares, de la cual forman parle los receptores a HT,

asi mismo se seialan los diferentes dominios funcionales en que se ha divido dicha estructura. En
el panel B se muestra la organizacion y homologia en la secuencia de aminoacidos para los
receptores a HT. Los numeros al inicio y final de cada proteina esquemética corresponden al
nimero de aminoacidos de cada isoforma; los nimeros dentro de los dominios esquematicos
corresponden al porcentaje de homologia en la secuencia de aminoacidos con tespecto al TRj3-2
(modificado de Forman & Samuels, 1990; Ribiero et al, 1995).
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Figura 5. Mecanismo de accién de la T3. Se muestra el modelo propuesto para el efecto de la
Ts en el complejo formado entre el receptor a HT (TR) y los elementos que responden a HT
(TREs) y ia actividad transcripcional. Las elipses representan a los receptores a HT, los trifngulos
a proteinas auxiliares del receptor a HT (TRAP) o al receptor a &cido retinoico (RXR) la barra
representa al DNA; la regién sombreada un TRE, y las flechas dobladas representan la actividad
transcnpclonal Asi la activacién del gen que responde a HT, representada por la flecha gruesa
(lado derecho del panel intermedio) corresponde a la formacién del heterodimero entre el TR y
TRAP o TR y RXR, estando presente la T3; mientras que en la parte superior e inferior, también
del lado derecho se muestran dos estados basales de activacién de la transcripcién, nuevamente
estando presente la T,. En el lado izquierdo se muestran los estados en los que no esté presente
la T3 y como se indica en |a figura, en estos casos la actividad transcripcional esta reprimida, es

decir sus niveles son aun mas bajos que en condtclones basa!es (modificado de Yen & Chin
1994).
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Efectos fisioldgicos

Las HT tienen acciones en practicamente todos los 6rganos y tejidos del
organismo. Sus efectos pueden ser directos o indirectos (permisivos), vy se
agrupan en dos grandes categorias: efectos metabdlicos y efectos sobre el
desarrollo. En la Tabla 2 se resumen sus principales acciones. Aunado a lo
anterior, sus efectos pueden agruparse de acuerdo al periodo de tiempo
requerido para manifestarse. Asi, entre los mas tempranos o inmediatos (minutos
a horas), estan aquellos asociados con modificaciones en la permeabilidad de la
membrana y el transporte de iones, fosfonucledtidos, aminoacidos y glucosa.
Entre los de escala intermedia (2 a 18 hs) se encuentran los que involucran el
incremento en produccién de proteinas y en el consumo de oxigeno. Finalmente,
a mayor plazo (horas o dias) se incluyen sus efectos sobre el metabolismo basal y
los morfogénicos (Mc Nabb, 1992, Escobar et al, 1992). Vale la pena destacar
que aunque la hipdtesis nuclear es la mas aceptada y permite explicar
practicamente todas sus acciones, existen otras dos hipétesis, que sin ser
excluyentes de la anterior, explican algunos de sus efectos calorigénicos. Una
postula un efecto directo en la mitocondria, a través de su unién a receptores
mitocondriales, acelerando la fosforilacion oxidativa mitocondrial. La otra hipotesis
sugiere que el efecto calorigénico es secundario a la estimulacion inmediata
sobre la ATPasa Na+/K+ de membrana.

Celorigénasis
Favorecen la glucdlisis y consumo de O,

Metabolismo de vitaminas
Participan en ia sintesis de vitamina A.

T sintesis s/unidades y actividad bomba Na/K ATPasa
dependiente. Controtan sintesis UCP en grasa parda.

Crecimiento y diferenciacién celular

T cracimiento somdtico; transcripcién de GH. Maduracitn
sistema neorvioso, osificacion epifisiaria.

Moetabolismo de los carbohidratos
T absorcion y utilizacién de glucosa, glucogendlisls,
degradacién de insufina.

Metabolismo de lipidos

T sintesis, degradacién y excrecién biliar de colesterol y
acidos bilisres.

Metabolismo proteico
Anabolismo, Catabolismo (depend&endo da los niveles),

Metaholismo muscular

{ conversién de creatinina a P-creatinina, principal fuente
energética,

Metaboligmo hidroefactrolitico
T fitracién glomerular y NA-triuress.

{ fosforilacién de tlamina. T demanda de atros companentes
del complejo B.

Sistema narvioso central

Esencialos (periodo critico) en desarrollo y madurscién
neurona), modulan fa velocidad conduccién-excitablidad y
regulan patrones conductuales.

Sistema cardiovascular

Tlenen efecto ino y cronotrdpica.

T transcripcidn a-miosina, 4 transcripcion
{-miosina. Sinergismo con catecolaminas.

Sistema hematopoyético

Participan en sintesis de heméglob!na absorcién de By y
dcido fdlico,

. Aparaio gastrointestinat-higado

Regulan velocidad transito intestinal. Deplecién de glucbgeno
hepatico, A

Funcién hlpoﬁsiaria
Particlpan en sintesls y secrecidn da GH, FSH, LH y PRL.

Funcién reproductora ’

Gonadas: necesarias para funcién gonadal mpmducclén
normal.

Mama: esenciales para diferenclacién/  determinacion

funcional de primordios alveolares. Forman parte del__ o

complejo galactopoyético,

Tabla 2. Algunos efectos de las honmonas tiroldeas en mamiferos. UCP, termogenina; GH, bonmna de creumienlo FSH
hormona foliculoestimulante; LH, hormona luteinizante; PRL, prolactina (modificade de Gémez et al, 1993)
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Regulacién de la funcion tiroldea

La sintesis y secrecion de las HT elaboradas por la glandula tiroides esté
sujeta a un estricto sistema de control y regulacion, en el que intervienen una
compleja cascada de sefiales nerviosas y endocrinas especificas denominadas eje
hipotdlamo hipdfisis-tiroides (HHT);, asi como mecanismos de autorregulacion
intrinsecos de la gldndula tiroides en los que participa el yodo (Gomez et al, 1990Q,
Larsen & Ingbar, 1992).

Eje hipotalamo-hipofisis-tiroides. De manera esquematica, y como se muestra en la
Figura 6, la regulacidon neuroenddcrina de la funcidn tiroidea se inicia en la region
funcional del sistema nervioso central denominada hipotalamo. En esta zona
hipotalamo-hipofisotropica, las neuronas del nicleo paraventricular sintetizan el
“netropéptido llamado tiroliberina © TRH. Este es un tripéptido modificado que
liberado al sistema porta hipofisiario, estimula a los tirotropos hipofisiarios para
que sinteticen y secreten la hormona estimulante de la tiroides o TSH. El control
que ejerce el TRH sobre la TSH hipofisiaria incluye tanto mecanismos pre como
postranscripcionales. Participa en la sintesis de TSH, la cual es mediada a traves
de proteinas cinasas C e influye en el contenido y composicion de los
carbohidratos que la constituyen. También se ha demostrado que la liberacion
fasica del TRH estimula la secrecién de TSH por un mecanismo dependiente de
calcio. La liberacion ténica del TRH interviene en el patrén circadico de la
secrecion de TSH y HT (Gémez et al, 1990; McNab, 1992)

Tirotropina. La TSH es una glicoproteina con un peso molecular entre 28 y 30 kDa,
producida por los tirotropos de la hipdfisis anterior. Estd compuesta de dos
subunidades, codificadas en genes diferentes. La denominada subunidad o es
comun a otras 3 hormonas glucoprotéicas: la hormona estimulante del foliculo, la
hormona luteinizante y la gonadotropina coridénica humana. La especificidad entre
estas hormonas esté dada por la denominada subunidad p (McNab, 1992).

La TSH influye tanto en el desarrollo como en el metabolismo de la gléndula
tiroides. Estos efectos estan mediados por receptores membranales en el tirocito,
acoplados al sistema de adenilato ciclasa e incluyen: incremento en el transporte
de yodo, incremento en el RNAm de la Tg, yodacion de la Tg, endocitosis de gotas
del coloide (macropinocitosis), protedlisis y liberacién de HT. Ademas de estimular
el AMPc, la unién de TSH a sus receptores eleva la concentracién citosélica de
calcio y estimula el metabolismo de fosfolipidos (McNab, 1992).

Mecanismos de regulacién. El| asa de regulacién negativa del eje HHT se cisrra
por las acciones inhibidoras de las HT sobre la sintesis de TSH y TRH. Estudios a
nivel molecular han mostrado que la unién de T, a receptores nucleares en los
tirotropos regula la produccion de las dos subunidades de TSH, inhibiendo fa
sintesis de sus RNAm. Este efecto se da a nivel de la transcripcion del gen y el
grado de inhibicion estd correlacionado con la proporcién de T, unida a
receptores. En el caso del TRH, las HT inhiben su accidn a dos niveles: en el
hipotalamo reprimiendo la produccién de TRH, y en la hipdfisis estimulando la
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Figura 6. Eje Hipotalamo-Hipdfi Sl‘;-TII’OIdES (HHT).Se muestran los prmcnpales componentes del
eje HHT, asi como las hormonas y faclores involucrados en su regulacién. Las neuronas y
terminaciones nerviosas hipotaldmicas dopaminérgicas y adrenergicas regulan la actividad tanto de
las neuronas encargadas de sintetizar al TRH, como a las que sintetizan somatostatina. Ambos
péptidos son liberados al sistema portal hipotalamo- hipofusuano a través del cual alcanzan su sitio
especifico de accidn: el tirolropo. Ambos tipos de mensajeros, aminas y péplidos regulan y controlan
junto con las HT, la sintesis y liberacion de TSH. Esta Gltima es liberada a la circulacion donde

alcanza su 6rgano blanco, la tiroides, donde a su vez regula la sintesis y secrecion de las HT. -
También se ilustran las pozas de recambio hormonal rapido (higado, rifidn) y tento (musculo). En el
recuadro se esquematiza un tirolropo hipofisiario. Por su actividad desyodativa y concentracion de
receptores nucleares a Ta, el tirotropo opera como el tirostato del sistema; ademas posee receptores
membranales para los principales mensajeros hipotalamicos: TRH, somatostatina, adrenalina,
dopamina. Por otra parte la union de T, a sus receptores constituye un asa de retroalimentacion dual,
pues regula, de forma negativa o down regulation el ndmero y afinidad de esos necnptoree'

membranales, y de forma positiva la sintesis de la pirogtutamil-amino peptidasa, enzima que degrada
al TRH. TRH, tiroliberina; TSH tirotropina; SS, somatostatina; A, adrenalina; DA, dopamina; TRs,
receptor nuclear a T3, PGAP, piroglutamil-amino peptidasa (modificado de Valverde et al, 1993),
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sintesis de enzimas hipofisiarias que lo degradan asi como inhibiendo la sintesis
de los receptores hipofisiarios a TRH (Larsen & Ingbar, 1992).

Efecto_de la_ingesta de yodo. Ademas de los mecanismos de retroalimentacion
negativa del eje HHT, la ingesta de yodo juega un papel central en la regulacion
de la funcion tiroidea. Efectivamente se ha demostrado que cuando la ésta es
anormalmente baja, es posible mantener una secrecion adecuada de HT
medianté marcadas modificaciones a la actividad tiroidea. Este proceso
adaptativo incluye la estimulacion del mecanismo de captura de yodo, asi como
modificaciones en su metabolismo, que dan como resultado una sintesis vy
secrecion preferencial de T,. Estos mecanismos son disparados y mantenidos por
un incremento en la secrecion de TSH. La consecuencia morfologica de una

prolongada estimulacién tirotrépica es el desarrollo de bocio (Delange & Ermans,
1991).

Por el contrario, el exceso de yodo tiene diversas consecuencias
dependiendo de la cantidad y la duraciébn de este. Cuando se administran
agudamente pequenias a moderadas cantidades de yodo, no se observan
modificaciones en la captura de yodo por tiroides, sin embargo se observa un
ligero incremento en la sintesis de HT. Cuando se administran cantidades
progresivamente mayores, la sintesis y secrecion de HT muestran una respuesta
bifasica, al principio incrementan y después sufren un decremento. El exceso de
yodo, disminuye tanto su propia captura por la glandula como su organificacion.
Este ultimo fendmeno es conocido como efecto Wolff-Chaikoff, esté asociado a
una alta concentracion intratiroidea de yoduro, y aunque su mecanismo no esta
bien establecido, se ha propuesto que involucra una disminucién en la generacién
de peréxido de hidrégeno (Chiraseveenuprapund & Rosenberg, 1981), o la
presencia de una forma de yodo con mucho menor eficiencia en la organificacién
de los residuos tirosilos de la Tg (inicialmente se propuso al ;). Mas
recientemente, se ha reportado una disminucién en la respuesta de la adenilato
ciclasa a TSH, en presencia de exceso de yodo (Nagataki, 1991) |

Si se administran cantidades mayores de yodo por periodos prolongados,
tanto la disminucién en la organificacion del yodo, como la formacion de HT son,
al menos en parte, "desinhibidos". Este fendmeno ocurre debido a que el
transporte de yodo decrace y la concentracion intratiroidea de yodo no es
suficiente para mantener un efecto Wolff-Chaikoff completo (Nagataki, 1991).

Metabolismo periférico de las HT

La tiroides es [a unica fuente de la T, circulante y esta tironina es el
principal producto de secrecidn de la glandula. El metabolismo de la T, secretada
es complejo e involucra uno o varios de los siguientes procesos: formacién de
proteinas yodadadas, desaminacion, descarboxilacion de la cadena aminoacido
lateral, rompimiento del enlace éter, esterificacion del grupo hidroxilo con &cidos
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sulfurico o glucourdnico y desyodacion. Estas vias no son excluyentas, como
puede verse en la Figura 7, un producto de conjugacion de T4 puede ser
desyodado posteriormente (Engler & Burger, 1984). Incluso, en algunos casos la
formacién de un derivado favorece su metabolismo a traves de una via diferente.
A continuacion se describe brevemente en que consiste cada una de estas vias.

Formacidn de proteinas yodadas. Cuando se administra '®I-T; a sujetos
eutiroideos, en el plasma sa detectan 3 componentes radiactivos principalmente:
T, yoduro y un material radiactivo yodado no extraible con butanol (INE 6 yodo no
extraible). Este material, cuya vida media es de 14 dias, es precipitado por acido
tricloroacético, no es dializable y tigne un comportamiento electroforético similar a
la albumina, por lo que se piensa que se trata de yodoalbumina, formada
posiblemente en higado o rifidn durante el metabolismo periférico de las

yodotironinas, ya que no se forma cuando se administra | (Engler & Burger,
1984).

Conjugacién con acido glucourdnico. El grupo hidroxilo de la T, asi como el de las
tironinas menos yodadas puede conjugarse con acido glucourdnico, y de esta
forma inactivarse y facilitar su eliminacion. Este tipo de derivados se forman
principalmente en higado por accion de la glucotransferasa, y parecen ser
igualmente susceptibles de conjugacion la T, y 1a rTy . Dentro del metabolismo de
Ts, Y a concentraciones fisioldgicas, la formacion de glucoconjugados es de muy
poca importancia (Engler & Burger, 1984).

Conjugacién _con__acido sulfurico. Esta reaccién catalizada por las fenol
sulfotransferasas, ocurre principalmente en higado, aunque puede ocurrir también
en rifién. La T,, 3,3'-T, y 3'-T, poseen las mas altas afinidades por la enzima,
mientras que Tg, rTa y 3,5-T, poseen mucho menor afinidad. Existe una intima
relacion entre la formacion de sulfatos y la desyodacion, y se tienen evidencias de
que la sulfataciéon es un paso limitante en el metabolismo de las tironinas, que
precede a la desyodacion. Efectivamente, se ha encontrado que la formacion de
sulfato de T,, mediada por sulfotransferasas, favorece su desyodacion en ej anillo
tirosilo. Este aumento en la desyodacion del sulfato de T, es hasta de 2 érdenes
de magnitud en microsomas de higado y es debido a un incremento en la Vmax y
una menor Km aparente (Visser et al, 1983). La formacién y posterior
desyodacion del sulfato de T; parece ser la via principal de eliminacion de la T
circulante, y se ha postulado que las sulfotransferasas juegan un papel regulador
en el control de los niveles circulantes de T, (Nicoloff & L.opresti, 1991)

Formacion de derivados acidos. Estos derivados se forman en el higado y en
otros tejidos periféricos por un proceso que involucra a la desaminacién y a la
decarboxilacidn oxidativa de la cadena de alanina, y su eliminacién incluye la

desyodacién y la formacién de conjugados con acidos glucourénico y sulfirico
(Engler & Burger, 1984).
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Rompimiento del enlace éter Este proceso constituye la via principal de
degradacion de la T4 en la fagocitosis de leucocitos y esta mediado por una
peroxidasa, y peréxido de hidrégeno. Ocurre en condiciones basales, y se activa
durante la fagocitosis leucocitaria, sugiriendo que su participacion es importante
en la degradacion de yodotironinas durante las enfermedades infecciosas (Engler
& Burger, 1984).

Yodotironinas

&
Monodesyodacidn

Monodesyodacidn

Yodotironinas | 4

Monodesyodacidn

# | Yodotironinas

Conjugacid Desaminacidn y
descarboxilacidn
REE
Conjugaciin
Conjugados de T4, T, ¢tc. v Derivados de — Derivados dc ac.
. - ac. acético acético conjugados
DIT |
l INE l ~
I e
dqadu | Degyodacidn
Monolayadaaduj T fEE (7) : Mnnodayodacid:/ e AREE ()
Conjugados INE Ac. tiroacético INE
menos yodados I I- | I
T .

Figura 7. Metabolismo de las tironinas. Se muestran las posible interrelaciones entre las vias
desyodativas y no desyodativas en el metabolismo de la T,4. El diagrama considera la hipdtesis de
que la T, y sus derivados, pueden ser metabolizados por las enzimas desyodasas y por las que
rompen el enlace éter. El esquema se basa en estudios llevados a cabo en rata, perro y humano.
Los procesos para los cuales no existe suficiente evidencia experimental se muestran en lineas
punteadas. INE, material yodado no exiraible con butanol. Conjugacién, se refiere tanto a la
formacion de glucourénidos como de sulfatos. Formacién de derivados de &cldo acético, este
proceso involucra a la desaminacién y a la decarboxilacién oxidativa de la cadena de alanina.
REE, romp:mlento del enlace éter (modificado de Engler & Burger, 1984)

Desyodacién Qrgano-Especifica de las HT. La desyodacion de la T, es la
via metabdlica mas importante tanto cualitativamente como
cuantitativamente; hasta un 85 % de la T4 es procesada a través de esta via
(Engler & Burger, 1984). Efectlvamente las tironinas son desyodadas de
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en practicamente todos los tejidos del organismo. La selectividad, velocidad vy
cuantia de esta desyodacién determinan la concentracion local de fironinas
activas o inactivas, regulando asi la magnitud de su efecto bioldgico. De hecho se
ha llegado a plantear que las desyodasas, en conjunto con los mecanismos gue
las regulan, pueden considerarse como una extension del eje HHT (Valverde et
al, 1993). Esta biotrasformacién es catalizada por enzimas denominadas
desyodasas cuyas caracteristicas principales se resumen en la Tabla 3. Las fres
enzimas sefialadas en la tabla son enzimas bisustrato, es decir utilizan como
sustrato a la tironina y un cofactor, in vitro €l mas empleado ha sido el ditiotreitol
o DTT. Si la desyodacion de T4 ocurre en el anilio fenilo o externo de la molécula,
se denomina desyodacion del anillo externo (ORD o 5'D) y da como resultado a
la Ts. En contraste, si el yodo removido es el del anillo tirosilo o interno, ia
desyodacion se denomina IRD 6 5D y su producto es la rT,. Por su productos, la
ORD se considera una via de activacion de la T4, mientras que la IRD es una via
de inactivaciéon. La ORD es catalizada por 2 tipos enzimaticos denominados 5'Di
y 5'DII. Mientras que la IRD esta catalizada por la enzima denominada 5DIll. £s
importante destacar que esta distincion es fundamentalmente bioquimica, ya que
ninguna de las 3 proteinas se ha logrado aislar (Leonard & Visser, 1986, Larsen
& Ingbar, 1992). Recientemente y con técnicas de biologia molecular se tienen

a————————— s e B eSS
Sitio de desyodacién: ambos anillos fenéhco twosno
Sust. preferencial: (T3> Ta>Ty Ta>1Ts Ta»Ts
Km para T¢ uM nM nM
Patrén cinético: ping-pong secuencial secuencial
Localizaclén: : o
~ Hlgado, rifi6n, SNC, BAT, Placenta,
gl mamaria, musc, hipof, pineal  piel, SNC
tiroides.
Efectos de:
Tioles: estimulacién  estimulacién estimulacién
PTU: inhibicion sin efecto sin efecto
Ac. lopan: inhibicién inhibicién inhibicion
GTG: inhiblcién sinefecto sin efecto
Sitio activo: Se-cys Se-cys Se-cys
Respuestas a
Hipotiroidismo: decrece incrementa decrece
Hipertiroidismo : ,in’crementa decrece incrementa
Probable funcién: |
' proveer Ta autoconsumo  desactivacién
comp. vascular

Tabla 3. Prlnclpalea Caracteristicas de las desyodasas en mamliferos.. PTU, propil-tiouracile;
GTG, tioglucosa aurica; SNC, sistema nervioso central; BAT, grasa parda (modlf icado de: Kaplan,
1986; Leonard y Visser, 1986 ‘Berry y Larsen, 1992).
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aislados y secuenciados los RNAmM que caodifican para las 3 enzimas como puede
verse mas adelante (Berry et al, 1991a; St Germain et al, 1994; Davey et al,
1995).

Desyodasas tipo I (5'Dl)

Estas enzimas pueden desyodar uno u otro de los anillos de las tironinas
dependiendo de las condiciones intracelulares vgr., pH, disponibilidad de
cofactor, etc. En condiciones fisiolégicas estables catalizan la via ORD. Son
enzimas rapidas que generan una cantidad apreciable de producto en minutos.
- Su Km para sustrato se encuentra en el intervalo uM, y para el cofactor en el mivi.
Se les considera como enzimas productoras de T; "para exportacion" y se
encuentran en érganos de elevado recambio hormonal, como el higado y el rifidn
entre otros. Se inhiben de manera especifica por drogas como el propiltiouracilo
(PTU), que compite con el cofactor (con una Ki de ~14 uM); o como Ia tioglucosa

aurica (GTG), que se une irreversiblemente al aminoacido seleno-cisteina (Se-
cys) presente en el sitio activo de la enzima (Ki de~ 5 nM). En la Figura 8 se

muestra el mecanismo propueslo para la desyodacion de la T,, asi como para la
inhibicion por PTU y GTG (l.eonard & Viser, 1986; Berry & Larsen, 1992),

rq T3

Au®
E -Se-Au < E-56° C-Sel s E-Se-S-
M PTU CHz
GSSG GSH CH3
2
+1

Figura 8. Mecanismo de accién de la §'D-l. Se muestra el mecanismo propuesto para la 5'D-l,

asi como el efecto de inhibicién por PTU y por el oro (Au) de la GTG. E, enzima (lomado de
Larsen & Berry, 1995)

RNA. Recientemente, a partir de una biblioteca de DNA complementario (cDNA)
de higado de rata, se aisld una clona, a la que denominaron G21 y que codifica
para la enzima 5'DI (Berry et al, 1991a). Esto permitié conocer que su RNAm tiene
2.1 Kb y que codifica para una proteina de 29 KDa que contiene un aminoécido
modificado en su sitio activo: Se-cys. En la Figura 9 se muestra la secuencia
reportada para su cDNA. La regién codificante comprende del nucleétido (nt) 7 al
780. El triplete que codifica para el aminodcido Se-cys se encuentra en los nt 343-
345 y corresponde al codon UGA, el cual normalmente se lee como sefial de stop,
o paro. Sin embargo, en la region 3" no traducible este mensajero presenta un
doblez o bucle al que se le ha denominado secuencia de insercion para Se-cys
(SECIS). Esta secuencia se encuentra localizada entre los nt 1515 a 1600.
Ademas presenta dos sitios de poliadenilacién (nt-1612 a 1617 y 2069 a 2074). E|
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GCTGAGATGGGGCTGTCCCAGCTATGGCTGTGGCTGARAGCGGCTTGTGATATTCCTGCAGGTAGCCTTGE
M 66 L 8§ ¢ L W L WL K RL VI F L g V A L E
AGGTGGCTACGGGCAAGGTGCTAATGACACTGTTCCCAGAGAGAGT CAAGCAGAACAT CCTGGCCATGGE
vV AT 66 K VL M T L F P E RV K QNI L A MG
CCAAAAGACCGGAATGACCAGGAATCCCCGATTCGCCCCTCACAACTGGGTCCCCACCTTTTCAGCATCC
Q K T 6 M T R N PR F A P DNWV P T F F &5 1

CAGTACTTCTGGTTCGTCCTGAAGGTCCGCTGGCAGAGACTGGAAGACAGGGCTGAGTATGGGGGGCTGE ¢

Q Y F W F V L KV R W QQ R L E DR AZEY GG G L A
CCCCCAACTGCACCGTGGTCCGCCTCTCAGGACAGAAGTGCAACGTCTGGGATTTCATTCAAGGCAGCAG
P N C T V VR L s 6 QQ K CN VWD F I Q G S8 R
ACCCCTGGTGTTGAACTTCGGCAGCTGCACCEQ&CCTTCATTTCTTCTCAAATTTGACCAGTTCAAGAGA
P L VL N F 66 8 ¢ T s¢P s F L L K F D Q@ F K R
CTCGTAGACGACTTTGCCTCCACAGCTGACTTCCTCATCATTTACATTGAAGANGTCCACGCCACAGATG
L v D DF A STADF UL I I ¥ I EUEWAMNUHM AT DG

GATGGGCTTTTAAGAACAACGTGGACATCAGGCAGCACCGAAGCCTCCAGGACCGCCTGCGGGCAGCACA !

W A F K NN VDI UROQUHRS L @ DR L R A A H
TCTGCTGCTGGCCAGGAGCCCCCAGTGTCCTGTGGTGGTGGACACAATGCAGAACCAGAGCAGCCAGCTC
L L L.AR S P Q CUPVVV DTMOQNGQS S5 Q L
TATGCAGCTCTGCCTGAGAGGCTCTATGTGATACAGGAAGGCAGGATCTGCTACAAGGGTAAACCTGGCC
Y A A L P ERL Y VI Q@ E G R I C Y K G K P G P
CTTGGAACTACAATCCTGAGGAAGTCCGAGCTGTTCTGGAAAAGCTTTGCATCCCACCTGGACACATGCC
W N Y N P EE V RAV L E K L C I P P G HMP
TCAGTTCTAGGGGGCCAGCAGGAAGGT CCCCCAAGCTTGGTACTCCTCCCCACCAGTACAGATGTCCTTT

Q F ~
AGCTTTGACCTTCGTTCCCAGATCAATTACTAGCTCAGATTTTTCTGATCTGAACAAATAACTACCCGGE
AGGCAATTCAGTTCACAGCACCCAACCAGCACAAATTGT TACAACCAGAGATAAAGCAATACCGAGCTGT
TAGCAAAAGTAAGTGTGCAGCTTTGCACCACTCCCACAGGCGGAGACCAATCCAGTGTGTGCCCCTTCTG
GTGGAAGGGTACTCATGCTTGGTTGGCTGACTTCTGAAGTGTAGTGACTCATGATGATGACGTCAANAGC
TCAATCCATTTGCCCAAGTTTGCCACTCATAGAATCAGTTGTTTAGTACCAAGCGACAGGCAGGCGTATT
TCTACTTGTAGGAACCAAAGACATTGGAAACACTTTTCTGGCCCTAAGATTGAAATCCGTTAATATTGTT
GGTGATAGGTGTTTCCATGGCAACCTATAATCTAATTCTGCTCCCTCTACCATCTTTGAATAGATTGCAG
AGAAATCTGGCTCTCTGGTACTGACACAAAAGCTTTATAACT TTAACTAAACCAAATCACAGGCGCCAGC
AAAAGCTGCCATTCCCCTGCTGTAACTCTGTTCCACTGGCGCCCAGTCTCTTACTGGTCTTTCATGTTAG
ATGGCTTTGGACTGACGGGTAGCCATGGGTTCATCTGTCATGTCTGCTTCT T TTTATATTTGT TTATGAT
GGTCACAGTGTAAAGTTCACACAGCTGTGACTTGATTTT TAAAAATGTCGGGAAGATGCAGCAAGCTAAC
GATTAAAATCCGTCAGGCTATTTTTGAATGGCTCCGGTGTGATCCTTACAATTTCCTTTCTGACTTGTGT
TGTGGGCCTGCTCTGCCGTCTTTTCCGATAGCCCACGTGTAATGTAATCAGCTAAGGCATCGTTTGCCTG
GAGGGACCCCGTCCTGGAGGAAGAAGCTCGTATGTGGCACGCATCCAACATGTTGTCCTGTGAAGTGTTG
TGGAAGGGACGTGGCTGTTCACGTCACAGCAAAGCAGCTTTAGGGGTGATGCGTGAATGGACCTGGGGAG
CATTCTCCAGGCATCCAAACAGTTCCTCCTTGCTCTGCCTTAGGGCTACACCCAATACTGTAACATTGCA
TTTATGTATGGATTTAGGTGAGT CAGGATCTAGCTATAAAGTCGAGAGTGGCTGTGAACTTACAATCTTC
AGADTCAGAGTAGCTGGGATTCCAGGTCTGTCCCCCTATATANAAAATGCTTTTGACCTCTTGAAAAAAA
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Figura 9. cDNA de la §'D-l hepética (G21) y secuencia de la proteina espemda Se muestra la
secuencia del cDNA para la §'D! clonada a partir de una biblioteca de higado de rata, asi como la
secuencia de aminodcidos esperada. En negrillas se muestran el coddn de inicio: ATG (nt 7 a 10);
y el de término: TAG (nt 778 a 780). El codén que codifica para la Se-cys: TGA (nt 382-384) se
‘muestra en negrillas y subrayado. La region SECIS (nt 1515 a 1600) se muestra en letras
subrayadas. Los dos sitios de poliadenilacion (nt 1612 a 1617 y 2069 a 2074) se muestran en

letras cursivas negrillas (modificado de Beny et al, 1991a)

bucle, o regién CESIS contiene la informacién para que el coddn UGA sea leido

adecuadamente e inserte en la proteina una Se-cys (Berry et al, 1991a & b)

. Se

han encontrado secuencias SECIS similares, en las regiones 3' no codificanies de
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los RNAmM de eucariontes que codifican para proteinas que contienen al mismo
aminoacido modificado como la glutation peroxidasa y la selenoproteina P. En
procariontes, estas mismas secuencias SECIS se encuentran insertadas en ia
regidn codificante. Estudios encaminados a conocer el significado fisioldgico de
este aminoacido, han mostrado que la mutacién del codén UGA por uno que
codifica para cistelna (UGU), da lugar a una proteina cuya actividad 5Dl es 80 %
menor a la de la enzima nativa. En contraste, la adicion de dos regiones SECIS
incrementa la actividad desyodativa a mas de 3 veces (Berry et al, 1993a).
Aunque estos datos son aun poco concluyentes, han permitido sugerir que el
aminoacido Se-cys aumenta la eficiencia catalitica de la enzima.

Las 5'DI son las mas estudiadas hasta la fecha y se han clonado varias en
diferentes especies. Utilizando bibliotecas de higado y de rifidén, se clond la 5'Di
humana (Mandel et al, 1992). El RNAm corresponde a 2.4 Kb y codifica para una
proteina de 28.7 kDa, que contiene el aminoacido modificado Se-cys en su sitio
activo y posee una homologia del 88 % con la descrita en rata. A partir de higado
de perro (Toyoda et al, 1994) se aisld una clona de 1.4 Kb, aproximadamente 200
nt menor que la banda identificada por northern blot (1.7 kb). Contiene un ATG en
el nt 40-42; un codén para SeCys (nt 400-402), un coddn de téermino TAG (nt 772-
774), y una sefal de poliadenilacién (ATTAAA) en el nt 1461. Codifica para una
proteina de 244 aminoacidos, con un peso molecular de 28.3 kDa y es homdloga
a la de humano (81 %) y a la de rata (76 %) en la regién codificante. Las tres
enzimas contienen un sitio potencial de glucosilacion (aminoacido 198) y la region
SECIS. También en ratén ya se ha clonado la 5'DI hepética; el cDNA obtenido
tiene 1670 pb, el codon de inicio se encuentra en los nt 26 a 28, el codon TAG
que codifica para la Se-Cys se encuentra en los nt 400 a 402; el codon de término
TAG en los nt 797 a 799, la region SECIS y una sefal de poliadenilacion ATTAAA
en el nt 1651, La secuencia de aminoacidos deducida muestra una elevada
homologia (99 %) con la enzima de rata. La region 3' no codificante es también
homéloga a la de rata (86 %), a la de humano (76%) y a la de perro (73.3 %). Vale
la pena destacar que los RNAm descritos para ratén y perro son de
aproximadamente 1.6 kb, y que el de raton posee una sola sefal de
‘poliadenilacion. Ademas en ambos casos, este RNAm mds corto coincide con una
actividad especifica 5'D! aproximadamente 10 veces menor a Ia reportada para
rata (Schoenmakers et al, 1992, Toyoda et al, 1 994)

Gen. El gen para la 5'D! se ha identificado en el ratéon (Maia et al, 1995) y en el
humano (Toyoda et al, 1995a). Como se muestra en la Figura 10, el gene de ratén
es de aproximadamente 15 kb y contiene 4 exones. El andlisis de las regiones
exonicas mostro que el exdn 1 contiene el codén ATG. En el exdn 2, se localiza el
coddn TAG que codifica para la Se-Cys. El exén 4 contiene el codén de término
TAG, la regién SECIS y la sefial de poliadenilacion ATTAAA. Algunas cepas de
ratones como la CH3/HeJ presentan actividades 5'DI 10 a 20 veces menores que
la cepa C57BL/BJ. Esta disminucién en la actividad desyodativa se acomparia de
una disminucién en el contenido hepético de la enzima asi como de su RNAM.

29



exon 3 exon 4

exon 2
A“{G TGA
368 bp 141 bp

Intron 1, aprox. 9 kb
Intron 2, aprox. 3.7 kb
Intron 3, aprox. 1.3

FiguEa 10. Representacion del gene de la 5'D-l en raton (dio1). Las cajas Anegras corresponden
a los exones. También se muestran el codon de inicio, ATG; el que codifica para la Se-cys, TGA
el de término, TAG; asi como la secuencia SECIS (tomado de Mala et al, 1995)
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La diferencia entre estos dos tipos de cepas parece residir en el promotor del gen,
especificamente en la regiéon entre -705 y -162. La diferencia mas significativa
encontrada en esta regidn, es un inserto de 21 pares de bases que contiene 5
CTG repetidas que se encuentra en el gen de la cepa CH3, asi como en otras
cepas de ratones con baja 5'DI hepatica (Berry et al, 1993b; Maia et al, 1995). En
humano, se ha descrito la presencia de dos TREs en el promotor del gen, que a
diferencia de lo que ocurre con otros genes que responden a HT, no parecen
requerir de la familia de las TRAPs 0 RXR para su funcion (Toyoda et al, 1985a).

Estructura de la protelna. El empleo de derivados bromoacetilados de la T, 0 de la
T3 permite marcar de manera especifica a la enzima. Con esta técnica se ha
logrado definir que la 5'DI esta compuesta por dos subunidades idénticas de 27
kDa cada una, con un radio de Stokes de 3.78 nm y un coeficiente de
sedimentacion de 3.67 para la holoenzima (Kéhrle, 1994).

A partir de la secuencia predicha de esta enzima, se han llevado a cabo
estudios de mutacion dirigida que han permitido conocer el papel funcional de
algunos de los residuos aminoacidos mas importantes de la proteina:i) histidinas;
ademas del aminoacido modificado Se-cys, se habia sugerido que los residuos de
histidina eran esenciales para la actividad 5'DI, pues su actividad es inhibida por
compuestos como el dietilpirocarbonato (DEPC) y por rosa de bengala
(compuestos que reaccionan con histidinas, Mol et al, 1984). La enzima posee 4
residuos de histidina; dos de los cuales (185 y 283) no participan en la reaccién
de desyodacion y su remocion no tiene efecto sobre ésta. Sin embargo, la
remocion de la histidina 158 di6é como resuitado una proteina totalmente inactiva,
sugiriendo que posee un papel muy importante en la catélisis o en la
conformacion de la enzima. El cambio de la histidina 174 por asparagina o
glutamina alterd la reactividad por el sustrato y redujo la inhibicién por el DEPC y
por rosa de bengala, indicando que este residuo de histidina es critico para la
desyodacion y que al parecer esta involucrado en la unién a {fa hormona (Berry,
1992). ii) fenilalanina 65, partiendo clel hecho de que en el perro la Km para la 1T,
de la 5'Dl es 25 veces mayor que la de humano, y la Ki de la T, es so6lo 3 veces
mayor, sugiriendo que la diferencia en las dos proteinas afecta mas a la union de
larTs que a la de la T,. Se realizaron estudios de mutacién que mostraron que las
diferencias criticas entre la 5'D de perro (F) y la de humano (H) son Asn (P) 45
Gly (H); Gly (P) 46 Glu (H); y Leu (P) 60: Phe (H) 65. Mutando la Phe®® por Leu en
la enzima humana aumenta 10 veces la Km, por lo que se ha interpretado que

este aminoéacido, también presente en la enzima de rata, participa en la union con
el sustrato.

A partir del analisis de hidorpatia de la secuencia de la 5'Di, asi como de
diversos estudios de expresion de la proteina mutada, Toyoda (Toyoda et al
1995b), propuso la presencia de un dominio transmembranal con la porcion

carboxiterminal orientada hacia el citosol como puede apreciarse en el modelo
mostrado en la Figura 11.
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Figura 11. Esquema de la localizacién de la §'DI. Se muestra la localizacién predicha de los

residuos aminoécidos positivos flanqueando la secuencia transmembranal. También se seflalan

algunos de los amino4cidos més relevantes en la accion enzimatica: Ia Se-cys 128 (a la que se le

considera como el aceptor de yodo); la histidina 174 (esencial para la actividad desyodativa) yla
fenilalanina 65 (en humano y rata) o leucina (perro) las que participan en la unién a T, (tomado

de Toyoda el al 1995b) |

32



Isatipos. El RNA extraido tanto de rindn como de hipofisis es capaz de hibridar
con la sonda hepatica de la 5'DI (G21), en ambos casos se abservan bandas de
hibridacién de 2.1 Kb, lo que se ha interpretado como una total homologia entre
las desyodasas presentes en estos tejidos y la hepatica (Berry et al, 1991a). Cabe
sefialar que en rifdn incluso se han hecho estudios de hibridacion “in situ”, para
conocer la localizacion de la sintesis de su RNAm (Lee et al, 1993). Por otra
parte, en sistema nervioso central se describié una actividad desyodativa, cuyas
caracteristicas cinéticas corresponden a la 5DI, que no cruza con la sonda
hepatica, no es inhibible con GTG y que aparentemente sélo cataliza la reaccion
rT; --> T, (Leonard, 1992).

Regulacion. La regulacion neuroendécrina de las desyodasas 5Dl no esta bien
establecida hasta la fecha, sin embargo los datos obtenidos sugieren que puede
ser argano-especifica. A continuacion se describen los efectos obtenidos con
diferentes mensajeros.

TSH. Se conoce que en diversas situaciones fisiolégicas o patologicas que
implican hipersecrecién de TSH aumenta la proporcién Ta/T, secretada por la
glandula tiroides. Este efecto se interpreté como un incremento de la desyodacion
intratiroidea de T, hacia T3 (Lauberg, 1980). Recientemente se ha mostrado que
efectivamente, la TSH aumenta la actividad 5'Dl tiroidea, tanto en rata como en
perro (Erickson et al, 1982; Wu et al, 1985), asi como los niveles de su RNAm y
que este efecto es mimetizado por AMPc y blogueado por cicloheximida (Toyoda
et al, 1992). Mas recientemente se ha mostrado que esta estimulacion involucra la
fosforilacién, ya que es totalmente bloqueada en presencia inhibidores
especificos de la fosforilacion de tirosinas (Mori et al; 1996). Es importante
sefialar que este efecto de la. TSH es drgano-especifico, ya que ninguna otra
enzima 5Dl localizada en otros tejidos responde a la estimulacidn con la
hormona. »

Sustrato. La actividad 5'D! depende primordialmente de la disponibilidad de
sustrato, consecuentemente, el hipertiroidismo incrementa su actividad, tanto en
higado como en rifidn, mientras que el hipotiroidismo la disminuye (Kaplan, 1986).
Estudios posteriores mostraron que los cambios en la actividad se
correlacionaban con los cambios en los niveles de su RNAm (Berry et al, 1990).
La T; incrementa los niveles del RNAm, tanto en cultivos de tirocitos (Toyoda et
al, 1992), como de hepatocitos (Menjo et al, 1993). Este efecto no es blogqueado
por cicloheximida, sugiriendo un efecto directo de la T; sobre el RNAm. En
animales hipotiroideos, la administracion de T, (a dosis saturantes de los
receptores) incrementa 50 veces los niveles de RNAm tanto en higado como en
riidn. En el higado, 5 h después de la administracion de la hormona, el RNAm
alcanza los valores de animales eutriroideos y el maximo ocurre a las 48 h. El
incremento en el RNAm antecede en aproximadamente 12 h al observado en la
actividad enzimatica (O'Mara et al, 1993). Recientemente Toyoda reportd que el
gen para la 5D! posee secuencias correspondientes a dos elementos de
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respuesta a HT, que pueden estar mediando la activacion de la expresion de éste
en respuesta a HT (Toyoda et al, 1995a).

Glucosa. El ayuno en humanos disminuye los niveles circulantes de T, y T3 asi
como la tasa Ta/T4 (Chopra et al, 1978). Asi mismo se conoce que el aporte
energético total y en particular e! contenido de carbohidratos de la dieta modifican
la actividad 5'D! hepatica, en la rata (Harris et al, 1978; Gavin et al, 1981).
Estudios realizados en cultivo de hepatocitos, han mostrado que la glucosa
incrementa la actividad 5'DI (Sato & Robins, 1981). Aunque estas observaciones
permitieron en un principio sugerir que los carbohidratos o bien alguno de sus
metabolitos podria regular directamente la actividad desyodativa 5'Di hepatica,
estudios posteriores mostraron que el efecto parece ser dual e indirecto. Si el
animal ayunado es sustituido con dosis eutiroideas de Ty, la disminucion en la
5'Dl no ocurre sino hasta después de las 72 horas. Ademas, la restitucion de la
actividad solo se logra si el animal es alimentado con carbohidratos. Estos
estudios permitieron demostrar que la disminucion inicial 24 a 48 horas en la
actividad 5'Di se debe principalmente a una disminucién en la secrecion de HT
por la tiroides (dependencia del sustrato) y que el efecto posterior, 72 6 mas
horas, se debe a una disminucién intrahepatica de cofactores involucrados en la
actividad enzimatica; vrg, glutation (Kinlaw et al, 1985, Larsen & Berry, 1995),

Insulina y glucagon. Estudios en hepatocitos mostraron que la insulina incrementa
la actividad 5'DI y que este efecto es revertido por glucagon, cuando ambos se
administraban simultaneamente. En contraste, la administracién de glucagon solo
no tiene ningun efecto (Sato & Robins, 1981). En ratas con diabetes experimental,
se observd una disminucion en la 5'Di hepética, esta disminucion fue prevenida
por la administracién de insulina in vivo (Gavin et ai, 1981). Esto fue confirmado
por O'Mara (O'Mara et al, 1993), quien observd, en animales diabéticos, una
disminucion en el RNAm y en la actividad 5'DI tanto en higado como en rifién, El
tratamiento con insulina normalizé los valores en riiidn, sin embargo en higado se

incrementd el RNAm pero no asi la actividad durante el periodo evaluado que fue
de 7 dias (O'Mara et al, 1993). -

Hormona de crecimiento (GH). En becerros se ha observado que Ia
administracion de GH incrementa la 5'DJ, tanto en higado como en rifidn (Kahl et
al, 1985). lgualmente, este mismo grupo encontré, que en vacas lactantes, la
administracion repetida (40 mg por 5 dias) de GH aumentaba la actividad 5'Dil de

la glandula mamaria sin cambio aparente en las enzimas 5'DI hepética y renal
(Capuco et al, 1989).

Glucocorticoides. La administracion de dosis crecientes de cortisol, simulando el
incremento preparto en ovejas, aumenta la Ty circulante. Estos datos fueron
interpretados como resultado de la activaciéon de la 5'D! hepatica (Thomas et al,
1978). La administracion de altas dosis de cortisol en fetos de ovejas adelanta el
incremento perinatal de la actividad desyodativa hepatica, pero no la renal (Wu et
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al, 1978). En contraste, la administracion de dosis ligeramente suprafisiologicas
de corticosterona son capaces de inhibir a la 5'DI hepatica, en ratas recién
nacidas (McCann et al, 1984). En preparaciones de higado y rinén perfundidos de
ratas controles y tratadas con dexametasona, solo se observd un pequerio efecto
inhibidor en la conversion de T, hacia T; cuando se utilizaron dosis elevadas de
T+ (Jennings & Ferguson, 1984). Estudios mas recientes en cultivos de
hepatocitos han mostrado que la dexametasona incrementa los niveles del RNAmM
de la 5'DI, y que este efecto es bloqueado por cicloheximida. La administracion
combinada del esteroide y T, potencia el efecto estimulante sobre el RNAm,
cuoys niveles se duplican (Menjo et al, 1993).

Hormonas sexuales. Existe un claro dimorfismo sexual, en cuanto a la actividad
5Dl hepatica, observandose niveles mayores en machos. La testosterona
incrementa la actividad 5'D| hepatica, 1a progesterona al parecer no tiene efecto y

el estradiol disminuye esta actividad en machos y no tiene efecto en hembras
(Harris et al, 1979). '

Selenio (Se). Beckett (Beckett et al, 1987) observd que la deficiencia de Se
incrementa los niveles circulantes de T4 (40%), disminuye ios de Ti (30 %) y
decrece la actividad 5'DI hepatica. Este efecto es revertido por una sola dosis de
Se (Beckett et al, 1989). Los estudios realizados por Berry (Berry et al, 1991a),
confirmaron que el Se formaba parte de la estructura de la 5'DI en forma de Se-
Cys. También mostraron que la 5'D hepatica era mejor preservada en condiciones
de deplecion de Se, comparada con otras selenoproteinas como la glutatién
peroxidasa y la selenoproteina P (Burk & Hill, 1993). Andlisis tipo northern blot,
asi como experimentos de cinética en presencia de actinomicina D, sugieren que

el Se regula a la 5Dl tanto a nivel transcnpcuonal como pastranscripcional
(Kéhrle, 1994).

Desyodasa tipo Il (5'DlI)

Esta enzima se considera una verdadera 5'D, ya que solo desyoda al anillo
externo. Se ha detectado en hipéfisis, sistema nervioso central y tejido adiposo
café (BAT), entre otros tejidos. Su papel parece ser mantener niveles
intracelulares de T, constantes. Asi una reduccién en los niveles séricos de T4
provoca un aumento en esta enzima, y viceversa. Mas aun, los tejidos que
contienen a esta desyodasa se caracterizan por tener un alto grado de saturacion
de sus receptores nucleares con T; siendo ésta generada intracelularmente, por

lo que se ha interpretado que el papel fisioldégico de esta enzima es el de "formar
T, para autoconsumo" (Larsen & Ingbar, 1992).

Clonacion. Esta es la desyodasa mas recientemente clonada a partir de misculo
de las patas traseras de rana R. castesbiana (Davey et al, 1995). El cDNA
obtenido es de 1459 pb, con un marco abierto de lectura del nt 11 al 802. Al igual
que la 5'DI, contiene un coddén TGA (nt, 380-382) que codifica para Se-Cys. La
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proteina para la cual codifica, al igual que la de las otras desyodasas, posee un
dominio hidrofébico en el extremo amino terminal y las dos histidinas que han
probado ser cruciales para la actividad 5'DI (Berry, 1992). Otras areas de alta
homologia son: el sitio activo (87 % con la 5DIII de rana y 80 % con la 5'Di de
rata), y en ia region alrededor de la 1a histidina (83 % con la 5DIill de rana y con
la 5'Dl de rata).

Regqulacion. En términos generales su regulacién parece depender
primordialmente de factores neuroenddcrinos, en donde la inervacion simpética
juega un papel primordial. Efectivamente, en practicamente todos los tejidos que
contienen el tipo |l, la noradrenalina (NA) tiene un efecto estimulante. En BAT de
ratas eutiroideas este efecto estd mediado por receptores o-adrenérgicos,
mientras que en animales hipotiroideos se ha visto que participan tanto los
receptores a-adrenérgicos como los 3 (L.arsen, 1991). La rT; y la GH, son los mas
potentes inhibidores de este tipo enzimatico (Silva & Larsen, 1986, Silva &
Landsberg, 1991). Otra caracteristica distintiva de esta enzima es que presenta
un patron de actividad circadico. Efectivamente con excepcion del BAT (Murakami
et al, 1988a) y los reportes controversiales en la hipdfisis anterior (Murakami et al,
1988b; Guerrero et al, 1988; Luna et al, 1995), este patrdn circadico se ha
descrito en corteza cerebral, glandula pineal, glandula de Harder, hipotalamo y

glandula suprarrenal (Guerrero et al, 1988; Guerrero & Reicter, 1992; Greer et al,
1991, Luna et al, 1995).

Qntogenia. El metabolismo periférico de las HT madura durante las Gltimas etapas
de desarrollo del sistema tiroideo. Hay un desplazamiento progresivo de un
sistema IRD inmaduro, hacia un sistema de ORD. En efecto estudios en
diferentes areas del cerebro, pulmén e hipdfisis indican que la conversion de T
hacia rT, que predomina en el desarrollo embrionario es reemplazado por un pico
en la conversion de T, hacia Ts durante el periodo perinatal en las especies

precociales y con un incremento mas gradual en las especies alfriciales (McNabb,
1992). |

Desyodasa Tipo lil (5 DIl

Se considera como la via de inactivacién pues ademas de convertir T, en
rTs, inactiva a la T, desyodandola hacia T, la cual tampoco tiene actividad
biolégica. Esta presente en practicamente todos los tejidos y se considera que
junto con la 5'DIl regulan la cantidad de T, disponible en cada célula. La 5DIlI
parece jugar un papel crucial durante la etapa morfogénica del sistema nervioso
central, tambien llamado “periodo critico neuronal’. Efectivamente se ha mostrado
que tanto la placenta como el cerebro en desarrollo presentan una elevada
actividad tipo Ill, y que los patrones de maduracion neuronal se asocian a
decaimientos de esta enzima asi como a incrementos paulatinos de la §'DIl. Se ha
sugerido que la presencia de la enzima tipo Il durante el periodo critico
representa un mecanismo de proteccion neuronal a los efectos catabdlicos o
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termogénicos de una sobre-exposicion a T; (McNabb, 1992; Valverde-R et al,
1993)

Esta enzima fue clonada en 1994 a partir de tejido muscular de la cola de
rana Xenopus Levi durante la metamorfosis (St Germain et al, 1994). Tiene un
marco abierto de lectura de 606 nt y caodifica para una proteina de 202
aminoacidos con un peso molecular de 22 kDa. La comparacién de esta clona con
la secuencia para la 5Dl (G21) reveld 5 regiones con homologias entre 53 y 75
%. La 5DIll contiene como las otras dos desyodasas el TGA que codifica para la
SeCys, las dos histidinas criticas para la actividad desyodativa, asi como la
secuencia consenso para el SECIS en la region 3' no traducible

Glandula mamaria

La funcion que define a los mamiferos como clase bioldgica, es la nutricion
de las crias mediante el producto secretado por sus glandulas mamarias.

Anatomia. La glandula mamaria varia en localizacién, forma, nimero y tamafo
entre las diferentes especies de mamiferos; sin embargo, su estructura interna es
muy similar. En el humano existe un par toracico, mientras que la rata presenta 6
pares, tres toracicos, un abdominal y dos inguinales (Schmidt, 1970).

Estructura. La glandula mamaria esté formada por tejido glandular o parénquima
y por tejido de sostén o estroma. El parénquima se deriva embriolégicamente del
ectodermo, mientras que el estroma proviene del mesodermo. El tejido glandular
se organiza en pequeiios sacos o alvéolos, formados por una capa de epitelio
- glandular y rodeados por células mioepiteliales contractiles. El alvéolo constituye
la unidad funcional de la glandula (Flgura 12). Los alvéolos convergen al sistema
de conductos que desembocan en el pezén, El estroma esta constituido por tejido
conectivo, con nUMerosos vasos sanguineos y fibras de misculo liso. Las células
mioepiteliales junto con el musculo liso gue rodea a los vasos sanguineos
constntuyen el tejido contractil de la glandula (Vaticon, 1992)

lLa glandula mamaria posee una inervacién autonoma compleja de tipo
aferente y eferente. La inervacién aferente esta constituida por fibras sensoriales
provenientes de receptores sensibles al tacto y a la presion, ubicados en el
pezdn, asi como en la piel que lo rodea v en el parénquima. Estas fibras en su -
mayoria son amielinicas y de tipo C. Las aferencias de cada pez6n entran a dos o
tres segmentos espinales adyascentes, de manera que cada segmento recibe la
informacion de varios pezones. La estimulacién elécirica de los pezones ha
mostrado que esta aferencia sensorial se distribuye ampliamente a través de
relevos sinapticos en la sustancia gelatinosa y en l&minas mas profundas dentro
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Figura 12. Estructura de la glandula mamaria. Se muestra la estructura basica de un grupo de

alvéolos, formado por una capa de células alveolares y recublerto de células mioepiteliales.
(tomado de Vaticon, 1992).

del asta dorsal de la médula espinal. Posteriormente, las fibras viajan por el tracto
cervicoespinal, que asciende ipsilateraimente en el funiculus lateral. Hacen un
relevo en el nucleo cervical lateral y posteriormente ascienden contralateralmente
hasta el nlcleo externo del coliculo inferior. De aqui las fibras viajan por-la via
tegmental lateral hacia la regién peripeduncular y postenormente hasta los
nicleos hipotaldmicos supradptico y paraventricular (Figura 13). La inervacién
eferente es de tipo simpatica y llega al tejido conectivo y al musculo liso (Wakerly
et al, 1988). Aunque no hay evidencias de inervacion catecolamlnerguca directa
del parénquima, se ha demostrado la presencia de receptores p~adrenérgxcos en
células epiteliales, ductos y adipocitos, cuya capacidad y distribucién varia
marcadamente segun el estado fisiologico de la glandula (Marchettl et al, 1990)

Desarrollo. En la figura 14 se muestra el desarrollo normal de una gléndula
mamaria, asi como los principales factores y hormonas involucrados. El primer
crecimiento ocurre durante la vida fetal temprana (1a mitad de la embnogenesns)

el ectodermo forma un borde de cada lado de la linea media, la cual se congrega
en los primordios alveolares (buds), posteriormente se forma la teta y el sistema
de ductos. A partir de este momento es frecuente encontrar un dimorfismo sexual;

en ratas y ratones machos el crecimiento de ductos es inhibido y en general los
pezones estan ausentes. Mientras que en hembras, el sistema sangumeo y
linfatico se desarrollan y se acumulan Iipudos en el tejido conectivo. Hay muy poco
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Figura 13. Principales vias en la activacion de la liberacion de oxitocina. El dlagrama esté
basado fundamentalmente en datos utilizando ratas. NPV, nucleo paraventricular: NSO, nucleo
“supraoptico (tomado de Wakerly et al, 1988). - ‘ -

crecimiento de aqui al nacimiento. Del nacimiento a la pubertad existe un
crecimiento debido sobre todo al aimacenamiento de tejido adiposo. A partir de la
- pubertad, y durante los primeros ciclos estrales, hay crecimiento tanto de ductos
como de tejido graso; ademas, en este periodo los primordios alveolares, capas
de celulas epiteliales que se forman en el extremo distal del ducto, y que son el
punto de crecimiento activo se “comprometen” para dar lugar durante la gestacion
a las células alveolares secretoras. Durante el primer tercio de la gestacion hay
un marcado crecimiento de ductos y estroma. En el medio y dltimo tercio se
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Figura 14. Control honmonal del desarrollo de las gidndulas mamarias y de la lactancia en
ratas. Los estrégenos (E) méas progesterona (P) y prolactina (PRL), en presencia de
glucocorticoides (C), insulina (1), hormonas tiroideas (HT) y hormona de crecimiento (GH)
provacan la proliferacién de los conductillos en la pubertad. Durante la gestacion producen el
desarrollo 6hulo-alveolar completo y un poco de secrecmn de leche, Después de! parto, id mayor
secrecion de PRL y la disminucién de E y de P, producen una secrecién copiosa, mientras que la
oxitocina participa en la eyeccnén (modificado de Ganong, 1990).

el crecimiento y se da el pico de lactacion (mayor produccién lactea). En la
lactancia tardia se comienza a perder tejido alveolar como consecuencia del
espaciamiento en los periodos de succion. Finaimente cuando cesa la lactacion,
el tejido alveolar remanente involucionay en la glandula mamaria solo permanece
tejido ductal y estroma (Schmidt, 1970).

Control neuroendocrino. El desarrollo embrionario del tejido no parece estar
influenciado por hormonas, pero es altamente dependiente de factores
mesenquimales. Se ha demostrado en explantes de conejos y ratones que el

epitelio aislado necesita la presencia de mesénquima para que haya induccién de
- las mamelas mamarias (Schmidt, 1970).

En la pubertad, tanto el sistema de ductos como el tejido adiposo de
soporte crecen mas rapido que el cuerpo en general; el crecimiento del sistema
ductal necesita de estrégenos, los que actuan snnergtcamente con GH, prolactina
(PRL) y corticosteroides suprarrenales. Mientras que el desarrollo del sistema
I6bulo-alveolar depende de estrégenos, progesterona PRL y HT (Schmidt, 1970).

40




3-d semanas
Mrapuar
Conducios Altdhaoy

. Estrarieno

by Mogzslarona
) M(Mﬂ« e}

GH

[

‘ cres. ple -puberal

Loctonia 0
Secrocdr Lacteo
.7y

<&

4.4 49 semanas
Putat
Crociminnio Ductat

[
ttttt
i 14

Protacting &,

Coticoaslatoidos W

Insylines

HT {rmar ereervento ce
PO KT

Estrdganos
Progasiarona
Prolocing

GH

KT (o aockaziny

Gastants
Creciminnio Lotuia-Alvoolat

Figura 14. Control hormonal del desarrollo de las glandulas mamarias y de {a lactancia en
ratas. Los estrégenos (E) mdas progesterona (P) y prolactina (PRL), en presencia de
glucocorticoides (C), insulina (l), hormonas tiroideas (HT) y hormona de crecimiento (GH)
provacan la proliferacion de los conductilios en Ia pubenad Durante la gestacién producen el
desarrollo l6bulo-alveolar completo y un poco de secrecién de leche. Después del parto, 1@ mayor
secrecién de PRL y la disminucién de E y dé P, producen una saecrecién copiosa, m:entras que fa
oxitocina participa en la eyeccuén (modificado de Ganong, 1990).

el crecimiento y se da el pico de lactacion (ma;yor produccion lactea). En la
lactancia tardia se comienza a perder tejido alveolar como consecuencia del
espaciamiento en los periodos de succién. Finalmente cuando cesa la lactacion,
el tejido alveolar remanente involuciona y en la glandula mamaria solo permanece
tejido ductal y estroma (Schmidt, 1970). |

Control neuroendocrino. El desarrollo embrionario del tejido no parece estar
influenciado por hormonas, pero es altamente dependiente de factores
mesenquimales. Se ha demostrado en explantes de conejos y ratones que el
epitelio aislado necesita la presencia de mesénquima para que haya induccién de
las mamelas mamarias (Schmidt, 1970). |

En la pubertad, tanto el sistema de ductos como el tejido adiposo de
soporte crecen mas rapido que el cuerpo en general; el crecimiento del sistema
ductal necesita de estrégenos, los que actuan sinérgicamente con GH, prolactina
(PRL) y corticosteroides suprarrenales. Mientras que el desarrollo del sistema
l6bulo-alveolar depende de estrogenos progesterona PRL y HT (Schmidt, 1970)
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Durante la gestacioén y la lactancia se identifican tres periodos de desarrolio

morfolégico y funcional de Ja glandula: la mamogenes:s la lactogénesis vy la
lactacion (Aceves et al, 1991).

Mamogénesis o periodo de desarrollo y diferenciacién morfolégica. Este periodo
se caracteriza por estructuracion y desarrollo del sistema de conductos o éarbol
ductal, desarrollo de los elementos vasculares y del tejido conectivo y la
proliferacion y diferenciacion de las células alveolares. En la Tabla 4 se muestran
las hormonas involucradas en este proceso, asi como sus principales efectos.

Hormona Eepecio Principal electo
Estrogenos (E2) Rata, raton, hombre, rumiantes, conejo Crecimiento y diferenciacién del arbol
ductal. Permisivos con P4y LP en la
diferenciacion lébulo-alveolar.

Progesterona (P4) Rata, ratén, hombre, rumiantes, conejo Crecimiento y diferenciacién l6bulo-
alveolar
Lactogeno Hombre, rumiantes, conejo y yegua Sinergiza con P4y E2 en crecimiento y
placentario (LP) diferenciacion l6bulo-alveolar.
Glucocorticoides Rata, ratén, hombre, rumiantes, conejo Parmisivo con E; sobre diferenciacién

arbol ductal. Sinergizan con P4y LP en
desarrollo l6bulo-alveolar.

Hormonas tiroideas  Rata, ratén, hombre, rumiantes, conejo Permisivo con E; sobre diferenciacion
(HT) arbol ductal. Sinergizan con Py, LP Yy
_ glucocortlcoides en desarrollo [6bulo-

alveolar,

Tabla 4. Regulacién endécrina de la mamogénesis (Tomado de Aceves et al, 1991).

Lactogénesis o periodo de diferenciacién funcional. Durante la gestacion tardia se
diferencia el epitelio I6bulo-alveolar y adquiere la capatidad de secretar leche.
Durante este periodo, las células alveolares se diferencian citologica vy
enziméticamente, este proceso ocurre durante el Ultimo tercio de la gestacion en
la mayoria de Ias especies y se caracteriza por un agudo y marcado incremento
en la sintesis de enzimas, metabolitos o RNAm asociados con la secrecién de
componentes exciusivos de la leche, tales como lactosa, a-lactoalbimina, caseina
triglicéridos de la grasa de la leche y citrato (en rumiantes). Otro tipo de indices
incluyen la diferenciacién de los organelos del epitelio mamario y la aparlclén

histologica de la secrecion dentro del tejido mamario (Aceves et al, 1991 Tucker,
1994).

El requerimiento minimo de hormonas para la lactogénesis, en general
involucra la secrecion incrementada de PRI, glucocorticoides y estrégenos, asi
como una disminucién en la secrecion de progesterona. En la Tabla 5 se
describen las principales hormonas involucradas.
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Hormona Especie Principal efecto

Estrédgenos (k) Rata, raton, hombre, rumiantes, conejo Sinergizan y facilitan diferenciacién
citolégica y enzimatica de la PRL.

Prolactina (PRL) Rata, ratén, hombre, cabra, conejo Establecimiento de la sintesis de la leche.
Turgencia y compasicién ionica de ia
feche.
Hormona de Rata, ratén, hombre, rumiantes Sinergiza la accién de la PRL y
crecimiento (GH) glucocorticoides sobre la sintesis
enzimaética.
Glucocorticoides Rata, hombre, rumiantes, conejo Facilitan sintesis enzimética alveolar

provocada por PRL y GH.

Hormonas tiroideas Rata, hombre, rumiantes, congjo Sinergizan actividad y sintesis enzimatica
(HT) provocada por GH y PRL. Facilitan
sintesis y liberacién hipofisiaria de GH.

Tabla 5. Regulacién endécrina de la lactogénesis (Tomado de Aceves et al, 1891).

Lactacion o periodo de sintesis y evacuacion de la leche. Este periodo
corresponde a la secrecién copiosa de leche y usualmente inicia alrededor del
parto. En esta etapa la interaccion madre-cria es de gran imporiancia y se
reconoce que el estimulo de la succidn es determinante para su mantenimiento de
la misma. Asi el estimulo lactopoyético es el resultado de ur reflejo
neurohormonal iniciado por la succion del pezdn. Esta succion activa receptores
sensorigles y genera impulsos nerviosos que desencadenan mecanismos
involucrados tanto en la secrecion como en la evacuacion lactea. En la Tabla 6 se
muestran las principales hormonas involucradas en esta etapa. En este periodo
los indices de eficiencia en el laboratorio, generalmente involucran la ganancia de
peso de la camada. Otro indice utilizado ha sido el contenido de RNA en la mama,
el cual se ha visto que esta asociado a la ganancia de peso de la camada
(Aceves et al, 1991; Tucker, 1994).

Homona Especie . Principal efecto
Prolactina (PRL) Rata, raton, hombre, rumiantes, congjo. Establecimiento y mantenimiento de la
produccién léctea.
Hormona de creclmiento Rata, ratén, hombre, rumiantes, cene]d. Ma_ntenimien{o de la cantidad y tipo de lipkdos y
(GH) ' proteinas de la leche. Mantenimiento de Ia
produccién lactea.
Glucocorticoides Rata, ratén, hombre, rumiantes. Facilitan mantenimiento de la produccién lictea y

accién de la oxitocina. Controlan y regulan
concentracién de Ca y K en leche.

Hormonas tircideas (HT) Rata, ratén, hombre, rumiantes Facilitan la sintesis de los princlpalas
componentes de la leche.,

Oxitocina Rata, ratén hornbre, ruimiantes, conejo Evacuacién de la feche de los alvéolos a las
cisternas de la gldndula.

Catecolaminas . Rata, cabra, conejo. Inhibicién de la sintesis y evacuacion lctea
- durante la lactancla lardia.

Tabla 6. Regulacion enddcring de la lactacion (Tomado de Aceves et al, 1991).
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Control de la evacuacion lactea. Como ya se menciono cuando una cria succiona
un determinado pezoén, las neuronas espinales correspondientes responden con
trenes ritmicos de impulsos a intervalos de 15 a 20 seq; estas neuronas reciben
informacion de varios pezones ipsilaterales (no contralaterales) y la succidn
simultanea de dos pezones provoca una excitacidn mas intensa que Ia
estimulacion de uno solo. Esta sumacién de impulsos a nivel espinal puede ser
uno de los mecanismaos por l0s que se correlacionan la excitacion de las neuronas
oxitocinérgicas con el numero de crias. Como se muestra en la Figura 13, estos
impulsos viajan por el tracto cervicoespinal, haciendo varios relevos hasta los
nucleos supradptico y paraventricular donde provocan la liberacion de oxitocina,
OT (Wakerly et al, 1988). Esta liberacion de OT se encuentra ademas regulada
por mecanismos adrenergicos a nivel de sistema nervioso central. Asi a nivel
hipotalamico, la liberacion de OT puede estimularse por mecanismos o-
adrenergicos y dopaminérgicos, e inhibirse por mecanismos [-adrenérgicos
(Mena et al, 1995).

El estimulo de la succion ademas activa al sistema simpato-adrenal, vy hay
evidencias experimentales que muestran que la glandula mamaria es un efector
auténomo y que la evacuacion lactea puede estar regulada fisiologicamente por
catecolaminas (Mena et al, 1985). Asi, como se muestra en la figura 15, la
succion (1) activa la liberacion de OT (lIB) y |a de catecolaminas y provoca la
inhibicion del control central. Tiene lugar, entonces, una facilitacion de la
liberacion de OT junto con una reduccion del tono del aparato motor de la mama.
Estos efectos son contrarrestados por la liberacion de catecolaminas (ll1A) que
reducen el acceso de QT a la glandula y provocan constriccion ductal. Asi, y a
pesar de los altos niveles de OT en la circulacién, la leche no puede evacuarse.
Sin embargo, cuando una cierta cantidad de OT logra llegar a la glandula
aumenta la presion intramamaria, se dilata el sistema ductal y se activan
mecanorreceptores ductales (lll), provocando inhibicion del tono ductal, inhibicién
de la activacion de! sistema adrensrgico y facilitacion de la liberacion de OT. En
esta forma el equilibrio de influencias antagonistas se inclinaria hacia la
facilitacion de la evacuacion lactea , e incrementaria la eficiencia de la succién
durante la fase final del periodo de succion (Mena et al, 1985, Morales, 1990).

Aunado a lo anterior, y tomando en cuenta que en la lactancia intervienen
factores facilitadores asi como inhibidores, a su vez se pueden identificar tres
etapas dentro de la lactacién: la galactotrofia, que corresponde a la fase de
incremento en la produccion lactea, en la cual la succion desencadena estimulos -
facilitadores; la galactostasis, o fase de mantenimiento de la produccién lactea y
en la cual existe un equilibrio entre las influencias facilitadoras y las inhibidoras
desencadenadas por la succidn; y finalmente la galactdlisis, que corresponde a la
fase de declinacion en la produccién lactea y en la que la succion desencadena
principalmente estimulos inhibdores (Clapp et al, 1987).
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Hormonas tiroideas y desarrolio mamario

Pubertad. Las HT intervienen en el desarrollo, diferenciacion y funcionamiento de
la glandula mamaria. En la literatura se encuentran reportes conflictivos acerca
del efecto de la tiroxina sobre el desarrollo de la mama. Asi Folley (Folley, 1956)
sefiala que el hipotiroidismo en ratas, promueve un incremento del desarrolio
|6bulo-alveolar, mientras que en raton inhibe el crecimiento mamario. En tanto
que Schmidth (Schmidth & Morger, 1967) sefala que la tiroxina estimula el
crecimiento mamario en ratas y ratones, tanto o mas que el obtenido con
esteroides o el causado por la gestacién. /n vitro, utilizando glandulas mamarias
de ratonas inmaduras tratadas con estrégenos y progesterona se encontraron
tanto efectos positivos como negativos sobre el crecimiento mamario, que
dependian de la relacion PRL/hormonas tiroideas en el medio de cultivo (Singh &
Bern, 1969). Estudios posteriores de Vonderhaar (Vonderhaar & Greco, 1979)
mostraron que las HT participan de manera fundamental en la diferenciacion de
los primordios alveolares que se comprometen durante la pubertad y daran origen
durante la gestacion al tejido alveolar productor de leche. En este estudio,
utilizando ratonas a las cuales se les indujo un hipotiroidismo moderado al destete
(adicionando PTU al agua de beber), o bien se les administré tiroxina, se encontro
que el hipotiroidismo retarda el crecimiento del arbol mamario, dando como
resultado, en la madurez, un sistema ductal escaso, distribuido en todo el cojinete
graso. En tanto que el hipertiroidismo, resultdé en una proliferacion mas rapida vy
extensa del epitelio mamario. A pesar de que las glandulas de las ratonas
hipotiroideas estaban compuestas fundamentalmente por ductos, fueron capaces
de diferenciarse en cultivo, en presencia de insulina, hidrocortisona y PRL y de
sintetizar lactoalbimina. Por otra parte también se observo que el retraso en
crecimiento mamario podia ser revertido si se suspendia la administracién de
PTU, o bien si se administraba PRL. En contraste, en estudios en los que se
provoca hipotiroidismo severo, que se asocié con una alteracion de los ciclos
estrales, el efecto sobre el desarrollo mamario fue irreversible, e incluso se
observé involucion de la mama (Morris et al, 1950).

Lactacién. Los efectos de las HT sobre la lactacion se conocen desde el siglo
pasado, cuando Hertogue observa que la ingestion de homogenados de tiroides
incrementa la produccion de leche en vacas. Posteriormente Graham, en 1934
retoma los estudios de Hertogue y demuestra que la T4, 0 bien extractos de
tiroides tienen efectos galactopoyéticos en vacas. Miller y Swason (Miller &
Swason, 1969) encontraron una disminucién en el rendimiento de leche y en el
porcentaje de grasa en la leche de vacas con destruccion parcial de 1a tiroides
(ver Figura 16). En una revision al respecto (Cowie et al, 1980), se concluye que,
efectivamente, el tratamiento con compuestos tiroactivos por periodos cortos
incrementa la produccion de leche en vacas, pero éste es muy variable (0-50%),
esta influenciado por la talla, la edad, y la etapa de la lactancia en la cual se
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administra; y esta asociado a un incremento en los indices de actividad
metabdlica como pulso, respiracidon y temperatura corporal. Mas aun, la leche
adicional se produce a expensas de la grasa y proteina corporal. E£n ratas, ia
administracion de dosis pequefias de T4 aumenta la produccidon de leche y el
crecimiento de las crias, mientras dosis altas tienen un efecto inhibigor, e incluso
incrementan la mortalidad de las crias (Schmidt, 1970).

Acciones directas de HT en glandula mamaria. Aunque en gran medida los
efectos de las HT se han explicado con base en sus acciones sobre el

metabolismo sistémico, también se ha postulado que tienen un efecto direcio en
mama.

1) Sintesis y secrecidén de a-lactoalbimina. Efectivamente, en experimentos in
vitro, las HT participan en la regulacion de la sintesis y secrecion de la a-
lactoalbumina, que es una subunidad de la lactosa sintetasa. Asi Vonderhaar en
1979 (Vonderhaar; 1979), utilizando explantes de células epiteliales extraidas de
mama de ratona virgen eutiroidea, encontré que para que éstas fueran capaces
de diferenciarse completamente y sintetizar o-lactoalbumina en respuesta a
insulina, hidrocortisona y PRL, debian pasar por un ciclo celular in vitro, mientras
que si los explantes provenian de ratonas hipertiroideas, las células no requerian
de un ciclo celular para diferenciarse. Asi mismo, si se afladia T; al medio de
cultivo de explantes provenientes de ratonas eutiroideas, las células no requerian
del ciclo celular para diferenciarse. Posteriormente se encontrd que la adicion de
T3 incrementaba la sintesis y secrecion de la a-lactoalbumina pero no de caseina
(Tereda & Oka, 1982; Bhattacharjee & Vonderhaar, 1984) y que este efecto se
correlacionaba con un incremento de su RNAm (Ziska et al, 1988). Ademas se
encontrd que la presencia de T en el medio de cultivo, estimulaba la sintesis de
dos formas distintas de a-lactoalbimina, aunque s6lo una de ellas es secretada.
Estas dos formas corresponden a variantes en la glucosiladas, y su sintesis y
secrecion es inhibida en presencia de tunicamicina (inhibidor de la sintesis de
oligosacaridos unidos a N-aspargina), indicando un control de la T, sobre la
glucosilacion diferencial de la a-lactoalbumina, lo que pudiera reflejar un efecto
de la T3 sobre la proteccion proteolitica (Ziska et al, 1988).

i) Regulacion de receptor_es a PRL. Otro efecto directo de las HT sobre la mama
consiste en la modulaciéon de los receptores a PRL. Asi, la unién de PRL a sus
receptores de membrana disminuye 70 a 85 % en ratas hipotiroideas y aumenta
hasta 66 % en animales hipertiroideos (Bhattacharya & Vonderhaar, 1979). Estos
efectos se confirmaron cultivando explantes mamarios provenientes de ratonas
~virgenes en presencia de PRL, insulina e hidrocortisona. Asi, cuando afadieron
Ts al medio de cultivo, el pegado de PRL se duplicé, y no fue inhibido por
puromicina, sugiriendo que no fue mediado a través de sintesis de proteinas
(Bhattacharya & Vonderhaar, 1979). Vale la pena destacar que en la literatura se
senala que la PRL aumenta la sintesis y/o secrecion de o-lactoalbumina. Asi,
Goodman (Goodman et al, 1983) utilizando explantes de mama de bovino
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encuentra que existe una correlacion directa entre la PRL anadida al medio de
cultivo (que contenia T3) y la secrecidn de a-lactoalbumina. Otros investigadores
encuentran que a dosis fisiologicas, la PRL estimula mas la sintesis de p-caseina
que la de o-lactoalbumina (Ray et al, 1986), mientras que Warner observa un
incremento en el RNAm para a-lactoalbumina de 4 veces en explantes de mama
de ratdon gestante cultivados es presencia de cortisol, insulina y T respecto a {os
controles libres de hormonas. Ademas en estos experimentos, la adicion de PRL
al medio de cultivo incrementa solo un 40 % mas los niveles del RNAm de la o-
lactoalbumina; en confraste para la pB-caseina solo encuentra efecto cuando se

encuentra presente PRL., por lo que concluye que la induccion del gen de a-
lactoalbimina es independiente de PRL (Warner et al, 1993).

i) Receptores a HT en mama. La presencia de receptores a HT en mama ha sido
poco estudiada. Asi, Hayden y Forsyth (Hayden & Forsyth; 1977) describieron la
presencia de sitios de unién con alta afinidad y baja capacidad para "®I-T, en
nucleos extraidos de mama de ratona virgen. En este estudio se identificaron 2
macromoleculas, una de las cuales resultd sensible a DNAsa vy la otra se
comportd en filtracion en gel y en electroforesis como el receptor hepatico a Ta.
Asi mismo se demostré en ensayos de competencia de unién al receptor nuclear,
que los andlogos de tironinas eran capaces de competir con la '®I-T, y que el
grado de competencia se correlacionaba con su actividad bioldgica. La union a
"°|_T;aumentd hasta tres veces durante la gestacion, mostrd un ligero incremento
en la lactancia media y posteriormente disminuyo, lo cual sugiere un papel
fisioldgico de este tipo de receptores. Sin embargo vale la pena destacar que
desde estos estudios en los 70's, no se ha retomado el andlisis de receptores a
HT en mama, y por lo tanto no se conoce el o los tipos presentes, ni sus posibles

modificaciones durante los distintos estados fisioldgicos (vgr., pubertad,
‘gestacion, lactancia, destete). |

Desyodasas y glandula mamaria. Desde los arios 70's se documentd que en las
hembras lactantes los niveles circulantes de T3 son muy bajos y correlacionan de
manera inversa con la produccion de leche. La interpretacién de este
"hipotiroidismo durante la lactancia” era que la mama captaba una gran cantidad
de hormona activa para pasarla a la leche. Sin embargo, en los 80's nuestro
grupo mostré que la vaca lechera presenta un perfil tiroideo semejante al de los
animales en ayuno; es decir, bajas concentraciones circulantes de Ts y T4 v
elevadas de rTy. Este hallazgo llevo a proponer que dicho perfil en los niveles
circulantes de las HT era secundario a un rearreglo en la desyodacién érgano-
especifica de las tironinas mediante el cual el organismo redistribuye vy jerarquiza
el gasto energético la energia para mantener la lactancia (Aceves et al, 1985).
~Esta hipotesis homeorretica se robustecié con la observacion de que en la rata
lactante, la disminucion en la concentracion circulante de T, se asociaba a una
disminucion en la actividad 5'DI hepética y renal (Kahl et al, 1991); asi como con
el hallazgo de que ademas de la disminucion en la 5'D| hepatica, la glandula
mamaria lactante presentaba actividad 5'D, cuya intensidad dependia del tamafio
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de la camada y que correspondia por su cinética a la enzima rapida tipo |
(Valverde & Aceves, 1989; Aceves & Valverde, 1989). Simultaneamenie se
observd que la administracion repetida (40 mg por 5 dias) de GH, en vacas
lactando incrementaba la actividad 5'D mamaria y la produccion lactea, y que no
tenia efecto en la 5'DI hepatica y renal (Capuco et al, 1989). Posteriormente este
mismo grupe de investigadores caracterizd las desyodasas presentes en ias
glandulas mamarias de vacas y cerdas lactantes, mostrando que en ambos casos
la actividad predominante es tipo 5'DIl (Kah! et al, 1993). Estos datos concuerdan
con hallazgos posteriores, que muestran que en la leche de vacas y humano se
encuentra actividad desyodativa tipo Il (Slebodozinski et al, 1993). Los trabajos
subsequentes de nuestro grupo han mostrado que: 1) la sobrealimentacién con
glucosa no revierte el balance energético negativo caracteristico de la lactancia, e
incrementa la actividad 5'D mamaria y la produccién de leche (Aceves et al,
1994), 2) la actividad 5'DI esta localizada en el tejido alveolar y los cojinetes
grasos presentan actividad 5'Dll (Aceves et al, 1995); 3) el estimulo de la succion
determina a través de mecanismos f-adrenérgicos el mantenimiento de la
actividad 5'DI mamaria (Ramirez et al, 1993, Pineda, 1995). También hemos
encontrado que la PRL parece tener un efecto modulador en la respuesta
noradrenérgica de la enzima y que la OT y la GH no intervienen de manera aguda

(4 a B horas) en la reinstalacién de la actividad secundaria a la succion (Aceves et
al, 1996).

49



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

Las desyodasas son enzimas microsomales que no han sido aisladas hasta la
fecha. La identificacidn de los tres tipos se ha basado hasta ahora en sus
caracteristicas bioquimicas. Estas caracteristicas incluyen las constantes de Michaelis-
Menten (Km y Vmax), el sustrato preferencial in vitro (T4, T3 o rT3), asi como su
inhibicion con PTU. Este compuesto compite con el ¢ofactor enziméatico y dependiendo
de su concentracion inhibe en mayor grado a la tipo | y en menor a las tipo i y lil. En
los Ultimos cinco afios y mediante técnicas de biologia molecular se ha logrado aislar y
secuenciar cada uno de los RNAmM de estas enzimas en diferentes especies y 6rganos.
Una caracteristica distintiva de estas desyodasas es que contienen en su sitio activo el
aminoacido modificado Se-cys. Este dato permitié que se adicionara a las constantes
bioquimicas un paradmetro mas de identificacidon: la inhibicién selectiva del sitio activo
con GTG. En estudios previos y utilizando otras selenoproteinas se mostro que la GTG
se une irreversiblemente a la Se-cys. A pesar de que todas las desyodasas presentan
en su sitio activo dicho aminoacido, la GTG, en concentraciones nanomolares solo
inhibe a la tipo I. La falta de inhibicidn en las otras desyodasas se ha explicado como
resultado de la conformacién cuaternaria de estas proteinas (St Germain et al, 1994).

Aunado a lo anterior, la informacion disponible hasta la fecha sugiere la
existencia de varios subtipos enzimaticos. Asi por ejemplo, para las enzimas tipo |, se
han descrito dos subtipos. Uno que codifica para una proteina que contiene Se-cys en
su sitio activo, es regulado positivamente por T3 y da una sefial cruzada con la sonda
hepatica G-21 (¢cDNA), y otro, detectado hasta el momento sélo en cerebro, parece no
ser regulado por T,, s6lo desyoda rTy y no cruza con la G-21 (Leonard, 1992).

Ademas, el grupo de Larsen (Maia et al, 1995) recientemente mosiré que la 5'Di
hepatica de ratdn, que posee un alto grado de homologia con la de rata, pero cuya
actividad especifica es 10 veces menor, es codificada por un RNAm mas pequerio. El
mensajero es mas corto en la regidén 3' no traducible (400 pb) y contiene una sola seial
de poliadenilacion en contraste al RNAm de la enzima de rata que posee dos sefiales
de poliadenilacién. Este mismo grupo mostré, ademas, que en algunas cepas de raton
la actividad especifica 5'DI hepética es aun menor, y se acomparia de una disminucion
en el contenido de RNAm, La diferencia entre una y otra cepa parece residir en el
promotor del gen, en ia regidn entre -705 y -162. La diferencia mas significativa entre
ambas cepas es un inserto de 21 pares de bases que contiene 5 CTG repetidas que se

encuentra en el gen de la cepa CH3, asi como en otras cepas de ratones con baja 5'Di
hepatica (Berry et al, 1993b; Maia et al, 1995).
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Asi mismo, se ha demostrado que la regulacion de estas desyodasas varia
dependiendo del érgano que la contiene. La 5Dl de la tiroides es regulada
especificamente por TSH (Wu et al, 1985), mientras que la renal y hepatica son
estimuladas por T; (Balsam et al, 1978). L.a enzima hepatica también es estimulada por
carbohidratos (Gavin et al, 1981).

En el caso especifico de la 5Dl mamaria, nuestro grupo ha caracterizado
parcialmente dicha enzima. Hemos mostrado que sus constantes cinéticas (Km vy
Vmax), su sensibilidad al PTU y su mecanismo de accion (ping-pong) corrasponden al
denominado tipo | (Aceves & Valverde-R, 1989). Los estudios de regulacién han
mostrado que en condiciones de ayuno o sobrealimentacion, la 8'Dl hepética presenta
un patrén de respuesta diferente a la mamaria (Aceves et al, 1994), y que el estimulo
de la succidon determina la aparicién y mantenimienio de ésta ultima durante Ia
lactancia (Ramirez et al, 1993).

Todos estos resultados sugieren que en la regulacién de la 5Dl mamaria
participan factores especificos que no intervienen en la regulacion de las otras 5Dl e
indican la importancia de conocer con mayor detalle el isotipo o isotipos enzimaticos
presentes en |la glandula mamaria en diferentes condiciones fisioldgicas.
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OBJETIVOS.

Caracterizar el subtipo enzimdtico presente en la glandula mamaria lactante y
correlacionar la cantidad de RNAm con la actividad enzimatica mamaria duranta el ciclo
reproductor de la rata.

Objetivos especificos
1) Determinacion del subtipo 5'DI en la glandula mamaria lactante:
a) Caracterizacién bioquimica:

-Analizar |a sensibilidad de la 5’Dl mamaria a GTG.
-Caracterizar el sustrato preferencial.,

b) Caracterizacién molecular
- Determinar el tamano y secuencia del RNA mensajero.

2) Correlacionar los niveles del RNAm con la actividad ebpemflca de la 5'Di mamaria
durante el ciclo reproductor de Ia rata.
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DISENO EXPERIMENTAL..
Objetivo 1.
Caracterizacion bioquimica

Sensibilidad a GTG. En homogenados de glandula mamaria lactante se analizo la
sensibilidad (dosis-respuesta) de la 5Dl mamaria a GTG. Esta sustancia permite definir
el tipo enzimatico de las 5'desyodasas, ya que inhibe selectiva e irreversiblemente a la
tipo |. Una vez establecida la dosis optima, se determiné en diferentes periodos
fisiolégicos (madurez, gestacion y lactancia) la presencia de este tipo enzimatico. Se
utilizaron como controles homogenados de higado de macho (tipo I; sensible a GTG) y
de tejido adiposo café, BAT (tipo Il; insensible a GTG).

Inhibidor preferencial. Usando '®I-rT; como sustrato inicial, se analizé el grado de
competencia frente a concentraciones crecientes de T, y rT; no marcados en
homogenados de glandula mamaria lactante.

Caracterizacion molecular

Tamano del RNA mensajero. Mediante técnicas de Northern se analizé el tamafio de

los RNAm de 5'DI mamaria lactante. Se usaron como controles RNA de higado de
machos adultos eu e hipertiroideos.

Secuenciacion del RNA mensajero. Mediante técnicas de transcripcion inversa y

amplificacion en cadena de la pollmerasa (RT-PCR) se amphﬂcaron fragmentos de
cDNA, para su posterior secuenciacion.

Objetivo 2.

Correlacionar los niveles del RNAm con ia actividad especzﬁca de la 5'D mamaria
~durante el ciclo reproductor de la rata.

Se utilizaron ratas Wistar en las siguientes condiciones fisiolégicas:

Prepuberes (4 semanas),

Virgenes adultas,

Gestantes (14 dias), |

Lactantes (1 y 10 dias posparto con 10 crias).

Se analizd la actividad enzimatica y la presencia del RNAm especifico. Mediante-
un analizador (phosphor-imager) se cuantifico la densidad del producto de PCR para

cada periodo fisiolégico y se compard con la respectiva la actividad especnﬂca de Ia
enzima.
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MATERIAL Y METODOS.

Material bioldgico.

Se utilizaron ratas Wistar mantenidas en condiciones constantes de temperatura y
humedad, bajo ciclos 12:12 de luz/oscuridad, asi como agua y comida ad libiftum. Se
sacrificaron en los dias sefialados en el disefio experimental y el tejido obtenido se
dividid en dos fracciones (una para analizar la actividad especifica y la otra para
extraer RNA) y se procesaron inmediatamente, o bien se almacenaron a -70 C.

Métodos.

Actividad Enzimatica. Esta se midi¢ utilizando la técnica de liberacion de radioyado,
previamente estandarizada en el laboratorio (Aceves & Valverde, 1888). En breve, el
tejido homogeneizado se incuba con 'I4T;, en una solucidn amortiguadora de
HEPES. El radioyodo liberado se separa utilizando columnas de intercambio cationico.

Para la caracterizacion de la enzima los ensayos se corrieron en condiciones control y
con los inhibidores PTU y GTG.

Aislamiento de los diferentes RNA. Se utilizaron las tecnicas descritas por Puissant y
Houdebine (Puissant & Houdebine, 1990) o bien una modificacion de la técnica de
Chrigwin (Chrigwin et al, 1979). La primera consiste en una extraccién utilizando
tiocianato de guanidina y fenol-cloroformo para quitar proteinas y lipidos (este paso se
puede reemplazar por una extraccidon utilizando el reactivo TRIZOL, GIBCO).
Posteriormente una segunda extraccién con cloruro de litio para solubilizar

carbohidratos y obtener un precipitado de RNA total. Finalmente se somete a una
nueva deslipidizacion con cloroformo. La segunda técnica también utiliza tiocianato de
guanidina para la homogeneizacién del tejido y postenormente una precipitacion
selectiva del RNA total, utilizando un colchén de.cloruro de cesio. Para obtener el RNA
mensajero, el RNA total se hace pasar por una columna de oligo(dT) celulosa. La

columna retiene selectivamente al RNAm; el cual posteriormente se eluye cambiando la
fuerza idnica del eluyente.

Northern Blot. Los RNA se corrieron en geles desnaturalizantes de agarosa al 1% y
formaldehido 1.7 0 2.2 M. Se transfirieron a membranas de nylon y se hibridaron contra
el cDNA-5'DI hepatico (denominado G-21) marcado con 2P.odCTP (Sambrock et al,
1989). Dado que no conociamos el grado de homologia que habia entre el mensajero
mamario y la sonda G-21, se utilizaron dos condiciones de astringencia: baja

astrmgenc:a (hlbndacmn SSC BX, sol. Denhardt's 5X, SDS 0.5 %, 100 ug/ml DNA de
esperma de salmén; a 50°C; lavados SSC 0.1X, SDS 0.1 %, a 50°C), asi como elevada
astringencia (SSC 5X, sol. Denhardt's 5X fosfatos 0.1M, pH 6.5, 100 ug/mi DNA de
- esperma de salmon, formamida 50 %; a 42°C; lavados : SSC 0.1 X, SDS 0.1%, a 42°C).



Slot blot. EI RNA total se desnaturalizd con formamida (10 minutos a 65°C). Se
aplicaron de 20 a 30 ug de RNA a membranas de nylon y se hibrid6é contra el G-21
marcado con **P-adCTP.

RT-PCR. Para amplificar al mensajero de glandula mamaria lactante se utilizaron
oligonucledtidos (secuencias de 17 a 22 nt.) especificos de la secuencia del G-21.
Primero se copid a cDNA la region 5' del RNA mensajero de glandula mamaria lactante
(técnica de transcripcion inversa o RT) y se amplificd mediante la reaccion en cadena
de la polimerasa o PCR la region del sitio activo (ver figura 23, oligos M7as y M2s-
M6as y M1s-M6as respectivamente). Para la hibridacion se utilizd el oligo M4s.
Posteriormente y de la misma manera se amplifico la regiéon 3' (ver figura 23, J1as y
M2s-J2as). Para la hibridacion se utilizd el oligo J3s. Como controles en todos los
casos se utilizaron muestras con transcriptasa reversa, RT+ y sin transcriptasa reversa,
RT-. Previo a la reaccidon con trancriptasa reversa todas las muestras fueron tratadas
con DNAsa. Una vez formado el dimero DNA-RNA, las muestras fueron tratadas con
RNAsa H, antes de realizar la amplificacion por PCR.

PCR-RACE. Para copiar la region 3' terminal del RNAm de la glandula mamaria a
cDNA, se utilizo un oligo dT que contiene en la region 3' una secuencia especifica (ver
figura 26), y que corresponde a una modificacién de los oligo dT-AP de GIBCO.
Posteriormente se amplifico la porcion terminal con un ohgo especifico de la secuencia
del RNAm de mama (ver figura 26) J2s y el oligo que contiene la secuencia
complementaria del oligo AP (ver figura 26). Se utilizaron como control higados de
macho adulto y neonato. Con el mismo cDNA generado con esta técnica se amplificd
una porcion en la regién 3 terminal que contiene el G-21 pero no el mensajero chico
denominado 6B (ver figura 26; oligos As y Bas)

Andlisis de la secuencia. Los fragmentos iluStra}dés en la figura 33 fusron
amplificados utilizandn estrategias similares a las descritas en la seccién RT-PCR y
fueron enviados a secuenciar, utilizando un sistema que emplea un kit de Applied

Bmsystems (PRISM Ready Reaction Dye Deoxy Terminator Cycle Sequencing Kit). Las
regiones secuenciadas se musestran en la misma flgura

Anadlisis estadistico. Los valores presentados en las figuras se expresan como la
media + e.e. Las diferencias entre grupos se analizaron mediante anélisis de varianza
de un factor y prueba de Tuckey, o mediante la prueba de Kruskal Wallis para un

factor, una p<0.05 fue considerada como estadisticamente significativa |
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RESULTADOS.

Objetivo 1.

Caracterizacion bioquimica

a) Sensibilidad a GTG. Como puede observarse en la figura 17 la GTG es capaz de
inhibir la actividad 5'D en mama lactante a concentraciones menores a 1 uM, lo mismo
se observa en la actividad hepética. En contraste, ia actividad 5'D en mama virgen o
bien en BAT no presenta dicha inhibicidn.

En la figura 18 se muestran los resultados de la inhibicién con 100 niMi de GTG
en la actividad especifica de 5'D mamaria durante el ciclo reproductor. Como pueds
observarse, la actividad total incrementa notablemente después del primer dia de
lactancia, lo cual concuerda con reportes anteriores (Aceves et al, 1994). El efecto de
inhibicion de la GTG se observa al fi nal de la gestacion, y sblo alcanza a ser
significativo al inicio de lactancia.

b) Caracterizar el sustrato preferencial. La caracterizacion del sustrato preferencial
de la enzima resulta importante ya que se conoce que la 5'D-1 utiliza preferentemente a
la rTs mientras que la enzima tipo Il utiliza preferentemente a la T, Respecto a este
punto se realizaron ensayos de actividad desyodativa utilizando como sustrato
marcado '°I-rT, y concentraciones crecientes de rTs o T4 no marcadas. Los resultados
obtenidos para marna lactante se muestran en la figura 19, como puede observarse la
- actividad 5'D en mama de rata lactante se inhibe a concentraciones ds rT; para las
cuales T, apenas preserita efecto. Estos datos indican que la glandula mamaria
lactante reconoce preferencialmante a la rT,.

En la figura 20 se muestran los resultados de inhibicién para la mama virgen. Se
ilustra la disminucién en el porcentaje de desyodacién de rT, marcada al afadir
concentraciones crecientes de rTs y T4 no marcadas. Se observa que concentracionas
crecientes de T4 disminuyen significativamente la desyodacién del sustrato marcado vy
que 10 veces mas (50 nM) inhiben mas del 90%. En contraste la ris no exhibe ninguna
inhibicién por abajo de 50 nM. Estos datos indican que la actividad 5'D de la gléndula
mamaria virgen desyoda preferencialmente a la T..
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- Figura 17, Efecto de tioglucosa aurica {GTG) en Ia activldad &'D. Se muestra ol porcentaje de
inhibicién de actividad a las diferentes concentraciones de GTG respecto al valor control obtenido sin -
GTG. Condiciones del ensayo: 37 °C, 3 h, pH 7, T2 0.5 M (mama lactante e higado) y 2 nM (BAT Y
‘mama virgen), ditiotreitol (DTT) 20 mM. Tejidos analizados; Mama virgen: hembras de 7 semanas (¢ );
Mama lactante: hembras primiparas 11 dias pp!B crias ( ® ); Higado ( 0 ) y Tejido adiposo café (BAT |
A): machos adultos. | |
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Figura 18. Efecto de 100 nM de GTG en la actividad 5'D durante el ciclo reproductor de la rata.
Cada barra representa el promedio + e.e. de la actividad especifica de mamas extraidas de hembras en
las siguientes condiciones fisioldgicas: virgenes adullas (V); gestantes de 8 (G-8) 14 (G-14) y 21 dias (G-
21); Lactantes de uno (L-1) y 10 dias (L-10). En barras oscuras se presentan los datos control y en barras

" claras la actividad afiadiendo 100 nM de GTG al ensayo. Los promedios que comparten alguna letra no

son significativamente diferentes (Analisis de varianza de un factor y prueba de Tuckey). Condiciones de
ensayo: 37 °C, 3 h (1 h para higado), pH 7, rT3 0.5 pM, DTT 20 mM.
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Figura 19. Inhibidor preferencial en mama lactante. Se muestra el porcentaje de competencia en la
desyodacion de 0.5 uM de rT; marcada con concentraciones crecientes de rTz y T4 no marcada.
Condiciones del ensayo: 37°C, 3 h, pH 7, DTT 5 mM Tejido: mama de 11 dias de lactancia, y 8 crias. -
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Figura 20. Inhibidor preferencial en mama virgen. Se muestra el porc'entaje de competencia en la
desyodaciéon de 2 nM de T, con concentraciones crecientes de rTs y T4 no marcadas. Condiciones del
ensayo: 37 °C, 3 h, pH 7, DTT 20 mM. Tejido: mama de virgenes de 7 semanas.

60



Caracterizacion molecular

Inicialmente para la caracterizacion del RNAm utilizamos analisis tipo northern y
condiciones de hibridacion poco astingentes. Asi en la figuras 21 y 22 se muestran los
northern para RNA total (10 a 50 ug) y para RNAm (1 a 8 ug), respectivamente,
obtenidos de mama de rata lactante e hibridados contra el G21. Estos northern son
representativos de 5 mas trabajados en condiciones similares. En estas figuras se
muestra que el G21 hibrida con una banda de alrededor de 2.0 Kb en el RNA hepatico
mientras que para el RNA de mama hibrida con una banda de aproximadamente 1.6
Kb, Ademas se muestra que el G21 es capaz de detectar muestras que contienen entre
40 y 50 ug de RNA total y entre 3 y 8 ug RNAm.

En contraste cuando utilizamos elevada astringencia en la hibridacidn, sélo se
observa sefial para el RNA hepatico, como pude observase en las figuras 23 y 24, en
las que se muestran los northern para RNA total (40 ug) y para RNAm (8 ug),
respectivamente, obtenidos de higados de macho y mama de rata en diversas
condiciones fisiolégicas e hibridados contra el G21.

Con el fin de incrementar la sensibilidad del analisis, utilizamos el método
conocido como slot blot, que aunque no permite ver el tamafio del mRNA nos permitiria
confirmar si el RNA extraido de mama era capaz de hibridar con la sonda hepdtica, asi
en la figura 25 se muestran los resultados para RNA total extraido de higado, asi como
de mama en diferentes condiciones fisioldgicas. Los resultados corresponden a dos
diferentes condiciones de lavado: panel A: mediana astringencia (8SC 0.1 X, 42°C) y
panel B: de alta astringencia (SSC 0.1 X, 60°C). Con mediana astringencia, se observa
sefial para practicamente todas las muestras, Sin embargo, para alta astringencia sdlo
son consistentes las sefales para los higados

Los resultados obtenidos hasta aqui sugerian que el MRNA de la 5'D-l en mama
no era totalmente homélogo al hepatico, y/o que se encontraba en niveles muy
inferiores al detectado ¢ higado, ya que sélo éramos capaces de detectario en
condiciones de baja astringencia. Las actividades especificas detectadas en higado
son alrededor de 200 veces mayores a las detectadas en mama, asi que decidimos
utilizar la técnica conocida como transcripcion mversa-amphﬁcacsén en cadena de la
polimerasa (RT-PCRY); que es tan sensible que a partir de una sola mclécula de mRNA
puede hacer cientos de miles de copias de cDNA:

Con este propésito se utilizaron los oilgonucledtidos, cuyas 'secuencias, y
posiciones, respecto al G21 se muestran en la figura 26. Inicialmente amplificamos la
regién 5' utilizando al oligo M7as para la reaccién de RT y a los oligos M1s-M6as vy

M2s-M6as para la amplificacion del PCR, vy al oligo M4s marcado con 32P~7ATP para la
hibridacion.
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Figura 21, Anélisis tipo Northern blot de! mRNA de la §'D-1 mamaria. RNA total, condiciones de
hibridacién de baja astringencia. Se muestra la hibridacién de 2 ug mRNA extraldo de higado de rata
macho adulta (carril 1) y de 10, 20, 30 40 y 50 pg RNA total extraldo de mama rata lactante 10 dias
(camiies 2 a 8). La hibﬂdaclén se llevé a cabo con el G21 marcado con P odCTP (aprox. 0.5ng/m|,
actividad especifica 1 x 10° dpm/ug) a 50° C y sin formamida.
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Figura 22. Andlisis tipo Northern blot del mRNA de la 5'D-l mamaria. mRNA, condiciones de baja

astringencia. Se muestra la hibridacién de mRNA extraido de: (carril 1) higado de rata macho adulta (2
ug); (carriles 3 a 5) mama rata lactante 10 dias (1, 3 y 8 pg). La hibridacién se llevd a cabo con el G21
marcado con *P «dCTP (aprox. 0.5ng/ml, actividad especifica 1 x 10° dpm/ug) a 50° C y sin formamida.
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Figura 23. Andlisis tipo Northern del mRNA de la 5'D-1 mamaria. RNA total, condiciones de alta
astringencia. Se muestra la hibridacién de RNA total (20/ug/carril, en el caso de los higados y 40
ug/canil, en el caso de las mamas) extraldo de higados de: (carril 1) macho aduito eutiroideo, (carril 2)
macho adulto hipertiroideo, (carril 3) hembra gestante y mamas de: (carril 4) hembra paber, (carriles 5a
8) hembras gestantes de 12, 14, 16 y 19 dias; (carriles 9 a 11) lactantes de 1,5 y 10 dias de lactancia).
(A) Gel teiiido con bromuro de etidio. (B) Autorradiografia de la hibridacién con **P c¢DNA de la §'D-l
hepatica, 17 horas de exposicién en un analizador de radiacién de ¥p (phosphor-imager).
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Figura 24. Andlisis tipo Northern de! mRNA de ia 5'D-l mamaria Se muestra la hibridacién de: (2)
RNA total (20 pg) de higado de macho aduito hipertiroideo; 8 pg/camil de RNA-poly (A)+ extraido de
mama de hembras lactantes de 1 dia (3) y de 10 dias (4). 12 pg de RNA total de hipotalamo. El camit 1
corresponde a marcadores de peso molecular. {A) Gel tefido con bromuro de elidio. (B) Autorradiografia
de la hibridacién con 2P cDNA de la 5'D-1 hepética (3 dias de exposicion). y (C) 10 dias de exposicion El
RNA poli (A)+ se obtuvo con dos pasos del RNA total por la columna de oligo-dT celulosa
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Figura 25. Andlisis tipo slot-blot del mRNA de 1a

6'D-1 mamaria durante ciclo reproductor de la
rata. RNA total (20 ug/canil) se extrajeron de un higado de hembra gestante (carril 1A); macho adulto
eutiroideo (carril 1B); macho adulto hipertiroideo (carril 1C). Y de 3 diferentes animales en las siguientes
condiciones: glandula mamaria de: piberes (camiles 2A, B, C); virgenes (camiles 3A, B, C); 12 dias de

gestacion (carriles 4A, B, C); 14 dias de gestaci6n (cariles 5A, B, C); 16 dias de gestacion (camiles 6A,
B, C); 18 dias de gestacion (cariles 7A, B, C);

1 dia de lactancia (carriles 8A, B, C); 5 dfas de lactancia
(caniles BA, B, C). 10 dias lactancia (carriles 10A, B, C). Se muestra la hibridacién despuds de lavar (A)
en baja astringencia o (B) en aita astringencia. | - |
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Oligo Tamafo Localizacion Secuencia Propdésito
M1S 17 mer 66-82 CTT GGA GGT GGC TAC GG PCR
M2S 20 mer 377-396 GCACCTGACCTTCATTTICTT PCR
M3S 20mer 483-502 CAC AGATGGATG GGC TTT TA PCR
M4S 16 mer 523-538 CAG CAC CGAAGCCTCC Hibridacion
M6AS 18 mer 610627 CTGGCT GCTCTG GTT CTG PCR
M7AS 18 mer 660677 ATC CTG CCTTCC TGT ATC RT
J3S 20mer 1138-1157 GTT TGC CAC TCA TAG AAT CA Hibridacion
J3AS  20mer 1138-1157 TGA TTC TAT GAG TGG CAA AC PCR, RACE
J28 17 mer 1477-1493 TTG GAC TGA CGG GTA GC PCR |
J2AS 17 mer 1477-1483 GCT ACC CGT CAG TCC AA PCR
JIAS 17 mer 1582-1598 CAT CTT CCC GACATTTT RT
AS 20 mer 1693-1712 CTGCCGTCTTIT CCGATAGC PCR, RACE
BAS 20mer 1809-1829 CCC T7TC CAC AAC ACT TCACA PCR, RACE
AP 36 mer | GTC CAC GCATCG ACT AGT AT(17) RT-RACE
UAP 20 mer ATA CTA GTC GAT GCG TGG AC PCR-RACE

Figura 26. Mapa de localizacion de los oligos utilizados para la ampliﬂcacién del mensajero de la
§'D-4 mamaria. El templete superior corresponde a la secuencia del G-21. Se muestran el inicio (ATG);
el codén de Se-cys (TGA), el codén de término (TAG), la regi6n de reconocimiento del Se-cys (SECIS) Y
la cola de poli(A) (2094 AAAA). El panel inferior muestra las secuencias y d:recclones de los diferentes

oligos utilizados.
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En la figura 27 se muestran las amplificaciones de higado hipertiroideo, mama
gestante (G-12) y mama lactante (L-10). Puede verse que en la mama lactante se
amplifican bandas del mismo tamafio que para higado, aunque con mucho menor
intensidad, y que son capaces de hibridar con el oligo Mds. En la mama gestante no se
observa serial de amplificacion.

La figura 28 muestra la amplificacidén de la region 3' de los tejidos anteriores
Para esta region utilizamos al oligo J1as para la reaccion de RT, a los oligos M2s-J2as
para la amplificacién por PCR vy al oligo J3s para la hibridacion. Lo resultados muestran
que se amplifican bandas similares en higado y mama lactante. Una vez mas |a
glandula mamaria gestante no presenta sefial.

En algunas de las amplificaciones anteriores, nueastros controles negativos (R1-)
revelaban la existencia de bandas positivas. Estos hallazgos pueden deberse a dos
cosas, 1) a la presencia de DNA en nuestras muestras de RNA y por lo tanto a
amplificaciones del genoma y 2) a quse algunas vecses la enzima Taq polimerasa pueds
tener actividad de reversa transcriptasa y amplifique, en los controles sin RT al
mensajero. Para verificar dichas posibilidades hicimos los siguientes controles. 1) no
utilizar el oligo en la reaccidon de RT, 2) utilizar RNAsa, 3) utilizar DNA.

 En la figura 29 se muestran los resultados de la amplificacion de RNA de higado
y mama, asi como de DNA hepatico con los oligos M2s-MBas, usando como RT al oligo
M7as. Incluimos como control la amplificacion de una region del mensajero de la 8-
actina. En este caso se utilizé oligo-dT para la reaccién de RT. Para la amplificacion
por PCR se utilizaron 27 ciclos (94-50-72). La hibridacién se llevé a cabo con el oligo
Mds. Los resultados muestran amplificacionss de bandas para M1s-M6as en el RNA de
higado y de DNA. En la membrana se observan hibridaciones del Mds con el RNA de
higado y de mama asi como para el DNA. Para las amplificaciones de p-actina solo se
detectan amplificaciones en el DNA. El hallazgo de sefial positiva en las muestras de

DNA confirma que puede haber contaminacién genémica y que por lo tanto debemos
utilizar mas cantidad de DNAsa al inicio del ensayo.

En la figura 30, se muestran los resultados de la amplificacién de RNA de higado
y mama, asi como de DNA hepético con los oligos M1s-M6as. En este caso se
utilizaron 32 ciclos (94-50-72). También incluimos como control la amplificacién de una
region del mensajero de la B-actina. La hibridacién se llevd a cabo con el oligo Mds. En
el gel se observaron bandas para M1s-M6as en el RNA de higado y de mama y no para
DNA. La actina muestra sefial positiva en todos los casos. En la membrana se
observan hibridaciones del M4s con el RNA de higado y de mama, no hay sefial en el
caso del DNA. En este caso encontramos sefales positivas en las muestras sin RT.
Este resultado confirmo la posibilidad de que la Taq polimerasa presente actividad de
reversa transcriptasa. La explicacién de que en este ensayo no obtuviéramos seal
positiva en el DNA, pensamos que se debe a que existe un intron en este intervalo. En
efecto, aunque el gen de la rata no se ha reportado, el de ratdén presenta un intrén de
aproximadamente 9 Kb en esta regidn, como puede apreciarse en la figura 10.
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Figura 27 Analisis tipo RT-PCR de la regién &' del ¢cDNA de fa §'D-1 mamaria.. 2 ug de RNA total de
higado 0 mama se sometieron a la reaccién de RT, para la cual se utilizé el oligo M7as. 5 ul de la
reaccion de RT (volumen final 30 pl), se utllizaron para amplificacién por PCR, y los oligos M2s-M6as
(carriles superiores) y M1s-MBas (carriles inferiores). Se ulilizaran 32 ciclos (94-54-72). El carril 1
corresponde a marcadores de peso molecular, carril 2 y 3 a higado de macho adulto hipertiroideo
RT+(con transcriptasa reversa) y RT- (sin transcriptasa reversa) respeclivamente. Carriles 4 y 5 mama
de rata gestante (12 dias) RT+ y RT-. Carmiles 6 y 7 mama de rata lactante (10 dias) RT+ y RT-. Caril 8,
H,0 con todos los reactivos afiadidos, (A) mapa de la region amplificada, (B) gel tefido con bromuro de
etidio. (C}) autorradiografia de la hibridacion con el oligo M4s marcado con **P-ydATP.
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Figura 28. Analisis por tipo de la regién 3' del cDNA de la §'D-f mamaria. 2 pg de RNA total de
higado o mama se sometieron a la reaccién de RT, para la cual se utilizé el oligo Jias. y los oligos M2s-
J2as para amplificacién por PCR, 34 ciclos (94- 54 72). Se utilizo 1 pt de la reaccion de RT para la.

amplificacién por PCR, en el caso de higadoo y 5 en el caso de las mamas. El carril 1 cowesponde a
‘marcadores de peso molecular, carril 2 y 3 a higado de macho adulto hipertiroideo RT+ y RT-
respectivamente. Carriles 4 y 5 a mama de rata gestante (12 dias) RT+ y RT. Carriles 6 y 7 mama de
rata lactante (10 dias) RT+ y RT. Carril 8. H,0 con todos los reactivos afadidos. (A) mapa de Ia region
amplificada, (B) gel tedlido con bromuro de etidio. (C), autorradiografia de la hibridacion con el oligo J3S
marcado con P~ydATP |
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Figura 29. Andlisis tipo RT-PCR del ¢cDNA de la §'D- mamaria. Controles utilizando 1os oligos M2s-
M6as. Se muestra la amplificacién de higado de macho adulto hipertiroideo y gténdula mamaria de
hembras lactante (10 dfas). La reaccion de RT se llevé a cabo utilizando 0.5 pg de RNA total de higado, 2
ug de RNA total de mama o un 1 ug de DNA; y M7as, o bien oligo dT como cebadores. y los oligos M2s y
M6as para la amplificacién por PCR, o bien oligos especificos para actina. Se uliliz6 una temperatura de
“alineacidn” de 50°C y 27 ciclos. El carril 1 corresponde a marcadores de peso molecular, cariles 2y 3 a
higado RT+ y RT- respectivamente utilizando los oligos M2s y M6as; carril 4 y § corresponden a mama
RT+ y RT- respectivamente, utilizando los oligos M2s y M6as, carril 8 mama con oligos especificos para
actina, caril 7 mama con RNAsa A, carril 8 mama sin oligo M7as en la reaccion de RT; carmil § Hy0 con
todos los reactivos empleados. En paralelo se amplificd DNA. de higado con oligos especificos para
actina (carril 10), y con los oligos: M3s-J2as (carril 11), M1s-M6as (carril 12) y M2s-M8&as (carrit 13), 5 pl
de la reacclén de PCR se corrieron en un gel de agarosa al 2 %, se transfirieron a una membrana de
nylon y se hibrid6 con el oligo M4s marcado con *P-ydATP, (A) Esquema de la region amplificada con los
oligos M2s-M6as. (B). Gel tefiido con bromuro de etidio (C) Autorradiegrafia.
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Figura 30. Andlisis tipo RT-PCR del cDNA de la §'D-l mamaria. Controles utilizando los oligos M1s-
M6as. Se muestra la amplificacién de higado de macho adulto hipertiroideo y glandula mamaria de
hembras lactante (10 dias). La reaccion de RT se llevo a cabo utilizando 0.5 pg de RNA total de higado, 2
ng de RNA total de mama o un 0.1 pg de DNA y M7as, o bien oligo dT como cebadores. y los oligos M1s
y M6as para la amplificacion por PCR; o bien oligas especificos para actina. Se utilizé una temperatura de
"alineacion" de 50°C y 32 ciclos. El carril 1 corresponde a marcadores de peso molecular, carriles 2y 3 a
higado RT+ y RT- respectivamente ulilizando 1os oligos M1s y M6as; carril 4, higado con oligos
especificos para actina. Carriles 5 y 6 corresponden a mama RT+ y RT- respectivamente utilizando los
oligos M1s y M6as; carril 7, mama con oligos especificos para aclina, carril 8 a otra muestra de mama
RT+; camril 9 mama sin el oligo M7as en la reaccién de RT. En paralelo se amplifico DNA de higado con
oligos especificos para actina (carril 10) y con los oligos M1s y M6as; (carril 11). 5 ul de la reaccién de
PCR se corrieron en un gel de agarosa al 2 %, se transfirieron a una membrana de nylon y se hibridaron
con ¢l oligo M4s marcado con P-ydATP (A) Esquema de fa regidon amplificada con los oligos M1s-M6as.
(B). Gel teflido con bromuro de etidio (C) Autorradiografia.
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Asi, los subsiguientes ensayos se corrieron como sigue: 1) la reaccién con
DNAsa se dejd por un periodo mas largo y con mayor cantidad, 2) se agrego RNAsa H
al final del RT, 3) se disminuyd el nimero de ciclos en la amplificacién por PCR, v 4) se
aumento la temperatura de alineacidn para hacer mas especificas las amplificaciones.

Hasta aqui teniamos evidencias indirectas de que el mensajero de higado y
mama eran iguales, sin embargo faltaba analizar la regidn 3' terminal. En la figura 31
se muestra el resultado de amplificar esta regidn utilizando la técnica conocida como
RT-PCR RACE, para esto se utilizé oligo dt-UAP para la reaccion de RT y los oligos
J2s y UAP para la amplificacién por PCR; estas amplificaciones darian como resultado
un fragmento de 617 p.b. si el mensajero de mama era idéntico al reportado en higado
(Berry et al, 1991a), o bien un fragmento de 152 p.b. si se trataba del mensajero
"corto", conocido como 6B (St Germain, 1990). Puede apreciarse que en el higado se
amplifican dos bandas indicando la presencia de los dos mensajeros y en las mamas
solo se aprecia la banda pequeia. Este resultado sugiere que el higado presenta dos

mensajeros que difieren en el tamafo de la region 3' terminal y la mama solo presenta
uno. |

Para corroborar que en el caso de la mama sélo estaba presente el mensajero
pequerio, utilizando la reacciéon de RT con el oligo dT-UAP, amplificamos una porcién
que corresponde exclusivamente al cDNA del mensajero grande, utilizamos para este
fin los oligos Asy Bas (ver figura 26). En la figura 32 puede observarse que en el caso
de los higados se amplifica un fragmento del tamaiio esperado, mientras que para las
mamas no hay ninguna banda amplificacién

Con el fin de verificar la homologia existente entre los mensajeros de mama e
higado, decidimos amplificar por PCR regiones especificas del RNAm de la 5'Di
mamaria y conocer su secuencia. En la figura 33 se muestra la estrategia seguida para
amplificar estos fragmentos. En la figura 34 se compara la secuencia del mensajero
hepatico G-21 con los fragmentos del mensajero de mama. Puede apreciarse qus hay
una homologia del 100% entre ambos del nt 90 al 1443 y del 1521 al 1618. E!
mensajero de mama inicia la cola de poli A en el nt 1637 y el de higado en el 2094,
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Fugura 31. Andlisis tipo RT-PCR-Race de la region 3' del mensajero. Se muestra la amplificacion de -

‘higado de rata macho adulto eutriroideo y neonato y dos glandulas mamarias de hembras lactantes (10
dias), La reaccién se llevé a cabo como se describe en material y métodos utilizando el oligo dT-UAP,
cuya secuencia se muestra en material y métodos, y los oligos J2s y UAPas para la amplificacién por
PCR. El carril 1 corresponde a marcadores de peso molecular, carril 2 a higado de macho adulto RT+ ;
carriles 3 y 4 a dos muestras distintas de mama RT+, (A) Esquema de la region amphﬁcada (B) Gel
tefiido con bromuro de etidio. (c) Autorrad!ograﬂa de la hibridacién con el oligo J1as marcado con p.

ydATP.
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Figura 32. Amplificacion de la region 3' del mensajero "grande". Se muestra la amplificacién de
higado de rata macho adulto eutriroideo y neonato, y dos glandulas mamarias de hembras lactantes (10
dias). La reaccién se llevd a cabo como se describe en material y metodos utilizando el oligo dT-UAP,
cuya secuencia se muestra en material y métodos, y los oligos A y B para la amplificacién por PCR. El
carril 1 corresponde a marcadores de peso molecular, carriles 2 y 3 a higado de macho adulto RT+ y RT-
respeclivamente, carriles 4 y § a higado de neonato RT+ y RT- respectivamente, cariles 8, 7, 8y 9 a
dos muestras distintas de mama RT+ y RT- respectivamente. (A) Gel teflido con bromuro de etidio. (B)
Autorradiografia de la hibridacion con el oligo Bas marcado con ¥P-ydATP.



ATG TGA TAG SECIS
7 382 778 1515-1600 2094 AAAAA
i R L R R 627 (M7as/RT) (M13-M6as/PCR)
90 >500 (M1)
188< -424 (M6)
K 7 2y ZE e L R 1493 (J1as/RT) (M2s-12as/PCR)
429 >B59 (M2)
1024< 1443 (J2)
Y S L L T 1157 (M3s-13as/PCR)
781< 1092 (M-J3as)
18 ] R (AP/RT) (J3s-UAP/PCR)

7Yy NN UAP (J25-UAP/PCR)

1521—-->1644 (M-J25)

Figura 33. Estrategia de secuenciacion del cDNA para la §'D-1 mamaria. Se muestra el esquema del |
cDNA de la 5'D-hepética, en lineas punteadas se muestran los fragmentos amplificados por RT-PCR, a
partir de RNA de mama; indicando en cada caso los oligos empleados. En lineas continuas se muestran
las regiones secuenciadas.
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G21

GCTGAGATGG ~ GGCTGTCCCA  GCTATGGCTG  TGGCTGAAGC — GGCTTGTGAT — ATTCCTGCAG — GTAGCCTYG
AGGTGGCTAC — GGGCAAGGTG ~ CTAATGACAC — TGTTCCCAGA  GAGAGTCAAG — CAGAACATCC  TGGCCATGGS
CCAAMAGACC ~ GGAATGACCA  GGAATCCCCG  ATTCGCGCCT — CACRACTSGG  TCCCCACCIT  TTCAGCATCC
CAGTACTTCT ~ GGTTCGTCCT  GAMGGTCCGC — TGGCAGAGAC —TGGAAGACAG  GGCTGAGTAT  GGGGGGCTGG
CCOCCAACTG  CACCGTGGTC  CGCCTCTCAG  GACAGAAGTG  CAACGTCTGG  GATTTCATIC  AAGGCAGCA'
ACCCCTGGTG  TTGAACTTCG  GCAGCTGCAC  CIGACCTTCA  TTTCTICICA  AATTTGACCA  GITCAAGAG
CICGPAGACG  ACTTTGCCTC ~ CACAGCTGAC  TTCCTCATCA  TTTACATTGA  AGAAGICCAC  GCCAGAGATG
GATGGGCTTT ~TAAGAACAAC GTGGACATCA GGCAGCACCG  AAGCCTCCAG  GACCGCCTGC  GGGCAGEACA
TCTGCTGCTG  GOGAGGAGCC — CCCAGTGICC  TGTGGTGGTG  GACACAATGC — AGAACCAGAG  CAGCCAGCTC
TATGCAGCTC  TGCCTGAGAG  GCTCTATGTG  ATACAGGAAG  GOAGGATCTG  CTACARGGGT  AAACCTGRCC
CTTGGAACTA CARTCCTGAG  GAAGTCCGAG  CTGITCTGOA ARAGCTTIGE  ATCCCAGCTG  GACACATGCC
TCAGITCTAG  GGGGCCAGCA  GGAAGGTCCC  CCAMGCTTGG  TACTCCTCCC — CACCAGTAGA  GATGTCOTTT
AGCTTTGACC ~ TTCGTTCCCA  GATCAATTAC  TAGCTCAGAT  TTITCTGATC  TGRACARATA  ACTACCCGGH
AGGCAATTCA  GITCACAGCA  CCCAACCAGC ~ACAMATTGIT  ACRACCAGAG  ATARAGCAAT  ACCGAGETGT
TAGCAAAAGT ., AMGTGTGCAG  CTTTGCACCA CTCCCACAGG  CGGAGACCAA  TCCAGIGTGT  GCOCCTTCTG
GTGGAAGGGT ~ ACTCATGCTT  GGITGGCTGA CTTCTGAMGT GTAGIGACTC  ATGATGATGA  COTCRARAGC
TCAATCCATT  TGCCCAAGTT  TGCCACICAT — AGAATCAGTT  GITTAGIACC ARGCGACAGS  CAGGCGTATT
TCTACTTGTA GGAACCAMAG ACATTGGARA CACTITTOTG  GCCCTARGAT  TGAARTCGGT  TAATATTGTT
GGTGATAGGT ~ GITTCCATGG ~CAACCTATAA TCTAATTCTG  CTCOCTCTAC  CATCTITGRAA  TAGATTGCAG
AGMATCTGG  CICTCTGOTA  CTGACACAMA  AGCTITATAA CTTTAACTAR AGCAAATCAC  AGGCGCCAGE
AMNGCIGCC  ATTCCCCTGC  TGTAACTCTG  TTCCAGTGOC  GCCCAGICTG  TTAGTGGTCT  TTCATGIMAG
ATGGCTTTGG  ACTGACGGGT AGCCATGGST —TCATCTGTCA TGICTGCITC  TTTTIATATT  TGTTTATGAT
GGTCACAGTG ~ TAAAGTTCAC  ACAGCTGTGA  CTTGATTTTT AAAAATGTCG GGARGATGCA  GCAAGCTAAC
GATTAMMRTC  CGTCAGGCTA  TTTTTGAATG  GCTCCGGTGT  GATGCTTACA  ATTTGGTTTC  TGACTTGIGT
-------- AT  -CGTCACAC-  -CACAC--AA  ARAA |
ATGTGGGCCT ~ GCTCTGCCGT — CTTTTCCGAT — AGCCCACGTG — TARTGTAATC — AGCTAAGGCA  TCGTTTGCCT
GGAGGGACCC ~ CGTCCTGGAG ~ GAAGAAGCTC — GTATGTGGCA — CGCATCCAAC — ATGTTGTCCT — GTGAAGTGTT
GTGGAAGGGA  CGTGGCTGTT  CACGTCACAG ~ CARAGCACCT  TTAGGGGTGA  TGCGTGAATG  GACCTGGGGA
GCATTCTCCA  GGCATCCARA  CAGTTCCTCC  TTGCTCTGCC TTAGGGCTAC ~ ACCCAATACT  GTAACATTGC
ATTTATGTAT ~ GGATTTAGGT  GAGTCAGGAT ~ CTAGCTATAA  AGTCGAGAGT GGCT¢TGAAC TTACAATCTT
CAGACTCAGA  GTAGCTGGGA  TTCCAGGTCT — GTCCCCCTAY

ATAAANAATG

CTTPTTGACCT

CTTGAARAARA

Nl
1446
210
280
350
420
490
560
630
700
710
840
910
980
1050
1120
1190
1260
1330
1400
1470
1540

1610

1680

1750

18210

1890
1960
2030

2100

Figura 34 Comparacién de las secuencias del ¢DNA para ia §'D-l hepética (G21) y mamaria. Se
compara la secuencia obtenida para el cDNA de mama con la secuencla det G21 (Berry y col, 1991a).
Las bases idénticas se indican con un gulén. En negrillas se muestran el cod6n de inicio: ATG (nt 7 a
10); y el de témmino: TAG (nt 778 a 780). El coddn que codifica para la Se-cys: TGA (nt 382-384) se
muestra en negrillas y subrayado. La regién SECIS (nt 1515 a 1800) se muestra en letras subrayadas.
Los dos silios de poliadenilacién (nt 1612 a 1617y 2079 a 2075) se muestran en letras cursivas negrillas.
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Objetivo 2.

Analizar los niveles del RNAm para 5'D mamaria durante el ciclo reproductor de ia
rata.

La amplificaciéon de estas muestras fue llevada a cabo con los oligos M2s-M6as
y se utilizé el oligo M4s para la hibridacién. En la figura 35 se comparan; la sefial de
hibridizacion, la cuantificacion de la intensidad de las bandas (unidades
densitométricas), asi como la actividad especifica de la enzima. Es evidente que el
mensajero se encuentra presente en todas las etapas analizadas excepto en las
virgenes, lo cual coincide con que en esta etapa no se detecta actividad 5'DI en mama.
Al comparar las unidades de densitometria con la actividad especifica se observa una
relacion proporcional entre ellas. Asi, la glandula mamaria lactante que contiene la
mayor cantidad de mensajero expresa la mas elevada actividad enzimética. Esta
proporcién se mantiene incluso entre tejidos. Efectivamente, el tejido hepético contiene

al rededor de 200 veces mas mensajero que la mama y, su actividad especifica
también es al rededor de 225 veces mayor.
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Figura 35 Andlisla tipo RT-PCR dol cDNA de la 5'D4 mamaria durante el clclo reproductor. Se muestra la
amplificacién de 1 higado (L) y tres diferentes gléndulas mamarias de hembras piberes, virgenes, gestantes (14 dlas) y
factantes (1 y10 dias). La reaccién de RT se lisvd a cabo como se describe en materiales y métodos utilizando M7as
como cebador. Se utilizé 0.1 pl de la reaccién de RT para el higado y 6 p{ para las mamas. Se usaron los oligos M2s y
MBas como cebadores para la amplificacién, La temporatura de "alineacion” fue 54°C y se amplificéd 27 ciclos. 5 pl de la
reaccién de PCR se corrieron en un gel de agarosa al 2 %, se transfirieron a una membrana de nylon y se hibridé con el
oligo M4s marcado con ¥P-ydATP. (A) Cada barra representa ef promedio + e.e. de la actividad §'0l. (B) Densidad
promedio + e.a. do las muesiras cuya autorradiografia se muestra en (C). Higado macho adulto (H), gléndulas
mamarias de; pGber (P); virgen (V), gestantas de 14 dlas (G-14) y lactantes de umo (L-1) y 10 dfas (L-10). Los
promedios que comparten alguna letra no son significativamente diferentes. (Letras mayusculas, andlisis de verianza de-

un factar y prusba de Tuckey; letras minasculas, kruskall-Wallis).
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DISCUSION

Caracterizacion bioquimica de la 5'DI mamaria

Los resultados de esta tesis muestran que durante la lactancia, la glandula
mamaria de la rata expresa una enzima 5'D que se inhibe en presencia de 100 nM de
GTG. Este dato corrobora que se trata de la desyodasa tipo |, y concuerda con
estudios previos que muestran que sblo esta desyodsasa es sensible a la GTG &
concentraciones nanomolares (Berry et al, 1991b; Mol et al, 1993). Aunado a lo
anterior y como parte de la caracterizacion bioquimica, los resultados de este trabajo
muestran que en la glandula mamaria lactante, la enzima usa como sustrato
preferencial in vitro a la rT,, mientras que en la glandula mamaria virgen la enzima
desyoda preferencialmente a la T,. Estos hallazgos corroboran y amplian datos previos
que demuestran que la actividad 5'D! predomina en la glanduta mamaria lactante, y la
5'DIl es la Unica enzima presente en la glandula mamaria de ratas virgenes (Aceves &
Valverde, 1989; Aceves y col, 1994). Es importante recalcar que mientras las
desyodasas no sean purificadas, las constantes bioquimicas descritas hasta ahora son
las unicas caracter{sticas que permiten distinguir los diferentes tipos enzimaticos de la
familia de las desyodasas.

Caracterizacion y secusnciacion del mRNA de la 5'DIl mamaria

En esta tesis también se caracterizé al RNAm de la 5'DI en la glandula mamaria
lactante. intentos previos (Jack y col, 1994) basandose en la secuencia del G21 vy
utilizando tanto Northem blots como RT-PCR resuitaron infructuosos, y sugirieron que
se trataba de un mensajero diferente al de la §'DI hepética. Nuestros resultados con el
Northern blot y con el slot blot fueron igualmente negativos. Por todo lo anterior y
teniendo en cuenta que la actividad desyodativa expresada en la glandula mamaria era
200 veces menor a la reportada en el higado, decidimos utilizar un método de RT-PCR
modificado mas sensible. La modificacién consistié en utilizar, desde la reaccién de
RT, oligos o csebadores que contuvieran las secuencias de las regiones mas
conservadas en todas las desyodasas descritas hasta la fecha. Asi, analizamos las
secuencias de las desyodasas tipo | provenientes de tejido hepético de rata, humano;
perro y raton (Berry et al, 1991a; Mandel et al, 1992; Toyoda et al, 1994; Maia et al,
1995). Iguaimente, analizamos las secuencias de las desyodasas tipo lll de la cola de
rana y del cerebro de rata (St Germain et al, 1994; Becker et al, 1995; Croteau et al,
199%), y teniamos acceso a la secuencia de |la desyodasa tipo Il de higado de pez y de
cerebro de rata y humano ain no publicadas (comunicacion personal; Valverde-R y St.
Germain). El andlisis de todas estas secuencias nos reveld que la porcién mas
conservada en esta familia de enzimas es ta porcién que contiene el sitio activo y la
sefial de incorporacion del aminoacido Se-cys (SECIS). En esta forma y utilizando los
cebadores especificos, la secuencia de los fragmentos obtenidos a partir del RNA
mamario mostrd que en la regién de! marco de lectura abierto, el mensajero 5'D! de la
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glandula mamaria es 100% homologo al hepatico; lo cual indica que ambos RNAS
codifican proteinas idénticas. Este hallazgo contrastaba con los resultados negativos
obtenidos previamente por Jack (Jack et al, 1995) y por nosotros en el Northem, los
cuales sugerian que el mMRNA mamario tenia poca homologia (no hibridaba con el G-
21 a astringencia elevada) y era mas pequefio que el hepatico (1.6 vs 2.1 Kb,
respectivamente). Asi, empleando la metodologia de PCR-RACE, los resultados de
esta tesis mostraron que efectivamente el mensajero mamario era 465 nucleotidos mas
corto, contenia una sefial de poliadenilacién diferente (AUUAAA) y que su contenido
era aproximadamante 200 veces menor al de higado. Estos datos corroboraron que el
RNAmM mamario estaba completo y funcional, y que la baja sefal de hibridacion se
debia a su escaso contenido. Mas aun, al comparar el mensajero mamario con el
hepatico, comprobamos que este ultimo contiene dos secuencias de poliadenilacion, la
primera idéntica a la del mensajero mamario y la segunda (UAUAAA) en la posicion
2070-75 nt, lo cual sugiere que ambos provienen de urn mismo gen.

El hallazgo de un RNAmM mas pequerio para la 5Dl mamaria, no es totalmente
inesperado y/o novedoso. En la literatura se considera que la secuencia del mensajero
que codifica para la enzima tipo | corresponde al G-21 cuyo tamaio es de 2.1 Kb. Sin
embargo, el grupo de St Germain clond un RNAm de 1.6 Kb en higado de rata macho
adulto, cuya secuencia es idéntica a la del mensajero encontrado por nosotros en la
glandula mamaria (St. Germain et al 1990). Este RNAm hepatico mas corto, carecia de
la senal de inicio en la region codificante y no pudo ser expresado (St Germain,
comunicacion personal). Posteriormente, y utilizando el modelo de la privacion de Se,
este mismo grupo observo que al reducir al 50% los requerimientos de Se el higado de
la rata expresaba los dos mensajeros para 5Di; el corto de 1.6 y el largo de 2.1 Kb.
Cuando los animales se depletaban completamente de Se, Gnicamente permanecia el
RNAm corto. Sin embargo, en las primeras 6 horas post-restitucion del Se en la dieta,
el higado nuevamente expresaba ambos mensajeros (DePalo, 1994). En ese entonces,
la presencia del mensajero chico fue interpretada como un producto de degradacién
del mensajero grande (datos no publicados St Germain). El hallazgo en nuestro
estudio de que la glandula mamaria tiene actividad enzimatica tipo | y sélo expresa el
mensajero chico, indica que este RNAm de 1.6 Kb esta completo y es funcional.
Ademas nuestros datos corroboraron que en el higado de rata macho se detectan
ambos RNAs y que, en condiciones normales, el mensajero grande es més abundante.
Aunado a lo anterior, en los ultimos dos afios se aislaron a partir de higado de perro
(Toyoda et al, 1994), y de raton (Maia et al, 1995), RNAm que codifican para la 5'Dl y
cuyo tamano es alrededor de 1.6 Kb, similar al RNAm descrito en esta tesis. Aunque
hasta la fecha no se conocen la vida media y la velocidad de recambio de estos
RNAm, la actividad especifica de la 5'DIl hepatica en estas especies es 10 veces
menor a la actividad hepatica en rata (Shoenmaker, ). Estos hallazgos sugieren que
el tamario de los RNAmM puede participar en su regulacién. Evidentemente, y como se

discute mas adelante, este es un aspecto funcional de gran importancia y que requiere
estudios especificos. |
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implicaciones figiolégicas

Aunque las implicaciones fisiolégicas del hallazgo de un mensajero mas corto
en la glandula mamaria no se conocen, existen estudios sobre otros mensajeros que
permiten especular al respecto. Efectivaments en la literatura se sefiala que mientras
que la regulacién de la actividad de! promotor de un gen puede ser importante en el
mantenimiento de la velocidad basal de transcripcion, otros factores como aquellos
que controlan la terminacién correcta de la transcripcion, la eficiencia de la
poliadenilacién o el “splicing” del pre-RNAm puede ser critico en la generacion de
RNAm estables. La regulacion de la estabilidad del RNA puede jugar un papel
importante incluso en los cambios fenotipicos posteriores a la administracion de
hormonas (Rosen, et al 1986). A continuacion se dascriben brevemente algunos
factores que participan en la estabilidad del RNAm.

Sitios_alternativos de poliadenilacidrn. El 90% de los mensajeros conocidos presenta
como sefial de poliadenilacion una secuencia muy conservada a la que se e liama
“secuencia consenso” y que contiene los nucledtidos AAUAAA (Manley, 1688). En el
caso de los RNAm de la desyodasas tipo | descritas hasta la fecha (Berry et al, 19913;
Toyoda et al, 1994; Maia et al, 1995), ninguna de las sefiales corresponde a dicha
secuencia consenso. Asi, la secuencia AUUAAA, que corresponde a la primera sefal
de poliadenilacién de! G21 y que daria lugar al RNAm corto, constituye la alternativa
mas comun, y esta presente en aproximadamente el 10 % de los mensajeros. La
segunda sefial de poliadenilacién del G21, UAUAAA es de uso aun menos frecuente
(Manley, 1988). Whale y Keller (1992) han descrito que la mayoria de los mensajeros
que no tienen la secuencia consenso presentan multiples sitios de poliadenilacion y
que su uso alternativo participa en la regulacioén de la expresion de la proteina. En este
contexto, se conoce, que el precursor del RNAm de la proteina del amiloide puede
usar varios sitios de poliadenilacién y que el RNAm mas largo se expresa mas
eficientemente aunque es degradado en forma mas rapida (De Sauvage et al, 1992).
Esta mayor degradacion al parecer esta asociada a la presencia de una region rica en
AU's y una secuencia AUUUA presente entre ef 1™ y el 2“" sitio de poliadenilacién. Asi
mismo, para la enzima superéxido dismutasa CuZn también se han encontrado dos
RNAmM que provienen de un mismo gene y que varian en el tamaiio de la region 3' no
codificante (Kilk et al 1995). En dicho estudio se hicieron construcciones que
permitieron la formacion de los diferentes RNAm. Al expresar estas construcciones en
una linea celular se encontré que se transcribia preferentemente el RNAm mas largo,

sin embargo a partir del gen humano endégeno, el RNAm maés corto se transcribia 4
veces mas, | |

Tamario de la cola de poliadenilacién. Se conoce que el tamafio de la cola de poli(A)
esta asociado a una mayor vida media de los RNAm. En condiciones estables el
RNAm de la vasopresina contiene una cola de poli (A) de aproximadamente 250 nt, sin
embargo, si se aplica un estimulo hiperosmético se sintetiza un RNAm con una cola ~
400 nt mas larga que se asocia a una mayor vida media (Carnaza et al, 1988).
Ademas, el tamafio de la cola de poli (A) de este RNAm presenta variaciones
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circadicas en el nucleo supraquiasmatico (Robinson et al, 1988.). Otro ejemplo lo
canstituye la regulacion tiroidea de la sintesis de GH. Esta bien establecido que las HT
incrementan Ia transcripcién del gen, sin embargo el RNAm transcrito en presencia de
HT posee una cola corta de poliadenilacién. En contraste en el hipotiroidismo el RNAmM
para la GH presenta una cola de apoliadenilacion mayor, lo cual lo estabiliza e
incrementa su vida media (Murphy et al, 1992).

Otros factores. Ademas de las modificaciones antes descritas, se conocen otros
factores que pueden modificar la estabilidad del RNAm. A continuacion se describen
los mas relacionados con gste proyecto

Fierro. Tanto el RNAm de la ferritina como el del receptor de transferina poseen
secuencias conocidas como elementos responsivos al fierro (IRE), capaces de unir a
la proteina IRE-BP, la cual dependiendo de las concentraciones de fierro modifica su
afinidada por el IRE. La unién de esta proteina con los IRE estabiliza al RNAm del
receptor de la transferina, y modifica la tasa de transcripcién del RNA de la ferritina.
Asi, en condiciones de deficiencia de fierro el mensajero de la ferritina no se traduce y
el RNAm del receptor de transferina se estabiliza. El exceso de fierro produce lo
contrario (Klaussner & Hardford, 1989). En un mecanismo similar podria participar el
Se en la regulaci{on del RNAm de la 5'DL.

Selenio. Se conoce que el aporte de este micronutrimento regula la estabilidad y
traducci{on del RNAm de la enzima glutation peroxidasa (GPO). La deficiencia de Se
disminuye tanto la cantidad del RNAm como de la enzima sin modificar la tasa de
transcripcion (Toyoda et al, 1990; Christensen & Burgener, 1992). Datos preliminares
sugieren que el Se también estd involucrado en la sintesis y/o estabilidad preferencial
de los mensajeros de la 5'DI en varios tejidos. Se ha observado que la deficiencia de
Se disminuye tanto la actividad 5'DI en higado como la concentracion de su mensajero
largo mientras que en ia tiroides incrementan ambos, enzima y mensajero (de Palo,
1992 Bermano et al, 1995). A este respecto, cabe sefalar que junto con e} sistema
nervioso y otras glandulas, la tiroides es mds resistente a la deplecion de Se que el
resto del organismo (Ktherle, 1994) y hasta el momento no se conoce que tipo de
mensajero (largo o corto) contiene esta glandula para la 5'DI. |

En el caso especifico de la glandula mamaria, la concentracion de Se es mayor
en el higado que en la mama de animales virgenes. Sin embargo, durante la gestacién
y la lactancia el contenido de este elemento en la mama aumenta y alcanza
concentraciones semejantes a las del higado. Este incremento en la concentracion
mamaria de Se se acompafia de niveles significativos de este micronutrimento en la
leche (Mangels et al, 1990; Levander & Burk, 1994). Ademas, durante la gestacién y la
lactancia, la actividad de la GPO mamaria que en animales virgenes es similar a la
hepatica, quintuplica su valor (Lane & Medina, 1983). La medicién de esta enzima se
ha utilizado como un marcador del contenido de Se celular v se ha liegado a proponer
que la GPO es utilizada como reservorio de Se para la sintesis de proteinas
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indispensables como ta 5'D, reflejando asi, una jerarquia celular en el empleo de este
micronutrimento (Beckett et al, 1989, Gross et al, 1995).

Prolactina. Se conoce que en presencia de insulina e hidrocortisona, la PRL
incrementa la tasa de transcripcion del gen de caseina aproximadamente 2 veces, este
efecto se observa 30 min después de su administracion a cultivos de explantes de
mama de rata a la mitad de la gestacion. Sin embargo su efecto mas espectacular lo
constituye la estabilizacién del RNAmM que incrementa su vida media 17 a 25 veces, |0
que explica un incremento de hasta 250 veces en la sintesis de la y-caseina (Guyette
et al, 1979; Rosen et al, 1986). Estos efectos parecen estar mediados también a través
de la sintesis de una proteina estabilizadora del RNAm. Estudios recientes en nuestro
laboratorio han mostrado que la administracion de PRL a ratas lactando con 12 horas
sin succion, se acompafia de un aumento lento y sostenido de la actividad desyodativa
mamaria. Estos hallazgos nos han permitido sugerir que la PRL también pudiera
estabilizar el RNA de la 5'DI mamaria.

Importancia Fisiolégica de la 5’3l Mamaria.

Ciclo reproductor.

En este estudio analizamos también la presencia del mensajero mamario
durante el ciclo reproductor de la rata y lo correlacionamos con la actividad enzimatica.
Encontramos que el mensajero se detecta sdlo en las glandulas mamarias que
presentan actividad 5'Dl, es decir, la pubertad, la gestacion tardia y la lactancia, y que
exista una correlacién directa entre la actividad enzimatica y la cantidad de mensajero
detectada, lo cual sugiere que esta actividad puede estar regulada a nivel
pretranscripcional. Estos resultados confirman nuestros hallazgos previos que
sugieren que la actividad desyodativa mamaria 5'DI esta confinada al epitelio alvsolar
(Aceves et al, 1995) y que sblo se expresa en periodos de diferenciacion (pubertad y/o

gestacion) y funcionalidad (lactancia) de dicho epitelio (Aceves & Valverde-ﬁ 1989,
Aceves et al, 1995).

Regulacion de la 5’D mamaria.

A este respecto, en estudios previos hemos encontrado que el estimulo de la
succion determina a través de mecanismos p-adrenérgicos, el mantenimiento de la
actividad 5Dl mamaria, siendo ia noradrenalina (NA) proveniente de los nervios
mamarios la responsable de dicha regulacién (Ramirez et al, 1993; Pineda, 1995).
También hemos descrito que la PRL parece modular esta activacién noradrenérgica de
la enzima, disminuyendo la respuesta obtenida por la administracion de NA sola
(Aceves et al, 1996). Anélisis prellmmares del contenido de RNAmM de estas
preparaciones han mostrado que el mensajero de la 5'DI tiene una vida media mayor a
la enzima, y que la administracion de PRL sola incrementa discreta pero
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sostenidamente la actividad desyodativa sin modificar la cantidad de RNAm. Estos
datos nos han llevado a considerar que en la regulacién ejercida por la succion
participan principalmente {a NA local y ia PRL, y que los mecanismos involucrados
incluyen tanto la transcripcion como la traduccién de RNAm de la enzima. Asi, la PRL
podria participar en la estabilizacion del RNAm ya sintetizado, e inhibir o reducir la
sintesis y traduccién de novo del mensajero estimuladas por la NA.

Significado funcional de la 5'Dl mamaria

La presencia de la enzima 5Dl en diversos érganos se ha asociado a la
generacion rapida y eficaz de T, para exportacion, es decir, la hormona es secretada
en minutos del érgano quse la produjo al torrente sanguineo. En el caso especifico de la
glandula mamaria lactante, en estudios previos (Aceves et al, 1995) mostramos que la
enzima esta localizada en las células alveolares y hemos sugerido que cumple dos
funciones: a) mantener el elevado gasto energético asociado a la sintesis de leche, y
b) contribuir a la poza de Ts y yodo exportando a traves de la leche ambos productos
que son esenciales para el desarrollo del neonato. Estas dos posible funciones de la
desyodasa mamaria son congruentes con las caracteristicas singulares de la glandula
y principalmente del complejo y aun mal comprendido ciclo celular del epitslio alveolar.
Efectivamente, se ha demostrado que la célula alveolar tiene un recambio metabdlico
sumamente rapido, dadas las caracteristicas de secrecién de la leche. Algunos
estudios han mostrado que durante la secrecion lactea, células enteras pueden ser
secretadas al lumen alveolar (secrecion holdcrina), y por tanto la continuacion de la
lactancia depende de la continua division celular a partir de un epitelio basal. En otros
estudios se ha observado que durante la secrecién de leche; las células alveolares
sé6lo pierden el apex y el resto de la célula permanece intacto (secrecion apécrina),
implicando la necesidad de una sintesis de novo de material estructural en el polo
apical para la siguiente fase de sintesis y secrecién lactea. La tercera observacion
consiste en la saecrecién merocrina (exocitosis) de vesiculas que contienen el material
sintetizado (proteinas lacteas y vacuolas grasas). Dado que todos estos estudios estan
bien sustentados y no se contradicen, actualmente se acepta que durante la secrecién

lactea los tres mecanismos ocurren, aunque quizds a velocidades distintas (Mephan,
1987).

La sugerencia de que la actividad desyodativa mamaria contribuya a la poza de
Ts y yodo de la leche esta sustentada en estudios clasicos que muestran que la leche
contiene elevadas concentraciones de yodo y Ts La glandula mamaria posee un
mecanismo de transporte activo denominado ‘bomba de yodo” v capiura de manera
preferencial a este micrinutrimento (Brown-Grant, 1957). Ademés, durante la lactancia,
la glandula presenta una captacion importante de ho'rmonas tiroideas, siendo
preferencial la de T, (Slebodzinski, 1990). Estudios recientes en nuestro laboratorio
han confirmado estos resultados y han mostrado que el yodo y la Ts provementes de la
circulacion pasan integramente a la leche en forma rapida (3 horas), mientras que la T,
es captada, desyodada a T3, y utilizada a nivel local (Roddn-Fonte, 1986). Hasta la
fecha no se ha cuantificado con exactitud que proporcién de la T; generada localmente
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pasa a la leche, y cuanta interactua .con los receptores nucleares. Sin embargo,
astudios de seguimiento del yodo radioactivo generado por la desyodacion local de T,
(Rodon-Fonte, 1996) muestran que éste repressnta alrededor del 12% ‘del yodo total
encontrado en la leche. Estos datos indican que efactivamente la desyocdasa mamaria
local también contribuye a la poza de T y yodo lactea, y sugieren que quizéas en
condiciones de deficiencia de yodo, la desyodacion local participe de manera
importante en el aporte de yodo al neonato.

- Tomando en consideracién toda esta informacion, en la Figura 36 se muestran
las principales hormonas involucradas en la regulacién de la 5Dl mamaria. En la
Figura 37 se esquematiza un modelo del nivel al que podrian estar actuando éstas. Asi
la presencia en mama de un mensajero mas corto al encontrado en higado y en el que
estas sefiales pudieran estar actuando de manera distinta, encaja perfectaments con
nuestros hallazgos previos de una regulacion diferencial de la actividad 5'Dl en ambos
organos frente al mismo estimulo, asi por ejemplo, la intensidad de la lactancia
incrementa la actividad desyodativa en mama y la disminuye en higado. Este hecho ha
sido interpretado como un ajuste homeorrético para disminuir el gasto energético dei
organismo global y mantener la produccion de leche, y bien podria estar involucrando
la expresion diferencial de ambos mensajeros.
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Figura 36. Ragulacién de la 5'Di Wiamaria Se muestran las prlncipales hormonas
involucradas en la regulacion de la enzima. En el recuadro se ilustra una célula alveolar con
receptores membranales a PRL, NA, insulina (INS), etc. Las flechas indican la proporcuén de
HT y de yoduro que capta la glandula y pasa dlrectamante a la leche, o bien que llegan al -
nicleo y/o son desyodadas por la 8'Dl.
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mensajero, asi como en la eleccién altemativa entre uno y otro sitio de pohadenilacién -
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CONCLUSIONES

En este trabajo mostramos que:

1) La glandula mamaria contiene la enzima 5'Dl, la cual &s inhibible con GTG y usa como
sustrato preferencial in vitro a la hormona rTs.

2) La 5'DI mamaria es codificada por un RNA mensajero de aproximadamente 1.6 Kb.

3) La secuencia del mensajero mamario es 100 % homologa a la secuencia del
mensajero hepatico G21 en la regién codificante, indicando que ambos mensajeros

generan la misma proteina.

4) El mensajero mamario es 465 nt mas chico que el hepatico en la region 3' no
traducible.

5) La presencia y cantidad del RNAm mamario durante el ciclo reproducior esta
estrechamente asociado a la actividad especifica de la enzima, sugiriendo que en su
regulacién participan mecanismos pretranscripcionales.
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