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RESUMEN

Las hormonas tiroideas (HT) son esenciales para un gran numero de
procesos biologicos y practicamente todos sus efectos son disparados por
triyodotironina (T3). La conversién de tiroxina (T,) @ su metabolito activo Ty 0 a su
metabolito inactivo triyodotironina reversa (rT,) es extratiroidea, organo-especifica y
estd catalizada por una familia de enzimas denominadas desyodasas, las cuales
son las principales determinantes de la disponibilidad y desecho de HT a nivel
tisular. Asi, las desyodasas tipos | (DI) y Il (DIl), actuan en la via de activacion
catalizando la conversion de T, a su metabolito de mayor actividad, Ts. La via de
inactivacion estd catalizada primordialmente por la desyodasa tipo lil (DII), la cual
convierte a la T, y a la Ty en metabolitos inactivos. Aunque su estudio apenas inicia
y se ha circunscrito principalmente a especies homeolermas, se sabe que la
regulacion de las vias desyodativas es también un proceso érgano-especifico y
compartimentalizado , el cual, en términos generales, es dependientes de lres
diferentes faclores el aporte y disponibilidad de substrato, el aporte y balance
energético y por algunos mensajeros neuroendocrinos. En esta tesis se estudiaron
diferentes aspectos de la via de activacion de HT en el higado de dos especies de
teleosteqs, la trucha y el fundulus: 1. Se caracterizd la cinética de la via 5'D
hepética en la trucha y el fundulus: Nuestros resultados muestran que, en
coniraste con el restc de verlebrados adultos, el higado de ambos telecsteos
expresa ademas de la actividad DI, actividad DIl Las caracteristicas cinéticas de
ambas enzimas son, en lérminos generales, similares a las descrilas para sus
respectivas conirapartes en mamiferos. Sin embargo, la DI es menos eficiente para
desyodar al sustrato secundario (T,). y menos sensible para ser inhibida por PTU
Por otra parte, la DIl presenta valores de Vmax 6 (trucha) y 10 (fundulus) veces
mayores que los reportados para el cerebro de rata. Este hallazgo es sorprendente
ya que la actividad DIl en el resto de los vertebrados es baja en condiciones
fisiolbgicas normales y se expresa primordialmente en el sistema nervioso central,
hiptfisis y BAT. Asi, el higado de teleosteos resulta ser una fuente importante de
DIl 2) Se cuantificd la actividad §'D hepética durante un periodo de 70
semanas de la ontogenia de la trucha: Las dos enzimas muestran un
comportamiento bifasico, y su perfil temporal puede asociarse a procesos de
crecimiento, diferenciacion y maduracion de los organismos 3) Se analizd el efecto
del reto osmotico sobre la actividad 5'D hepética en la trucha y el fundulus: La
DI y DIl hepéticas muestran cambios diferenciales y opuestos cuando los peces son
sometidos @ un reto hiper- o hipoosmético con un curso temporal semejanie en
ambos casos. El relo hiperosmético reduce significativamente (-3 veces) la
actividad DIl hepatica, mientras que el reto hipoosmdlico la aumenta
significativamente (~2 veces) Nosotros proponemos que el decremento significalivo
en la actividad DIl hepalica que ocurre durante el reto hiperosmolico puede eslar
asociado al bien documentado decremento de PRL circulante que ocurre durante
esla respuesta adaptativa. De |la misma manera, el aumento en la actividad DI
hepatica que resulla del reto hipoosmético podria asociarse al también descrito
aumento en la sintesis y secrecion de PRL disparado por la disminucion en la
salinidad del medio.



ABSTRACT

Thyroid hormones (TH) are essential for many biological processes, including
normal development, growth, and metabolism. Virtually all effects of TH are
mediated by specific genomic effects triggered by triiodothyronine (T, ), which 1s
produced from thyroxine (T4) by extrathyroidal deiodination. Thus, conversion of T,
to T, is the first step in TH action. Extrathyroidal T, deiodination regulates tightly and
in an organ-specific manner both circulating levels and the local intracellular
concentration of active and inactive iodothyronines This peripheral
biotransformation of thyronines is catalyzed by an enzyme family of membrane
associated selenoproteins that have differing catalytic properties and are expressed
in a tissue-and developmentally-specific fashion. Two deiodinases, the types | (DI)
and Il (DIl), serve the activating or outer-ring deiodinative pathway (ORD) by
converting T4 to its metabolically more active derivative Ty The inactivating or inner-
ring deiodinative pathway (IRD) i1s catalyzed primanly by the lype Il deiodinase
(DI, which converts T, and T, to inactive Even when the study of the regulation of
deiodinases is recent, it is known that it 15 also an organ-specific process which, in
general terms, depends on three different faclors: substrate supply, metabolic
balance and on the effect of some messangers of the neuroendocrine system. We
here studied different aspects of the ORD pathway in two teleostean species: trout
and fundulus. 1) Kinetic characterization of the hepatic ORD pathway in trout
and fundulus: Our results showed the presence of both DI and DIl activities in the
liver of the two teleosts, constituting a unique example of Dil-like activily expression
in the liver of an adult vertebrate. Thus, and in contrast with current knowledge of
other adult vertebrates, fish liver seems to play a dual role contributing to the
generation of circulating as well as local hepatic Ty Furthermore, the liver of
fundulus contains high levels of DIl with Vmax values even higher than those found
in trout liver or the brain of hypothyroid mammals. This finding is most interesting as
DIl activity is low under normal physiological conditions and is expressed mainly in
tissues with a low thyronine turnover rate in the rest of vertebrates Thus, teleostean
liver is an important source of DIl 2. Determination of hepatic ORD activity during
a 70 week period of the trout ontogeny: Both enzymes showed a biphasic pattern
of activity and its temporal profile can be associated to growth, differentiation and
maturation processes. 3) Effect of the osmotic challenge on hepatic ORD activity
in the trout and fundulus: DI and DIl showed opposite and differential changes
when exposed to a hypo- or hyperosmolic challenge. Hyperosmotic challenge
significantly reduced (~3 times) hepatic DIl activily while hypoosmotic challenge
significantly increased (~2 times) it. We here propose that the significant decrease in
hepatic DIl activity elicited by hyperosmotic challenge could be associated to the
well documented decrease in circulating PRL which occurs as an adaptative
response. In the same manner, the increment on hepatic DIl activity which resulted
from hypoosmotic challenge could be associated to the also well documented
increment in PRL synthesis and secretion triggered by the decreased enviromental
salinity.



INTRODUCCION
-_——_

Con mi trabajo de tesis de licenciatura (Orozco, 1989) nuestro laboratorio nicio el
astudio de la fisiologla tiroidea en los peces, especificamente en los saimonidos. Estas
especies son explotadas comerciaimente y por lo tanto cultivadas, lo cual permite oblener con
relativa facilidad especimenes y muestras biolégicas. Sin embargo, durante la busqueda de
informacién sobre la fisiologia tiroidea en esta especie, encontré que ademas de escasa y
fragmentada, existian contradicciones en cuanto a los niveles circulantes de las hormanas
tiroideas de estas especies. Esta siluacion nos llevd a publicar la estandanzacion de los
radicinmunoanalisis homdlogos para cuantificar hormonas liroideas en la trucha arcairis,
enfatizando la importancia de no perder de vista el contexto bioldgico del pez en la
interpretacion de la informacion generada (Orozco y col, 1992)

Actualmente se reconoce que |os niveles circulantes de las tironinas explican
parcialmente el status troideo del organismo. y que es5 su desyodacion periferica la que
determina en gran medida su concentracion intracelular y la magnitud de su efecto biclogico
Esta biotransformacion es organo especifica y constituye el mecanismo por el cual se genera,
a nivel local, la forma activa o inactiva de la triyodotironina (T;). La desyodacion esta catalizada
por trés isoenzimas que operan dos vias desyodativas independientes, la de activacion y la de
inactivacion. Al igual que en el caso de los niveles circulantes, la informacion acerca de la
desyodacion periférica de hormonas tiroideas en peces es confusa y contradictoria. En efacto,
como se revisa con detalle mas adelante, en este grupo de vertebrados la caracterizacion de
este sistema enzimatico adolece de serios errores metodologicos

Esta tesis es la conlinuacion de mis trabajos iniciales y se disefio para alcanzar los
siguientes objetivos a) caraclerizar desde el punto de vista bioguimico y funcional a las
enzimas que catalizan la via de activacion de las TH en el higado de la trucha arcoins y del
Fundulus heterociitus, b) analizar los cambios gue dicha actividad enzimatica exhibe durante la
ontogenia, c) evaluar el efecto gue tienen los cambios en salinidad sobre esa actividad
enzimatica.



ANTECEDENTES

La organizacion y procesos que caracterizan a los sistemas biologicos no
existen ni transcurren de manera aislada Por el contrario, los sistemas vivos son
organizaciones fisicoquimicas complejas y abiertas que tienden a mantenerse en un
estado estacionario, alejados del equilibrio termadinamico, mediante el intercambio de
energia y materia con el medio ambiente. Consecuentemente y desde el punto de vista
operacional, las estrategias y mecanismos de comunicacion intercelular son uno de los
atributos més conspicuos de los sistemas biolégicos. En efecto, mediante estos
mecanismos informaticos, los sistemas vivos controlan y regulan de manera
ininterrumpida todas !as funciones del individuo incluyendo las diferentes respuestas
adaptativas que el organismo despliega frente a las fluctuaciones y demandas de su
medio ambiente (Valverde, 1993).

El sistema neurcendocrine constituye el medio principal de comunicacion del
organismo, siendo las hormonas y los neurotransmisores los mensajeros que regulan la
funcion celular. Es este sistema el que exhibe y coordina |a mayor parle de las
respuestas adaptativas del organismo ante los estimulos y/o demandas
medicambientales

El eje hipotalamo-hipdfisis-tiroides no es la excepcion. Se sabe que la funcion
tiroidea se modifica ante cambios en las condiciones del medioambiente, tales como
alteraciones en la temperatura, fotoperiodo, cambios estacionales, cambios en el
aporte alimenticio y otros. En el caso de los leleosteos, la funcion tiroidea tambien se
modifica en respuesta a cambios en la osmolaridad del medic acuatico En esta
respuesta como en otras, las HT actuan de una manera sinérgica o coactiva con ofras
hormonas y mensajeros del sistema



Por razones obvias, el mejor modelo estudiado en este respecto es el mamifero
Por esta razén, a continuacion se describiran brevemente |0s procesos y mecanismos
involucrados en la fisiologla tiroidea en este bien estudiado grupo de vertebrados, asi

como en los peces.
1. La Fisiologia de la Gléndula Tiroides
1.1 La Evolucidén de la Gléndula Tiroldes

1.1.1 Yodotirosinas y Yodotironinas

El yodo es el elemento mas pesado que se metaboliza en materiales biologicos.
Su peso probablemente determina su escasez en la tierra, ya que unicamente
constituye aproximadamente el 3 X 10 % de suelos y del 1 al 7 X 10 ® % del agua de
mar (Wolff, 1964).

Se sabe que en todos los vertebrados la glandula tiroides esta constituida por
células especializadas que han desarrollado un mecanismo muy eficiente y especifico
denominado genéricamente bomba de yodo, el cual les permite concentrar activamente
a este elemento y unirlo al aminoacido tirosina Estos residuos de lirosina se
encuentran formando parte de una glicoproteina especifica de la glandula: la
tiroglobulina (TgB) y su yodacion da lugar a la sintesis de las moléculas de
monoyodotirosina (MIT) y diyodotirosina (DIT). Ademas, la glandula posee la
maquinaria enzimatica necesaria para combinar estos aminoacidos yodados y
sintetizar yodotironinas con actividad hormonal. las hormonas triyodotironina (T;) y
tetrayodotironina o tiroxina (T.). Estas yodotironinas son, hasta el momento, las unicas
moléculas tiroideas a las que se les conoce actividad biolégica. La glandula sintetiza
también pequefas cantidades de un isémero de la T, llamado triyodotironina reversa
(rTs) y para la cual hasta el momento no se conoce actividad biologica (Valverde y col
1994)



Aunque Unicamente |os vertebrados poseen glandula tiroides, también se sabe
que otros organismos son capaces de fijar yodo y unirlo a proteinas Esta informacion
es de gran interés, ya que a partir de ella se han realizado estudios filogenéticos
encaminados a entender la aparicién de mecanismos especificos para atrapar el yodo
(bomba de yodo) y la relacién con la especializacion de los tejidos que capturan ese
yodo en un Organo con caracteristicas funcionales de una glandula endocrina o de
secrecion interna

Para hacer mas claro lo anterior, a continuacion se revisaran los conocimientos
acluales acerca de la filogenia de la glandula tiroides

1.1.2 Antecedentes de la Funcion Tiroidea

La organificacién o biosintesis de moléculas yodadas no es un proceso gue se
limite a' especies vertebradas. En un principio se pensaba que unicamente |os
organismos que contaban con una glandula tiroides eran capaces de fijar el yodo y
unirlo a proteinas para formar hormonas liroideas. Sin embargo, en la decada de los
afios cincuenta, una serie@ de estudios bioquimicos y fisiolégicos mostraron que el yodo
se fija a tejidos y estructuras de algunos invertebrados e inclusive lambién de aigunas
plantas. Es importante hacer notar que la confiabilidad de esta informacion no es muy
alta, ya que para su obtencion se realizaron analisis cromatograficos menos
desarrollados que los actuales (Clements-Merlini, 1962 a, b, Hoar, 1979, Young, 1981)

Como ya se menciond, actualmente se sabe que el primer paso en |a sintesis de
yodotirosinas consiste en la union del yodo al aminoacido tirosina para formar MIT y
DIT. Ambas biomoleculas se encuentran presentes en algunas algas (c ref Roche &
Yagi, 1952), corales (c ref Vinogradov, 1935), anélidos y moluscos (c ref Gorbman et
al, 1954), insectos (Limpel & Casida, 1957), asi como en todos los vertebrados (Young,
1981). También se ha documentado la presencia de yodotironinas en la mayoria de los
organismos antes citados (Gorbman, 1954; Limpel & Casida, 1957).



Cabe mencionar que en los invertebrados, un allo porcentaje del yodo urudo a
proteinas se encuentra formando parte de estructuras corneas o fibrosas y que una
canlidad menor se encuentra unida a o6rganos blandos, generalmente epitelios
(Gorbman et al, 1954; Limpel y Casida, 1957).

La funcidon que desempefia el yodo y/o las biomoléculas yodadas en estos
organismos no Se conoce, pero uno no puede dejar de preguntarse acerca de la
relacion que existe entre las moléculas yodadas en organismos inferiores en la escala
filogendtica, sin funcidn aparente, y la gran importancia biolégica que tienen estas
mismas biomoléculas en los vertebrados. Eslo ha llevado a |la elaboracion de algunas
hipétesis, las cuales se discuten mas adelante

1.1.3 El Endostilo

Generalidades La primera evidencia morfologica y funcional de la existencia de
un organo fijador de yodo se ha documentado en los protocordados. Estos organismos
filtradores presentan en el piso de la faringe una estructura hendida que ha recibido el
nombre de endostilo. Este érgano posee tractos longitudinales de células secreloras de
una sustancia mucosa. El moco secretado por estas células a la luz del endostilo forma
una capa que se extiende por la faringe, atrapando las particulas de alimento La
secrecidn mucosa junto con el alimento son conducidas hacia el eséfago para despues
ser digeridas (Young, 1961).

Aunque el endostilo es un organo digestivo, se sabe que algunas de sus células
fijan yodo de manera selectiva, permitiendo la formacion de MIT y DIT e inclusive de T,
y T. Este hallazgo aunado a otros hechos como su localizacidon anatémica y ornigen
embrionario, han dado lugar a que se |e considere como "precursor’ de la glandula
tiroides (Barrington, 1958). A continuacion se revisa la morfofisiclogia del endostilo y su
evolucion en los protocordados



Aspectos Morfofuncionales. La organizacion morfolégica general dei endostilo
es bien conocida (Barrington, 1965). Como ya mencionamos, el endostilo secreta un
material mucoso que recubre la faringe y le confiere a esta, la funcién de un filtro o
“coladera” con movimiento, filtrando la corriente de agua que pasa a través de las
aberturas branquiales (estigmata). Se ha encontrado, por microscopiia de luz, que esta
membrana se origina a partir de tres pares de cordones de células glandulares (Figura
1, zonas 2,4 y 6), las cuales estan separadas entre si por tres pares de tractos de
células ciliadas (zonas 1,3 y 5), dos de las cuales presentan cilios cortos y el tracto
basal 0 zona 1, con cilios muy largos. Ademas de estas seis zonas, existen otros dos
tipos de células que forman los labios dorsales del zurco endostilar, una zona de
epitelio no ciliado (zona 7) y la otra de células ciliadas (zona 8), las cuales son
responsables de dirigir la secrecion endostilar hacia las paredes laterales de la faringe
(FIGURA 1).

Figura 1. Diagrama transversal del endostilo en donde 1, 3 y 5 corresponden a las células ciliadas. 2. 4 y

6; a la porcién glandular; 7, al epitelio no ciliado y 8, a las células ciliadas que expulsan la secrecion a la
faringe.




Se sabe que las células de las zonas 2 y 4 son secreloras de proteinas y que |as
de la zona 6 secretan tirosina y mucopolisacéridos. Las células de la zona 7 unen y
acumulan yodo y promueven la sintesis de productos yodados. Estos productos y las
secreciones de las zonas 2, 4 y 6 son vertidos a la luz del endostilo formando asi la
sustancia mucosa que va a recubrir a la faringe en forma de membrana Esla
membrana mucosa es capaz de atrapar particulas hasta de una micra de diametro Se
considera que las células de las zonas 7 y B del endostilo son las homologas a las
células tiroideas o prototirocitos (Barrington, 1965, Young, 1981)

En homogeizados de endostilo se han encontrado MIT, DIT, Ty y T, pero no hay
evidencia de que las yodotironinas secretadas por el animal ejerzan algun efecto
hormonal (Young, 19681).

Por otra parte, se ha encontrado que la sangre de los protocordados une yodo
an proporciones significativamente mayores que en el hombre y otros vertebrados (126
vs 6.3 pg/dl respectivamente). Este yodo circulante se encuentra unido a proteinas y se
ha demostrado que esta organificado, ya que por cromatografia se han encontrado
MIT, DIT, y T, y ocasionalmente T, (Kennedy, 1966). Estas observaciones y el hecho
de gue la inhibicion de la captura de yodo por el endostilo mediante la administracion
de tiocianato de potasio (KCNS), no provoca |la desaparicion de las yodotirosinas
yodadas, ha llevado a proponer la posible existencia de dos mecanismos fijadores de
yodo en protocordados un mecanismo especializado, que involucra al endostilo. y otro
mas primitivo gue no requiere de organos especializados y que posiblemente dio lugar
al pnmerp. Esta informacién no es muy confiable, ya que solamente existe un estudio al
respecto (Kennedy, 1966)

1.1.4 De Endostilo a Glandula Tiroides
En el Phylum Chordata, excepto en Hemichordata, todos los organismos
presentan ya sea endostilo o glandula tiroides. Inclusive en Agnatha, ontogénicamente



el endostilo de la fase larvana da lugar a la glandula tiroides de la vida adulta Estos
hechos representan por el momento la evidencia mas solida para considerar que
efectivamente el endostilo es un primordio o precursor de la glandula tiroides
(Clements-Merlini, 1962a,b; Barrington, 1875, Gorbman, 1978, Young, 1981).

Sin embargo, ya se ha mencionado que organismos de lineas evolutivas
distintas a la de los cordados vgr , artrépodos, son capaces de fijar y organificar yodo
Este hecho sugeriria que el yodo puede estar participando de alguna manera en la
fisiologia del organismo, ya sea como tironinas, o por si solo (Gorbman, 1955)

Aunque no exista evidencia contundente para comprobar que el endostilo
efectivamente da lugar a la glandula liroides, a continuacion se revisaran los cambios
que ocurren en este organo a lo largo de la filogenia y su transformacion en glandula
tiroides.

Urochordata y Cephalochordata. En ambos subphyla, el endostilo cumple la
misma funcion secretora de moco y atrapadora de yodo También en ambos se han
identificado MIT,DIT, Ty y T. en la luz del endostilo. La unica diferencia que se conoce
consiste en que cephalochordata no presenta la hilera de células secretoras que
corresponden a la zona 6 (Barrington, 1959).

Agnatha. La larva amoceta pertenece al primer grupo de cordados verdaderos y
sufre una metamorfosis transformandose en su vida adulta en lamprea Esta larva
posee un endostilo que aparece en el desarrollo temprano como dos rganos hendidos
que se extienden del primero al quinto arco branquial y estan separados por un septo
medio. El lumen del endostilo se encuentra abierto hacia la faringe por el duclo
hipobranquial y es este duclo el que se cierra en la melamorfosis Se reconocen seis
tipos de celulas en este endostilo, y unicamente dos de estos Lpos se consideran
homdlogos a las células epiteliales foliculares de la tiroides: las células de las zonas 7

y 8. El resto de las zonas celulares degenera durante la metamorfosis Por lo que



respecta a la fase larvaria, se ha propuesto que el endostilo unicamente sea un organo
primitivo de alimentacion con funcién secretora de moco. En contraste, en el animal
adulto, el érgano se reconoce desde el punto de vista morfofuncional como una
glandula tiroides verdadera y se considera que de ser un organc exocring relacionado
con la alimentaciéon, pasa a ser una glandula de secrecion interna (Clements-Merlini,
1962a,b; Fujita, 1980, Hoar, 1979, Young, 1981).

En la lamprea adulta y en lodos los cordados superiores, las yodoproteinas
sintetizadas en las células liroideas son vertidas al torrente sanguineo, y se conoce
que su sintesis y secrecion es controlada por sefiales especificas de naturaleza
neuroendobcrina que se describen mas adelante. Es decir, a partir de la lamprea adulta
existe una glandula tiroides totaimente endocrina (Hoar, 1979).

1.1.5 Evolucion de la Glandula y de la Funcién Tiroidea

Existen dos teorias importantes que tratan de explicar la evolucion de |a
glandula tiroides: a) la teoria elaborada por Gorbman (1955) propone los cambios que
debieron haber ocurndo para que surgiera la glandula tiroides y b) la teoria propuesta
por Etkin (1978), quien trata de explicar la evolucion de la funcién tiroidea Como se
vera a continuacion, ambas teorias son complementarias

Evolucion de la Glanduta. Gorbman parte dei hecho de que en los anélidos,
moluscos y artropodos se han encontrado yodoproteinas en o muy cerca de la boca o
cavidad faringea. Este investigador propone la siguiente secuencia evolutiva para
explicar el desarrollo de la glandula tiroides:

» Las yodoproteinas de la cavidad bucal o faringea fueron arrastradas o "lavadas”
hacia el tracto digestivo

* La T, liberada por hidrolisis durante la digestion intestinal pudo involucrarse en
actividades metabdlicas de los precordados



+« Favorecidos por la evolucitn, los organismos desarrollaron una fuente de
yodoproleinas mas grande y sagura, esle serla &l caso de los prolocordados y de |a
larva amoceta, que presentan su fuanle de yodoproteinas en al endostilo. En estos
organismos, la liberacidn de T, seguiria ocumendo por hidrolisis en el tubo
digestivo.

s Al cerrarse el ducto endostiar de la lamprea adulla y ransformarse &l endostilo en
gléndula tirmdes, se elimina la dependencia dé enzimas digeslivas para perar a las
hormonas tiroideas Esic se debe a que las células que forman las yodoproleinas
tambuén proveen |a proleasa que permiteé que la hormona se difunda a la sangre

Evolucién de la Funcién Tiroidea. En este contexto, la leoria pretende explcar
la diversidad de funciones que exhiben las yodolironinas en 10s diferentes vertebrados
Etkin propone lo siguente:

+ La pléndula tiroides se ongind a partr de alguno de los diversos lepdos oOe
preveriabrados ancesirales que presentaban la capacidad de concentrar yodo del
agua de mar y aimacenario sn una biomolécula la T,

« El yodo particpaba de alguna manera en &l metabolismo de dichos orgamsmos
probablemeanie como mecronutnents

* Al surgir los phmeros verlebrados de agua dulce se requind de un drgano
especializado que concenilrara almacenara y asegurara un suminisira de yodo al

organismo

* La persistencia de la glandula trovdes en todos los verlebrados se puede enlender
en funcion del papel metabolico del yodo y de su molécula acarreadora, la T, Su



persistencia la hizo accesible como “sefial’ cuando en la evolucion de los
veriebrados surgié la necesidad de un regulador quimico

« Asl pues, cuando surgié la homeotermia en los mamiferos, las moléculas liroideas
se coaplaron para participar en la regulacion de los cambios en la produccion de
calor. Cuando los anfibios desarrollaron su proceso de metamorfosis, la T, se utilizo
como sefal reguladora del proceso. La misma molécula se adapl6 en varias lineas
de la evolucién de los vertebrados para ayudar a regular otros procesos fisiolégicos
relacionados a migraciones estacionales y reproduccion.

Estas teorias pueden orientarnos acerca de la posible evolucion morfofuncional
de |a glandula tiroides, perc una vez mas es importanie destacar que los experimentos
que dieron lugar a ellas datan de hace mas de veinte afios. Seria interesanie
retomarlos con metodologia actualizada, y obtener informacion mas especifica que
permita entender mejor la evolucion tanto de la glandula como de las diferentes
moléculas yodadas.

1.2 La Glandula Tiroides

1.2.1 Aspectos Morfofuncionales

En todos los cordados, la glandula tiroides se origina a partir de la formacion de
un botén ventral en el piso de la faringe embrionana, entre el primer y segundo saco
brangquial. Inicialmente, la glandula se diferencia formando cordones celulares que
después se separan para formar grupos de células que formaran los foliculos tiroideos
Estos grupos celulares secretan un fluido proteico denominadoe “coloide” que se
acumula extracelularmente en el centro de los foliculos liroideos Esta actividad
secretora evenluaimente da lugar a un espacio lleno de coloide; el "lumen” del foliculo
que queda rodeado de una capa de células epiteliales, o sea, el epilelio del foliculo La
porcion de la célula folicular o tirocito que tiene contacto con el lumen se conoce como
parte apical, este extremo de |la celula presenta microvellosidades E| nucleo se



encuentra generaimente en la parte "basal” de la célula, que es el extremo mas alejado
del lumen (Malacara y col, 1979; Flores y Cabeza, 1984) Asi pues, |a glandula tiroides
esta formada por un gran numero de foliculos encapsulados en tejido conectivo y con
una red capilar muy densa que rodea al foliculo (Norris, 1980)

El foliculo es la unidad estructural y funcional de la glandula tiroides. Como ya
s& menciond, éste ultimo incluye una capa de epitelio simple que revisle a una cavidad
que esta llena de un material espeso llamado coloide. El coloide representa un
reservorio de la secrecion de los tirocitos y contiene glucoproteinas, enzimas y
tiroglobuiina. Esta ultima es una glucoproteina gque sirve de soporte para la sintesis y
almacenamiento de las HT, lo cual sera tratado més adelante (Malacara y col, 1979,
Norris, 1980; Flores y Cabeza, 1984). Asi, la tiroides elabora y secreta al torrente
sanguineo el total de la T,, un peguefic porcentaje (~20%) de la T;, y una cantidad aun

menor (~1%) de la rT, y del resto de las tironinas circulantes (Escobar y col, 1992)

1.2,2 Variaclones Morfolégicas

Se sabe que basicamente la glandula tiroides opera de la misma manera en
todos los veriebrados y que su origen, estructura y funcion @s muy similar en todos los
organismos que ia poseen Sin embargo, existen diferencias en (a forma en gque se
agregan los foliculos tiroideos. Estas diferencias morfolégicas se encuentran ilustradas
enla FIGURA 2.

Ademas de la forma de agregacion folicular, es importante hacer notar una
diferencia estructural peculiar que solamente se presenta en la glandula tiroides de los
mamiferos. En las regiones interfoliculares se encuentran unas células llamadas
parafoliculares o células "C", que son secretoras de calcitonina, hormona quasparticipa
en la regulacion del metabolismo del calcio. En el resto de los verlebrados, esta
hormona se sintetiza en una glandula separada conocida con el nombre de cuerpo
ultimobranquial (Barrington, 1975, Norris, 1980, Young, 1981).
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Figura 2. Morfologia de la gléndula tiroides en diferentes grupos de vertebrados.

1.2.3 La Gléndula Tiroldes en los Peces

Las gléndulas tiroides de los peces comparten las principales caracteristicas
funcionales con el resto de los vertebrados: 1) sus unidades histolégicas funcionales
son los foliculos, 2) poseen la capacidad de atrapar yodo inorgénico e incorporarlo a
los residuos de tirosina de la tiroglobulina y 3) la composicién de aminoacidos de |a
tiroglobulina es parecida a la de mamiferos. Sin embargo, en los peces, los foliculos no
se encuentran agrupados formando una glandula tiroides propiamente dicha, sino que
estan dispersos en pequefios cimulos de tejido folicular (Gorbman, 1969; Lagler y col,
1977; Matty, 1985) Aungue algunos peces presentan la glandula tiroides encapsulada
(vgr, pez loro), en la mayoria la distribucion de los foliculos es peri-adriica (aorta
ventral) y en algunos casos puede presentar distribucion heterotopica peri-branquial




A diferencia del resto de los vertebrados, la glandula tiroides de los peces
secrela primordialmente T4, siendo la secrecion tiroidea de T3 despreciable. La
evidencia experimental que apoya esta nocién es sélida y se basa en lo siguiente:

o Los extractos tiroideos de trucha y otros teleosteos contienen niveles muy bajos de
T3 (Kuhn, 1963).

¢ Las inyecciones de TSH elevan significativamente los niveles circulantes de T4, pero
no modifican los de T, (Chan y Eales, 1975; Milne y Leatherland, 1980; Swanson y
col, 1988, Inui y col, 1989).

e La T, plasmética marcada endogenamente no se eleva después de inyecciones de
TSH (Chan y Eales, 1976).

¢ No se detectd liberacion de T3 en tejido tircideo perfundido in vitro en presencia o
ausencia de TSH (Grau y col, 1986).

Recientemente y utilizando un modelo matematico, se mostré que en truchas
que ayunaron durante 5 dias y a las que se administré con "*I-Ty y '*I-T, la glandula
" tiroides secretd entre el 75y 81 % de la T, (Sefkow y col, 1996). Los autores proponen
que los niveles bajos de T, circulante encontrados en los extractos tiroideos de peces
puede deberse a una rapida conversion intratiroidea de T, a Ty inmediatamente antes
de la secrecién, o que no permitiria su facil deteccidn bajo las condiciones de
estimulacion por TSH exégena.



2. Las Hormonas Tiroldeas

Las hormonas lroideas (HT) juegan un E:e_;pel crucial en el desarrolio,
crecimiento y maduracion normal del sistema nervioso central de los vertebrados, y se
sabe que participan en un gran numero de eventos fisiologicos. Generaimente se
acepta que el efecto de las HT puede ser directo, indirecto o permisivo. El efecto
directo eslad mediado por |a interaccion de la T; con su receptor nuclear, mentras gue
la tiroxina o T, actua como prohormona para la neogénesis local de T, Los efectos
indirectos o permisivos de las HT son aquellos en que aumentan la accion de olras
hormonas o factores de crecimiento en la activacion génica o en alguna otra funcion

celular (Oppenheimer y col, 1987, Larsen, 1989)

2.1 Biosintesls y Secrecion
Como ya se menciond, |la biosintesis de las HT depende primordiaimente del
aporie dietético de yodo y por lo tanto, el primer paso para su sinlesis consiste en la
captacion o transporte de yodo al interior de la célula folicular tircidea. Este transporte
constituye un proceso activo y esta mediado por un mecanismo energético denominado
genéricamente bomba de yodo (De Groot y Taurog, 1979, Guyton, 1984, Escobar y col,
1992 ).

Una vez en el interior de la celula tiroidea, el yoduro, que es la forma
"inorgéanica” del yodo, es convertido por accién de las peroxidasas tiroideas en
"yodinio", una forma reactiva capaz de unirse o "yodar” a los residuos de tirosina gue
estan presentes en la troglobulina (TgB) Esta glucoproteina de peso molecular
elevado (660,000 daltons) estda formada por 5650 aminoacidos, de los cuales
aproximadamente 125 corresponden a tirosina. En estos residuos se lleva a cabo la
yodacién para producir monoyodotirosina, precursor necesaric para la diyodotirosina A
partir de estas yodotirosinas sin accion bioclogica aparanté, se forman las yodotironinas
Tay Ta La sintesis de las yodolironinas comprende el acoplamiento de dos residuos
yodotirosilo (MIT o DIT). En esta reaccion un yodotirosilo es el receptor para la sintesis



hormonal y el otro es el donador. E! donador es un grupo yodofenilo que se separa de
la cadena y se une al residuo receptor para formar el anillo externo de la yodotironina
Las yodotironinas permanecen como parte de la estructura pnimaria de la TgB en el
lumen folicular, en donde se aimacenan hasta su posterior biotransformacion para ser
secretadas (De Groot y Tautog, 1979; Gaveret y col, 1980; Lehman, 1982, Valiverde-R
y col, 1989; Green, 1987; Taurog, 1991; McNabb, 1992)

Las HT biolégicamente activas Ty y T, se liberan de la TgB por protedlisis. Las
vellosidades de la parte apical de la célula folicular toman, por endocitosis, porciones
de coloide y en su interior en donde lo unen a lisosomas que contienen enzimas
proteoliticas. Estas vacuolas lisosomales transportan el coloide hacia la parte basal de
la célula y los productos de la protedlisis - yodotironinas y tiroglobulina - son
secretados por exocitosis hacia la circulacién sanguinea (Taurog, 1991, McNabb
1992),

2.2 Transporte y Metabolismo

2.2.1 Las proteinas transportadoras de HT.

Las HT son moléculas hidrofébicas que no circulan libres en la sangre, sino que
lo hacen "unidas" a proteinas transportadoras. En todos los vertebrados se han
identificado por lo menos dos de las siguientes proteinas transportadoras de tironinas
(TBPs): la globulina transportadora de HT (TBG), la prealbumina (TBPA), la albumina
(ALB) y la transtiretina (TTR). Estas proteinas enlazan a las HT de manera que solo
una pequeria fraccion (0.018 - 0.016 %) de la cantidad total secretada queda libre En
humanos, la proteina con mayor afinidad para Ty y T, es la TBG, la cual une entre el 55
y el 60 %, mientras que la TBPA y la ALB unen entre el 25 al 30 y el 10 %
respectivamente (Robbins, 1978, Robbins y Bartalena, 1986). La union de las tironinas
con las TBPs no solo determinan su disponibilidad sino también influye sobre su
metabolismo, excrecion y actividad bioldgica (Robbins, 1991, McNabb, 1992)



Las HT unidas a proteinas son metabdlicamente inactivas y se considera que
constituyen una fuente de almacenamiento. La vida media de la T, circulante en &l
hombre es de 6 a 7 dias, mientras que la de la Ty @s mas corta (2 dias). Esta diferencia
es secundaria a la distinta afinidad que las proteinas transportadoras lienen para una y
otra tironina (Robbins y Bartalena, 1986).

CUADRO 1. PROTEINAS TRANSPORTADORAS DE TIRONINAS EN

VERTEBRADOS
Clase Prealbumina Albimina Transtiretina a-Globulina
(TBPA) (Alb) (TTR) (TBG)
Peces 6.8 435 189 ---
Anfibios 422 401 72
Reptiles 20.0 50.5 85
Aves 15.1 B65.1 6.5 ---
Mamiferos
Humanos 106 200 50 47 8
Vaca 45 177 137 616
Caballo 15.7 523 16.5 1.8
Ratén 12.9 316 23.0 10.3
Rata 15.1 61.2 10.9 2.5

Las cifras representan el % de T. unida a la proteina correspondiente Observese gque la TBG cuya
constante de afinidad para la T, es la mas elevada (Ka=10X10"" molil), solo esta presente en los
mamiferos (Tanabe y col, 1969; Refetofl y col, 1970).

Las proteinas transportadoras de HT en peces. En el caso particular de Ios
peces, y como se muestra en el CUADRO 1, se conoce que también existen tres
proteinas transportadoras: La TBPA, la ALB y la TTR Es importante hacer notar Ia total
ausencia de la TBG. En cuanto a la afinidad de estas proteinas a HT, se ha observado
que la unién es poco estabie y muy débil (Refetoff, 1970) La ALB es la proteina con
mayor afinidad a T4, uniendo entre el 40 y el 60% de esta hormona, segun la especie




de pez. La TBPA une entre el 15y el 20% de T4 y la TTR une tambien alrededor del
20% (Yuichi et al, 1969).

2.2.2 Metabolismo de HT

El metabolismo de las HT comprende principalmente cuatro acciones
enzimaticas especificas: a) la conjugacion con sulfato o glucoronato; b) la maodificacion
de su cadena lateral; c) el rompimiento del enlace éter y d) la desyodacion secuencial
en ambos anillos (Chopra y col, 197B; Valverde-R y col, 1989) Estas vias son
importantes en |a degradacion y excrecion de estas hormonas y representan el 20% de
la degradaciéon de T.. De todas, la desyodacién de las HT es la via metabolica mas
importante no solo por su papel dual en la activacién/inactivacion de las tironinas, sino
también por su papel como una via de recuperacion y reciclamiento del yodo La
importancia de estas vias metabdlicas que no son mutuamente excluyentes y que
pueden operar secuenciaimente, como es el caso de la sulfoconjugacion que parece
favorecer su posterior desyodacién en algunos tejidos.

Conjugacion. Ei grupo hidroxilo del anilio externo de las yodotironinas puede
ser esterificado por una reaccidén de conjugacion con acido glucordnico o con acido
sulfurico para formar glucurénidos o sulfatos respectivamente. La formacion de estos
conjugados con T,y rT; es rapida y parece depender de la posicién 3' y 5 del yodo en
el anillo fenilo que favorece esta reaccién. Mediante su conjugacion, los compuestos
lipofilicos (T« y Ti) son convertidos en derivados hidrofilicos (Ts-glucoromido o Ts-
sulfatada), los cuales rapidamente son excretados por la bilis o la orina. La conjugacion
de la T, con acido glucurénico es mas importante que en el caso de la Ty, mienlras que
para esta Ultima lo es la conjugacién con sulfato La conjugacion de las HT tiene lugar
en su mayor parte en el higado, pasando los metabolitos a la bilis e intestino en donde
unos son rehidrolizados a T, y Ty y reabsorbidos, eliminandose solo una pequera
fraccion por heces fecales. En varios tejidos se lleva a cabo la desulfatacién de la T
esto implica una reactivacion de la Ty-sulfatada. Ademas, hay evidencias de que la
sulfoconjugacion de la T, precede a la monodesyodacion y que ésta es su mas



importante ruta de degradacion Por otra parte, con base en sus caracteristicas
cinéticas se ha determinado que la forma sulfatada de la T, es preferencialmente
desyodada sobre la forma nativa de la hormona ya que |a desyodasa tiene una Vmax
més elevada y una Km aparente menor cuando el sustrato es la T, -sulfato que cuando
lo @s la Ty nativa (Sato y Robbins, 1981; Burger, 1986, Visser y col, 1991, Kohrle y col,
1981)

Modificacién de la cadena lateral La desaminacion y descarboxilacion
oxidativa de la cadena aminoacido lateral resulta en la produccién de analogos de
acido acético de HT, los &cidos 3.5 3 5-tefrayodotiroacetico (Tetrac) y 353
triyodotiroacético  (Triac) Este ultimo puede ser producido por |a
desaminacion/descarboxilacion o por desyodacion del Tetrac y es degradado por la
misma via por la cual se degrada su hormona precursora (desyodacion y conjugacion)
Estos anélogos presentan una alta afinidad por los receptores nucleares de T, sin
embargo tienen poca o ninguna accion fisioldgica, probablemente debido a su rapida
degradacion (Pittman 1979; Kohrle y col, 1991)

Rompimiento del enlace éter. Esta via presenta una de las mas importantes
reacciones metabdlicas de la HT en el hombre. Es una reaccién oxidativa que produce
diyodotirosinas especiaimente cuando se estimula la actividad de la peroxidasa en oS
tejidos. Este efecto se ha observado en leucocitos durante los procesos metabolicos
que acompanan a la fagocitosis en donde se incrementa tanto la caplacion celular

como la subsecuente degradacion de T, en mono y diyodotirosinas (Kohrle y col,
1991),

Desyodacién En los ultimos afos se ha reconocido que la monodesyodacion
lisular de T, representa la principal fuente de T, enddgena (aproximadamente 75% del
total) y que esta desyodacién puede dar lugar a la "formacién” de una molécula de T,
biolégicamente acliva, o bien a una molécula de T, inerte, desde el punto de vista

metabdlico, conocida con el nombre de triyodotironina reversa (rT,). Este mecanismo



peculiar de biotransformacion periférica es érgano-especifico y selectivo, segun ocurra
en el carbén 5' o 5 de los anilios tirosilo o fenilo respectivamente (Chopra y coi, 1978
Engler y Burger, 1984). Por motivos de interés de esta lesis, la desyodacion se tratara
en detalle mas adelante.

Metabolismo de HT en Peces. De las vias metabdlicas agui mencionadas en
los peces se ha estudiade principalmente la conjugacién de HT con acido glucuronico y
con sulfato. Estudios utilizando '**I-HT han mostrado que, al igual que en el resto de
los vertebrados, las yodotironinas en los peces se excretan a la bilis ya sea como TH
nativas o como glucuronidos (Sinclair y Eales, 1972, Finnson y Eales, 1996)
Recientemente se mostro que la Ts y la T, son capaces de sulfatarse pero, en contraste
con los mamiferos, estos derivados sulfatados son secretados en grandes cantidades
por la bilis Ademas se observd que la 3,3- T; se excreta tanto en conjugados
sulfatados como glucuronados (Finnson y Eales, 1996).

2.1 Efectos Bioldgicos y Mecanismos de Accién

Las HT tienen multiples efectos fisiclégicos gque abarcan desde el nivel
organismico hasta el celular y molecular Actualmente se reconoce que |os NUMEerosos
y variados efectos bioldégicos de las HT se producen primordiaimente por estimulacion
de |a sintesis proteinica de novo. Tradicionalmente se ha sefalado que, por su tamarno
y caracteristicas fisicoquimicas, las HT difunden a la células blanco por difusion pasiva
y se transportan directamente al nucleo celular, en donde estimulan la sintesis de
proteinas. Sin embargo, en los ultimos afios se ha demostrado que las HT
interaccionan con sitios especificos de unién o receptosomas en la membrana
plasmatica de las células blanco. Asi, ahora se reconoce que el transporte intracelular
de las tironinas es un proceso activo (dependiente de ATP) esterecespecifico y
saturable, en el cual intervienen proteinas membranales con una afinidad moderada
pero con una capacidad de union relativamente alta con respecto a los receptores
nucleares de T, Ademas, se ha sefalado que estos sitios de union en la membrana
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plasmética estan asociados a otros procesos de transporte como iones (Na*, Ca*') y
sustratos metabdlicos (glucosa) (Davis y col, 1982; Segal y col, 1990).

A la fecha no se ha descrito la presencia de una molécula citoplasmatica que
transfiera a las HT hacia el nucleo de la célula. Sin embargo, si se han descrito
proteinas de baja afinidad que tienen una elevada capacidad de union, lo cual les -
permite servir como reservorio celular para las HT. Estas proteinas citoplasmaticas
parecen jugar un papel importante no solo regulando la transferencia de las hormonas
al nucleo, sino también en su disponibilidad para ser desyodadas de T, a T,
(Hashizume y col, 1989; Kato y col, 1989).

Se sabe que en el nucleo de practicamente todas las células del organismo
existen proteinas especificas de tipo no histona que enlazan selectivamente a las HT.
Estos receptores de tironinas tienen un peso molecular de 48 a 78 KDa y pueden unir
Tsy Tacon una Kd de 0.2 a 1.0 y 2 a 10 nM, respectivamente. Estos receptores
nucleares pertenecen a una superfamilia de proteinas estrechamente relacionadas al
oncogene de la eritroblastosis aviaria (v-erb-A). La proteina producida por este proto-
oncogen forma parte de la superfamilia de receptores para las hormonas esteroides, la
vitamina D, el écido retinoico y las HT. Estas proteinas funcionan como factores de
transcripcion que se unen a sitios especificos de reconocimiento dentro del DNA
gendmico. Asi, la union de las HT a su "receptor” nuclear es una sefial para activar a la
DNA polimerasa e iniciar la transcripcion de secuencias especificas del "templado" del
DNA, a través de la sintesis y liberacién del RNA mensajero especifico. La traduccién
de éste en los ribosomas, aumenta la sintesis de diversas proteinas estructurales y
funcionales que son responsables de los efectos finales observados. En el humano se
han descrito por lo menos cuatro isoformas del receptor: las a1 y a2 y las B1 y B2,
cuyos genes estan localizadas en cromosomas diferentes. Estos receptores tienen tres
dominios: uno en el amino terminal que aumenta la actividad del receptor; otro central
altamente conservado y rico en cisteinas que se une al DNA, y el ditimo que es el del
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carboxilo terminal que se une a la hormona (Baxter y Funder, 1979; De Groot, 1979;
Tata, 1980; Oppenheimer y col, 1987; Evans, 1993).

Eﬁ los organismos adultos, la principal accion de las HT consiste en su efecto
calorigénico el cual se debe a un aumento en la tasa basal del metabolismo. Existen
varias hipotesis sobre este efecto y su mecanismo de accion: una postula que las HT
aceleran la reaccion secuencial de la fosforilacion oxidativa mitocondrial, permitiendo
asl la generacion de niveles elevados de ATP. Otra hipétesis sugiere que las HT
estimulan la ATPasa de la membrana celular, produciendo liberacion de calor y
disipando los enlaces de fosfato de alta energia. También es probable que el efecto
calorigénico de las HT sea otra expresion final de la mencionada estimulacion de la
sintesis proteinica (Sterling yLazarus, 1877, Weinberger y col, 1986;0Oppenheimer,
1987).

Es a través de estos mecanismos de accidn como las HT intervienen en
practicamente todas las funciones del organismo; vgr., la regulacién del metabolismo
energético, la reproduccion y lactancia, la hematopoyesis, la ectividad del sistema
nervicso central, el metabolismo hidromineral y de vitaminas, la funcién hipofisiaria,
etc. Es decir, se sabe que para mantener normales todas las funciones organicas se
requieren concentraciones intracelulares suficientes y adecuadas de HT (Tata, 1980).

2.3.1 Efectos Biolégicos de las HT en los Peces.

Las HT sn Saiménidos: Esmoltificacién, Migraciéon y Reproduccién. Los
salmones son espacies anadromas que efeciuan dos migraciones durante su ciclo de
vida. La primera ocurre durante ia primavera, alrededor de los 18 meses de edad,
cuando el pez nada rio abajo hacia el mar para habitar ahi durante su vida aduita. El
salmon sufre cambios morfol6gicos, fisiolégicos y conductuales que lo van a preparar
para la vida marina; sl conjunto de estos cambios se conocen con el nombre genérico
de "esmoltificacidén”. El pez puede sobrevivir en el medio marino unicamente cuando ha

culminado su esmoltificacion. La segunda migracion tiene lugar después de los 18-24
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meses de vida en el mar cuando los salmones adultos se dirigen y migran al agua
dulce para reproducirse. El pez, ademas de culminar su maduracion sexual al entrar al
agua dulce, también sufre varios cambios morfologicos y fisioldgicos que le van a
permitir ia sobrevivencia en este medio (Hoar, 1979; Sower y Schreck, 1982).

Como se resume en ei CUADRO 2, existe alguna informacion experimental que
sugiere ta participacion de las HT en ambas migracicnes, estimulando el proceso de
esmollificacion en la primera y parlicipando en la maduracidn sexual durante la
segunda. Se piensa que las HT son la "sefal” endbgena que inicia ambas migraciones
{Grauy col, 1981).

Durante la esmoltificacion se ha observado que las concentraciones de T4
circulante aumentan en forma sostenida y progresiva en el curso de cinco semanas. La
magnitud de este incremento es muy variable segun el estudio de que se trate, y es
probable que esta dispersion en los valores informados obedezca al empiso de
radioinmuncanalisis homélogos o de estuches comerciales en los diferentes estudios
(ver CUADRO 2). Este incremento de T, que anlecede y acompana al proceso de
esmoltificacion se ha interprelado como indicativo de que las HT participan en el
crecimiento y desarrollo del pez (Dickhoff y col, 1978; Sower y col, 1984) Se ha
propuesto que dicho incremento prepara y facilita la adaptacién del organismo al
cambic hidroosmético, ya que en forma simultanea ocurre un aumento en la actividad
de la bomba de Na+-K+-dependiente de ATPasa a nivel de las branquias (Foimar y
Dickhoff, 1979). El hecho de que la elevacion sostenida de T, este asociada al ciclo
lunar ha llevado a proponer que dicho ciclo representa el principal svento o senal
medioambiental que sincroniza el desarrollo y sobrevivencia del individuo Se sabe que
la ausencia de este incremento de T, se asocia a hipodesarrollo y/o a la muerte del
organismo (Dickhoff y col, 1978; Grau y col, 1981).

Durante la migracion asociada a la reproduccion, en ambos Sexos ocurre un

aumento transitorio y significativo de Ty y de T, (Sower & Schreck, 1982, Biddiscombe



& Idier, 1983). Posteriormente, cuando el animal entra al agua dulce, ocurre otro
incremento que alcanza niveles muy elevados, y que en las hembpras decrece
paulatinamente conforme progresa la maduraciéon de gametos y hasta el desove Los
machos exhiben un incremenlo en |os niveles de |la hormona antes de la espermiacion
Estos hechos se han inlerpretado como parle de los mecanmsmos metabolicos y
osmorregulatorios que permiten la adaplacion dei animal al agua dulce, y que influyen
en los procesos de maduracidon gonadal del salmon (Sower & Schrack, 1982). EJ
incremento de T4 que precede a la espermiacién en los machos parece participar en la
misma (Biddiscombe & Idler, 1983). No se puede descartar la posibilidad de que el
decremento de Ty y T, en la madurez sexual avanzada pueda ser secundaria a una
disminucién de la estimulacién de TSH (Biddiscombe & Idler, 1983).

CUADRO 2. TIRONINAS CIRCULANTES EN SALMONIDOS MIGRATORIOS

ESPECIE ESMOLTIFICACION MIGRACION
Oncorhynchus kisutch 1 sostenido y progresivo de|? premigratorio de T,
T. . sincronizado por la luna
nueva.

18 3117 4 nmol
10.3 & 77.4 nmol/|
6.5 a 43.9 nmol/l

T de T, al entrar al agua
dulce: 2.9 a 6.5 nmol/l

Oncorhynchus nerka T ambas hormonas ai entrar
al agua dulce:

Ts, 1.4 a2 10.8 nmol/

T, 7.7 2 258 nmol/l

Datos originales tomados de: Dickhoff et al, 1978, Grau et al, 1981, Sower & Schreck., 1632
Biddiscombe & Idler, 1884 y Sower el al, 1084,

Se ha documentado también ia participacién de otras hormonas en las
migraciones de los salmones, principaimente en la reproductiva. Se sabe que la

prolactina (PRL) alcanza niveles muy elevados algunas semanas antes de iniciarse |a
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migracidén, y se le ha atribuido un papel en la regulacion hidroosmética del animal
(Lam, 1972). También se sabe que el estradiol presenta las mismas oscilaciones que a
T4 durante esta migraciéon y se piensa que la hormona afecta la percepcion sensoral
de manera que el pez se sensibiliza a estimulos externos que influyen sobra los
procesos de migracion ylo esmoliificacién. El estradiol también esta estrechamente
relacionado en la maduracion de ics gametos (Sower et al, 1984).

Hormonas Tiroideas en la trucha arcoiris:

Ritmos estacionaies. En esla especie no migratoria y utilizando procedimientos de
cromatografia de gas (Osborn et al, 1978}, se ha encontrado que las concentraciones
de T,y T« aumentan durante el otofio, alcanzando su valor mas elevado en noviembre,
justo en el periodo de diferenciacion gonadal rapido. Sin embargo este aumento no se
encontro relacionado funcionatmente a la maduracion gonadal. Al mismo tiempo, se
observd un decremento en ia relacion TJT,. Estas observaciones se han interpretado
como sugestivas de una disminucion en la utilizacidon periferica 0 degradacion hepatica
de T, En este mismo estudio los niveles hormonales se elevaron para alcanzar un
segundo valor maximo en abril (primavera), pero la relacién T4/T, no presentd cambios.
Esto sugiere un aumento en la tasa de secrecion de la tiroides en esta época La caida
brusca de los niveles de Ty y T. que se encuentra al final de la primavera y principios
del verano, indican otro cambio en el equilibrio entre la liberacion de hormona por la
glandula y su utilizacién periférica y degradacion. Se sugiere que en las temperaturas
altas del verano se incrementa el consumo de HT y que este se compensa con un
aumenlo en la actividad de |a glandula (Osborn el al, 1978}

Ritmos circadlanos. Se ha encontrado que durante el ayunc no se presenla ningun
ritmo diario en las concentraciones plasmaticas de T, y T, (Brown el al, 1978) En
contraste, durante la alimentacion ad fibitum se ha encontrado un ritmo diario en donde
los niveles mas altos ocurren entre las 09:00 y 13'00 hrs, y los mas bajos entre |as
06:00 y 19:00 hrs. Parece ser que esta elevacion de T; y T, puede representar un ritmo

enddgenc circadico que unicamente se manifiesta en peces alimentados sin ser
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influenciado por otros factores medioambientaies (Eales et al, 1981). También se
encontré que los niveles de T,y T, son mas elevados durante el periodo de luz que en
el de obscuridad (Eales et al, 1981).

Ayuno y HT. Se ha encontrado que el ayuno influye sobre la funcién liroidea en
teleosteos (Eales, 1979). Inicialmente se observd que tanto el ayuno corto (3 dias).
como el largo {12 a 37 dias) deprimen los niveles plasmaticos de T, (Eales el a, 1981),
y que lambién reducen la velocidad de depuracién o recambio (MRC) y la tasa de
degradaciéon (DR} de Ty y T4, asi como la tasa de conversion extratiroidea de T. a T,
radioacliva, lo cual se asocia a la supresion de }a funcion de la tiroides (Eales, 1979;
Higgs & Eales, 1977 y 1979). |

Después de proporcionar alimento aumenta la concentracion de T, plasmatica
Se ha sugerido que este aumento tal vez sea secundarioc a un incremento en la
liberacién de T, por la glanduia tiroides, la cual seria estimulada por propiedades
fisicas o quimicas del alimento ingerido, 0 por un cambio en el comportamiento y
actividad asociado a la alimentacion. En otras palabras, la depresion de T, que ocurre
durante el ayuno crénico puede ser afectada temporalmente por una sola comida, la
cual por algin mecanismo aun no bien precisado promueve la liberacion de T, a la
sangre. Esto se acompafia de un incremento en la conversion de T, a T, lo cual puede
depender de la cantidad de alimenlo presentado (Flood & Eales, 1983).

Temperatura y HT A juzgar por los niveles circulantes de T,, se ha encontrado que &l
sistema tiroideo no exhibe ninguna respuesta a los cambios de temperatura Sin
embargo, si se ha encontrado que la tasa de degradacion de la T, incrementa a
mayores temperaturas. Este fendmeno se explica de 1a siguiente manera. al aumentar
la temperatura, se produce ya sea un decremento en la afinidad de las proteinas
plasmaticas a T, y/o una aiteracién en ia unioén de los sitios receptores para T, en los
organos y tejidos efectores. Esto permitiria que la hormona penetrara a (os tejidos con

maés facilidad y podria intercambiarse libremente con la poza (pool} de T, plasmatica
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Se piensa también que el sistema tiroideo participa en la aclimatacion / tolerancia de la
temperatura en algunos teleosteos, aunque dicha participacion necesita ser bien
estudiada {Eales et al, 1982).

Triyodotironina Reversa. En ios peces, especificamente en la trucha arcoiris, existe
controversia con respecto a la presencia de rT, y de su correspondiente via
desyodativa {Eales el al, 1983). Esto se debe a problemas metodolégicos, ya que para
la cuantificacién se han utilizando estuches comerciales disefiados para humanos. Este
detalle metodolégico es clave, pues como se ha mencionado, se debe ulilizar suero
homélogo en las curvas estandar, ya que el uso de suero heterélogo introduce una
diferencia significativa en la cuantificacién de HT (Orozco, 1989; Orozco y col, 1992)
Sin embargo, casi una década después de l0s primeros repories, otros grupos de
investigacion reportaron la presencia de rT, en dos especies de teleosteos (Byamungu
y col, 1990, Fenton y col, 1991; Fenton, 1994).

2.4 Control de la Funcion Tiroidea

El sistema que regula |a sintesis y la secrecién de las HT por la glandula tiroides
es complejo y comprende dos mecanismos de naturaleza diferente. Por un lado, el
aporte dietéetico de yodo que a nivel de las células tiroideas interviene autorregulando
la sintesis y secrecion de yodotironinas con actividad hormonal. Por otra parte, existe
un elaborado sistema de "sefiales” neuroenddcrinas que en forma secuencial reguian y
controlan la funcién de la glandula tiroides. Esta cascada de sefiales se origina en el
sistema nervioso central (SNC). En el hipotdlamo existe una area tirotrépica cuyas
neuronas sintetizan y secretan al sistema porta hipotalamo-hipofisiario el tripéptido
denominado TRH u hormona liberadora de tirotropina. Esta neurohormona, como su
nombre |0 indica, estimula a nivel hipofisiario la sintesis y liberacién de la tirotropina.
La tlirotropina, hormona estimulante de la tiroides o TSH, es una glucoproteina
sintetizada y secretada en la adenohipdfisis por las células especializadas llamadas
tirotropos, ias cuales constituyen aproximadamente el 5% de la glandula hipofisis. Esta

hormona hipofisiaria estimula a las céluias foliculares de la glandula tiroides para que
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sinteticen y $ecreten HT a la circulacidén sistémica. Finalmente, y ya a nivel de los
érganos efectores, la desyodacién érgano-especifica de las tironinas determina la
concentracién intracelular de la hormona activa e inactiva {(Goémez y col, 1990; Larsen e
Ingbar, 1992; Valverde-R y col, 1993).

Esta cascada de sefiales neuroendodcrinas constituye, desde el punto de vista
funcional, el llamado “eje hipotdlamo-hipdfisis-tiroides” y en su control intervienen
diferentes factores y sefiales neurchumorales que actuan a través de mecanismos de
retroalimentacion positiva y negativa. El principal mecanismo de retroalimentacion esta
dado por los niveles circulantes y la concentracidn intracelular de T; y T, Cuando la
concentracion es elevada, se suprime 0O disminuye la secrecion de TSH
(retroalimentacion negativa). Esta inhibicion de la producciéon y secrecion de TSH
hipofisiaria estd mediada principaimente por la estimulacién de la sintesis, a nivel de
los tirotropos, de la enzima que inactiva al TRH. Al contrario de lo anterior, cuando los
niveles qirculantes y la concentracién intracelular de T, y T4 son bajos, se estimula |a
secrecion de TSH (relroalimentacion positiva). Es evidenle que en este sistema de
regulacién y control neurchumorat, los tirotropos hipofisiarios estan sujetos a dos
astimulos antagonicos: uno positivo, que esta dado por la TRH y que induce |a sintesis
y liberacién de la TSH, y otro negativo o inhibitorio, que esta dado por la concentracion
de HT que bioquean la liberacién de TSH. En esta forma, el sistema controla
rigurosamente la cantidad de TSH liberada por |a hipdfisis. Este control esta mediado
primordialmente por la variable regulada por el sistema, es decir por las
concentraciones de HT, ya que ia cantidad de TSH secretada se ajusta a la sefal o
retroalimentacion que le dan al propio tirotropo, las concentraciones y/u ocupacion de
sus receplores nucleares pbr las HT (Gomez y col, 1990, McNabb, 1992; Valverde-R,
1993).
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3. Desyodacion de Tironinas

Attualmente se reconoce que en los diferentes 4rganos en los que actuan las
HT, opera un mecanismo especifico que regula la concentracién intracelular de
hormona activa o inactiva y por lo tanto, la magnitud de su efecto biolégico. La glandula
tiroides secreta al torrente sanguineo el 100% de la T, circulante, y del 20 a 25 % de la
Ts, la formacion del resto de la hormona circulante activa ocurre a nivel extratiroideo
por un proceso enzimatico conocido como desyodacion periférica. Asl, a través de esta
blotransformacion érgano-especifica y a panlir de la desyodacion de la prohormona T,
80 genera cerca del 80% de la hormona activa y practicamente el total del isomero

inactivo, la Ty reversa (rTy).

La desyodacion periférica fue inicialmente descrita por Braverman y col (1970),
quienes, estudiando el metabolismo de las yodotironinas en pacientes atiridticos,
mostraron la desyodacion y conversion periférica de la T, hacia T,. A la fecha se
reconocen dos rutas o vias desyodativas que estén catalizadas por lo menos por tres
isoenzimas llamadas genéricamente desyodasas. Estas son selenoproleinas que
catalizan la remocion de un atomo de yodo de la molécula de tironina. La desyodacion
del anillo externo {ORD) o via 5D, que convierte a la T,en Ty y a la rT, en 3,3'-T, se
denomina via de activacion. Esta via esta catalizada por las iscenzimas 5'D-l (D) y
5'D-il (DIl). La desyodacion del anillo interno de la tironina (IRD) que a partir de T,
genera rT, y a partir de T, genera 3,3'-T,, se denomina via de inactivacion (FIGURA 2)
(Burger y col, 1986, Engler y Burger, 1984, Kaplan, 1986, Leonard y Visser, 1986). La
isoenzima que cataliza esta ruta es la 5D-ill (DIll). A la fecha, las desyodasas no han
sido aisladas ni purificadas, por esta razén, su caracterizacion se ha basado en

aspecios operacionales y cinéticos (Leonard y Visser, 1986, y Kohrle y col, 1991).
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FIGURA 3. Productos de la desyodacion secuencial obtenidos a partir de tiroxina. Las flechas con
linea conlinua representan la via de aclivacién (ORD) y 1as flechas con linea discontinua muestran 1a via
de desaclivacién (IRD){modificado de Leonard, 1991).

3.1 Desyodasa Tipo | (D)

Esta isoenzima es la mas estudiada y mejor caracterizada. Se encuentra
ampliamente distribuida en todo el organismo con la posible excepcion de las gonadas
y el bazo (Leonard y Visser, 1886, y Kdhrle y col, 1981). La mayor actividad catalitica
se ha detectado en el higado, el rii6n y la gléndula tiroides, y los dos primeros han
sido los 6rganos més utilizados para su estudio. La distribucion subcelular de la DI es
aun controvertida y varia de drgano a érgano. En el higado, la mayor actividad se ha
detectado en fracciones crudas de microsomas (membranas del reticulo endopldsmico)
obtenidas por centrifugacién diferencial. En el rifidn, la DI co-purifica con enzimas
marcadoras de membranas plasmaticas (ATPasa dependiente de Na*, K*). En el caso
de |la corteza cerebral se ha asociado a membranas sinaptosomales. En otros tejidos
como la hipdfisis, |a tiroides y el masculo esquelélico, la informacidn es muy limitada

{Chopra, y col, 1978, Leonard y Visser, 1986, y K&hrle y col, 1991).
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3.1.1 Purificacion de la Enzima.

Los intentos para aislar y purificar a la DI utilizando técnicas bioquimicas
convencionales han sido infructuosos. Este fracaso se puede explicar en parte por o
siguiente: a) la baja concentracion de la enzima (5-20 pmol/mg de proteinas totales de
higado y riffon); b) la hidrofobicidad de esta proteina intrinseca de la membrana; ¢) la
inestabilidad de la actividad catalitica en detergentes; d) su dependencia de
fosfolipidos; e) el desconocimiento de su co-substrato fisiolégico y f) su posible
estructura heterodimérica (Fekkes y ¢ol, 1983, Kdhrle y col, 1990; Leonard, 1991). Sin
embargo, la combinacion de estos métodos ¢on el marcaje de afinidad con derivados
N-bromoacetilados de tironinas (1291-BrAc-T, ¢ 1251.BrAc-T,) ha permitido establecer
que la isoenzima hepética tiene dos subunidades con un pesoc molecular aproximado
de 55y de 25 a 28 kilodaltones (kDa). Ambas subunidades unen ai substrato y tienen
actividad catalitica, esto sugiere que la enzima estd conslituida por al menos dos
subunidades homoméricas o heteroméricas. Con estas preparaciones semipurificadas
se alcanza un enriquecimiento de 2400 veces y se ha podido estimar un coeficiente da
sedimentacion de 3.6 S y un radio de Stokes de 32 a 37 A ° (Mol y col, 1988; K&hrie,
1990, Leonard, 1991; Safran y Leonard, 1991).

3.1.2 Clonacién y Expresién de la Enzima.

Recientemente y de manera independiente dos grupos de invastigadores (Berry
y col, 1991a y St Germain y col, 1990), utilizando écido ribonucléico mensajero (RNAm)
de higado de ratas, lograron aislar e identificar el écido desoxirribonucléico
complementario (cCDNA) que codifica para la DI. Las propiedades cinéticas asl como la
especificidad por substrato y la sensibilidad a propiltiouracilo (PTU) de la proteina
oodiﬂcaqa por este CONA (expresado en células en cultivo 0 en ovocitos de Xenopus),

confirmaron que es idéntica a la Dl. Ademas, la secuencia del cDNA reveld la
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presencia de un codén TGA (UGA) que codifica para el aminoacido selenocistaina (Se-
Cys), un analogo de la cisteina en el cual el azufre es reemplazado por el selenio (Se).
Los estudios de mutagénesis dirigida cambiando el codén UGA por UAA (codon de
terminacion) o por UUA (codén para leucina) dieron como resultade una proteina
inactiva. lguaimente, si UGA es reemplazado por UGU (codon para cisteina), se
produce una desyodasa funcional aunque con propiedades alteradas comparadas con
la DI. Estos resultados confirmaron que en el casc de la DI, el codéon UGA no es una
seffal de terminacion y que esta enzima es un nuevo miembro de la familia de
selenoproteinas. El aminodcido Se-Cys confiere propiedades especiales a esta familia
de selenoenzimas ya que su actividad catalitica es inhibida de manera competitiva por
el oro. En el caso de la DI esta inhibicién tiene una Ki de 6.6 nM para tioglucosa adrica
(Berry y col, 1991; Berry y Larsen, 1992). En la FIGURA 4 se muestira el mecanismo

propuesto para explicar esta inhibicion.

Por otra parte, estos hallazgos llevaron a revalorar el papel del Se* en la
- fisiologla tiroidea y el metabolismo de las HT. Asi, en ralas mantenidas con dietas
deficientes de selenio (4 - 6 semanas), se elevan las concentraciones circulantes de T,
y disminuyen las de T,. Estas alteraciones se asocian a una marcada disminucion de la
aclividad desyodativa hepatica y renal, perc no en la glandula tiroides, la cual
apareniemente es resistenie a la deplecion de selenic (Behne y col 1990 ;Kéhrle,
1994). Los mecanismos celulares para la conservacion del Se por la glandula tiroides
no se conocen. Sin embargo, se ha mostrado que la deficiencia de selenio lambién
provoca la deplecion de yodo y hormonas tiroideas en la glandula, presumiblements
debido al incremento en la sintesis y secrecion de la TgB estimulada por la

hipersecresion de TSH.
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3.1.3 Caracteristicas Cinéticas y Operacionaiee.

La especificidad para el substrato de ta DI ha sido determinada por el andlisis de
la relacién estructiura-actividad de una serie de yodotironinas y sus analogos. El
andlisis de la cinética de reaccidn, asi como |la determinacién de las constantes de

Michaelis-Menten, han permitido determinar |la afinidad para el substrato, expresada

como Km. Los valores mostraron |os siguientes ordenes de magnitud: rT, (10'8 - 106
M) > T2 (10-7-106M) >T3 (106M ) (Chopra, 1980, Fekkes y col, 1979, y Kapian y
Utiger, 1978).

Ta Ta
ﬂ H 0
N
so-au<i £_ge0 ESI—T'PTU E-Se-S —< }CH
E-Se- -Se -Se -Se- N 2
N % |
M © CH2
PTU |
DT Tex DT Trad CHa
+19

FIGURA 4. Mecanismo de acoplamiento de ATG a la 8'D. La enzima reacciona con la T,, remueve el
yodo de la posicién 8, y libera rT, La forma selenoclil-yodo de la enzima puede entonces reaccionar con

los cofactores tioles, liberando el yodo vy regeneréndose. La inhibicién competitiva del oro consiste en su
reaccién con el anlén selenolato que s el aceptor del yodo en el sitio activo de la anzima libre para
formar el complejo inactivo selenoil-oro (Modificado de Berry y col, 1001b).

Estudios in vitro han permitido confirmar que el substrato preferencial para Ja DI

es Ia rT, y que requiere altas concentraciones de substrato (0.5 - 5 uM) y bajas de

cofactor 5-8 mM (Leonard, 1991). La desyodacion de las tironinas es un proceso

substitutivo en el cual el atomo de yodo es reemplazado con uno de hidrégeno y esta

33




reaccion puede ser considerada un proceso de liberacion de yodo. Numerosos
estudios han intentado, sin éxito, identificar el sistema de cofactor que participa en la
transferencia del hidrégeno. En algunos repories se ha propuesto al glutation reducido
(GSH) como el posible cofactor fisiologico ya que es el tiol intracelular no proteinico
mas abundante. Sin embargo, en estudios in vitro, y comparado con el ditiotreitol
(DTT), el GSH tiene un efeclo pobre en la activacion de la enzima {Kaplan, 1984,
Leonard y Visser, 1986, Visser y col 1976; Visser y col, 1978). Sawada y col (1986)
mostraron que o8 sistemas de Oxido-reductasas dependientes de NADPH como la
tiorredoxina y la glutarredoxina, pueden sustituir parcialmente a los tioles reducidos en
la reaccion DI. Sin embargo, la relacion entre el cofactor citosolico y estos hallazgos
aun no se ha determinado. Se ha observado una gran activacion con los ditioles de
elevado potencial redox, tales como etanediol 2 3-ditiopropanol, ditiotreitol y
ditioeritreitol, mientras que con los monotioles: vgr., mercaptoetanocl, la activacion fue
menos efectiva. Se desconoce la razon por la cual los diticles son mas potentas pero
parece depender de su habilidad para formar puentes disulfuro intramoleculares

(Goswami y Rosenberg, 1988; Sawada y col, 1988).

La DI es inhibida por el propiltiouracilo (PTU) y otras tiocarbamidas. El PTU se
une de manera covalente a los grupos sulfhidrilo esenciales de la enzima, sin embargo
este efecto puede ser revertido por la presencia de altas concentraciones de licles
(DTT). Es decir, la inhibicién por PTU es acompetitiva con el substrato y competitiva

con el cofactor.

Los estudios iniciales sobre el mecanismo catalitico de la D), mostraron que la
reaccion procede de acuerdo al tipo cinético de "ping-pong". Estos mecanismos son
tipicos de reacciones de dos substratos en las cuaies la enzima existe en dos formas

interconvertibles y cada forma muestra diferente afinidad para cada uno de los
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substratos. La confimacién de este mecanismo es la demostracién de una forma
oxidada y una reducida de la enzima. Asi, y como se ilustra en el FIGURA 5
aprovechando la capacidad del PTU para interaccionar especificamente con 1a enzima
oxidada (grupos -SH) y sblo en presencia del substrato, y la incapacidad de a-
halodcido para inactivar a la DI oxidada, se ha confirmado que estos inhibidores
interaccionan con la enzima en diferentes etapas dei ciclo catalitico (Chopra y col;

1978; Kaplan, 1984; Leonard y Visser, 1966; K&hrle y col, 1981).

O inactivacion
E-SeCH,-c” (irreversible)
O-
*lac
?(RSSFU E-Se” T
RSH E-Se* Ty+ 1
+PTU
N
E-SeS-(/ p
inactivacién N
(reversible ) CHZCH,CH,

FIGURA 6. MEGANISMO DE REACCION DE LA DI. Se muesira ia primera mitad de la reaccion de
desyodacion de la tironina a través de |a remocién de un dlomo de yodo del anillo extemo. Esto coincide
con la reducclén del carbono, que contiene al yodo en la posicidn §', mediante |a transferencia de dos

electrones a un sulfhidrilo en o cerca del sitlo aclivo de la enzima que es oxidado a sulfenil -S* liberando
un proién. Presumiblemente con este grupo sulfenil se forma un intermediario muy labil ES-I con una
nueva liberacién de yodo. La reduccidn de estos grupos funcionales usuaimente por los tioles, complela
ol ciclo catalltico y prepara a la DI para ini¢iar otra ronda de desyodacién (Modificado de Kohre v col,
1901).
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De igual forma, observaciones realizadas con el substraio, especiaimente con
rT,, mostraron que el curso de la reaccién es bifésico. Se observé un primer pico de

formacion de producto duranie tiempos muy cortos (menores a 30 segundos) siendo

esta |liberacion independiente del agente reductor y muy aguda ya que después de este .

perlodo la produccion baja a niveles escasos. Por otra parte, en la segunda fase y en
presencia de concentraciones crecientes del cofactor, la liberacion de yodo se
incrementa correspondiendo a la reaccion que se lleva a cabo a tiempos mas largos sin
modificar la liberacidn inicial. En trabajos subsecuentes se determind que durante 'a
fase lr_wicial rapida de la reaccién la enzima no es inhibida por PTU, en tanto que en la
fase de desyodacién dependiente de tioles si fue sensible a este agente. Este modelo
catalitico es consistente con el mecanismo de reaccion "ping-pong" observado en la
actividad DI de higado y rifién. Por esta razdn, la grafica doble reciproca de la
velocidad de reaccidon (Vmax) contra la concentracion del substrato utilizando
diferentes concentraciones de PTU, muestra una serie de |ineas paralelas (gréfica de
Lineweaver-Burk) (FIGURA Ba y ¢). Resultados semejantes se obtienen al graficar la
velocidad de reaccion en mezclas que contienen varias concentraciones de substrato y
una concentracion fija de cofactor en presencia de diferentes concentraciones de
inhibidor (PTU) (FIGURA 6b)}. Tales resultados permiten conciuir que los tiouracilos son
inhibidores acompetitivos con el substrato y competitivos con respecto al cofactor. De
aqui que una disminucién en la concentracion del cofactor produce un efecto similar en
la actividad de la enzima al que produce la adicion de tiourelenos (disminucién de la
Vmax y la Km}.

La D | puede ser inhibida por metales pesados como Hg*, Ag* y cualquier otro

compuesto que contenga mercurio asi como agentes oxidante (H202, diamina), debido

a que actuan a nivel del sitio activo. Por esta razén ia utilizacion de agentes quelantes
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como el EDTA, que tiene la habilidad de formar complejos con metales pesados,

pueden activar a la enzima.
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FIGURA §. CINETICA DE REACCION DETERMINADA PARA LA DI, Gréficas de doble réciproca: A)
estas linoas paralelas muesiran una inhibicién acompetitiva del FTU c¢on respecto al subsirato. B)
inhibicién compatitiva del PTU con respecto al cofactor y C) efecto concentracién dependiente del
cofacior en |a actividad. (Modificado de Leonard, 1091),

Como se indica en el CUADROQ 3, la DI cataliza tanto la via ORD como la IRD. A
pesar de que aun no se conocen los factores que regulan la selectividad para desyodar
uno u otro aniilo, se ha mostrado que a pH ligeramente acido a neutro (6.5 - 7.5) se
desyoda preferencialmente el anilio externo, mientras que el pH optimo para la
desyodacion del anillo interno s mas alcalino (8.0). Se ha sugerido que el pH optimo
para el sitio de desyodacion es principaimente determinado por el pKa del grupo
hidroxilo en la posicion 4'. Eslos hallazgos permiten sugerir que el pH intracelular
puede determinar cual es el anillo que se va desyodar (Visser y col, 1978, Kaplan,
1984, Leonard y Visser, 1986 y Kohrle y col, 1981). En este contexto tiene importancia
fisioldgica establecer la llamada eficiencia catalitica de la enzima, i.e., la velocidad con

la cual los diferentes substratos son desyodados. En estudios in vitro se ha

determinado que la T4 es relativamente un pobre substrato tanto para la desyodacion
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5' como para la 5 D, an el caso de la 5'D la relacién Vmax/Km es 500 veces menor que
el de larT, y parala 5D es 100 veces menor que para la T, sulfatada.

3.1.4 El gen.

El gen para |a Ol se ha identificado en el ratén (Maia y col, 1995) y en el humano
(Toyodaiy col, 1995). El gen dio1 de ratén es de aproximadamente 15 Kb y contiene 4
exones. El andlisis de las regiones exdnicas mostrd un codén ATG en el exén 1. El
exon 2 contiene un triplete TGA que codifica para la Se-Cys. El exén 4 contiene el

coddn terminal TGA, el elemento SECIS que reconoce al primer codén TGA como Se-.

Cys y no como coddn terminal y [a cola de poliadenilacion. Estudios acerca de la
regulacion de |a transcripcién del gen dio1 humano han mostrado la presencia de dos
elementos de respuesta a hormonas tiroideas (TRES) en la region promotora del gen,
los cuales, an contraste con otros TRES, no requieren de la familia de receptores a

4cido retinoico X (RXRs) para su funcion (Maia y col, 1995; Toyoda y col, 1995).

3.1.8 Probable funcién.

Se ha descrito que la DI es una via desyodativa de exportacion, es decir, genera
la Ty que circula en el torrente sanguineo. De lodos los drganos que contienen esta
enzima, se sabe que el higado es el responsable de alrededor del 40% de toda la

desyodacion en el organismo y que el 70% de la produccibh diaria de T, posiblemente

8e origina en este 4rgano.

3.2 Desyodasa Tipo il (DH)
Esta isoenzima identificada a principios de los afos 80, se considera la
verdadera monodesyodasa ' ya que axclusivamente cataliza la via ORD (FIGURA 3).
Aparentemente la T, es el substrato preferenciai de esta enzima por un factor 5 a 6

veces mayor sobre la rT, Esto se determin6 usando la relacion VmaxKm como
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indicador de |a especificidad por el substrato. La DIl no es inhibida por PTU y tiene un
gran numero de propiedades que la distinguen de la isoenzima tipo |, incluyendo
diferencias tanto biolégicas como bioquimicas. El primer indicio de 'a existencia de la

Dil fue el andlisis del origen de la T, intracelular, especialmente en ei cerebro y la
hipéfisis. Utilizando la técnica de doble marca in vivo la [125])-T, como substrato para
la desyodacion 5' y la [131))-T, para determinar la contribucién de una y otra al pool
circulante e intracelular respectivamente, Silva y col, (1982) mostraron Qque
aproximadamente 80% de la T, unida al nicleo celular provenia de la desyodacion

intraneuronal de la T, Esta generacion intraceluiar de T3 no fue bloqueada por

concentraciones elevadas de PTU que s/ bloquean completamente a la DI en el higado
y el rifidn. La DIl tiene una distribucién mas limitada en los tejidos de mamiferos que la
D! y la mayor actividad ha sido reportada en el SNC, hipofisis, tejido graso café (BAT) y
placenta. La enzima también se ha encontrado en la glandula pineal y la de Harder an
larata y otro; roedores, asi como en varias lineas celulares de tumores hipofisiarios,
células de neuroblastoma y queratinocitos. Debido a que estos tejidos recambian
tironinas en forma lenta, se ha sugerido que la DI cataliza la produccion local de T,
para "autoconsumo" (Kaplan y Yaskioski, 1980, 1982, Kaplan 1980, 1984, 1086,
Kaplan y col, 1883; Visser y col, 1983; St Germain, 1986, 1994a).

La distribucion de la DIl no es uniforme en los diferentes tipos de células
hipofisiarias. En ratas hipotiroideas |a mayor actividad se localiza en |0s somatotropos
y lactotropos seguido de los corticotropos y gonadolropos y menor cantidad en los
tirotropos (Koening y col, 1984). En el caso de |la corteza cerebral, datos obtenidos de
cultivos primarios sugieren que las neuronas tienen la mayor actividad de la DIl
aungue los astrociios pueden ser estimulados para expresar la enzima a través de la
elevacion de los niveles de AMPc intracelular (Farwell y Leonard, 1989, Leonard y col,

1991, y St Germain, 1888). En el cerebro de ratas eutiroideas, los niveles de la DIl son
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menores en |a eminencia media que a lo largo del sistema limbico. En tanto que en
ratas hipotiroideas, el hipotalamo, el nucleo arcuato y la eminencia media son los que
tienen mayor actividad que la hipdfisis anterior. En la placenta esta enzima fue menos
acliva en la membrana coribnica comparada con la membrana placental pero esta
presente en jos trofoblastos y en las membranas de la decidua en el ser humano

(Kaplan, 1984, Kdhrle y col, 1991).

Con respecio a su distribucion subcelular existen pocos estudios y en aquellos
organos donde ésta se ha analizado, muestran que tiene una distribucién heterogénea.
En el caso de la corteza cerebral la Dil copurifica con la enzima marcadora de
membrana plasmatica; i.e., la ATPasa dependiente de Na* K* y también se encontrd
en fracciones enriquecidas de terminales nerviosas y membranas plasmaticas
dendriticas. Los sinaptosomas parcialmente purificados del cerebelo han mostrado
contener una produccion local de T, apoyando la localizacion neuronal de la DI
(Dratman y Crutchfield, 1979), Sin embargo, en hipéfisis anterior de bovino, la enzima
copurifica con la glucosa 6-fosfatasa, una enzima marcadora de la membrana del
reticulo endoplasmico (Coutin y col, 1985). La baja actividad y la limitada cantidad de
esta enzima disponible en |os tejidos, asi como su locaiizacién hacen mas dificil su
deteccién que la abundante desyodasa DI. (Kaplan y Yaskioski, 1980, 1982; Kaplan
1980, 1984, 1986, Kaplan y col, 1983, Visser y col, 1983; Leonard, 1991; St Germain,
1994a).

3.2.1 Purificacion de la Enzima.

En la membrana plasmética de células gliales y utilizando el ligando de alta
afinidad bromoacstil-T, (125-I1-BrAcT,), Safran y Leonard (1991) identificaron una

proteina intrinseca de 29 KDa. La solubilizacion con taurodesoxicolato y la filtracion en

gel permitié determinar un peso molecular aproximado de la holoenzima de 199 KDa,
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con un coeficiente de sedimentacion de 5.22 S, un coeficiente de friccion de 1.8 y un
radio de Stoke de 4.97 nm. Esta enzima muesira propiedades tipicas de una proteina
asimétrica integrada a la membrana, a diferencia del comportamiento globular que
presenia ia isoenzima tipo |. En conjunto, éslas y otras caracteristicas; vgr., patrones
de fragmentacién con bromuro de cianogeno y el anélisis del mapa peptidico, indican
que tanto la DI como la D!l son multiméricas, pero difieren en el tamafio de la
holoenzima, asl como en las subunidades que las conforman y en el peso de su
subunidad catalitica. Los estudios sobre esta subunidad, utilizando cultivos primarios
de células gliales en medio deficiente de selenio, mostraron que ni la actividad ni el
contenido de la enzima fueron afectados por dicha deficiencia, revelando que la DIl no
presenta el residuo hiperactivo nucleofllico de la selenocisteina ancontrado en el sitio

activo de la DI (Kthrie y col, 1991, Safran y Leonard, 1991).

3.2.2 Clonacién y Expresién de la enzima.

Esta es la desyodasa més recientemente clonada a partir de musculo de las
palas iraseras de Rana catesbiana (Davey y col, 1995). E| cDNA obtenido es de 1459
pb, con un marco abierto de lectura del nucledtido 11 al 802. Al igual que la DI,
contiene un codén TGA (nucledtido 380-382) que codifica para Se-Cys. La proteina
para la cual codifica, al igual que la de las oiras desyodasas, posee un dominio
hidrofébico en el extremo amino terminal y las dos hislidinas que han probado ser
cruciales para la actividad DI (Berry, 1992). Otra area importante y de alta homologia

es el sitio activo {87% con la DIil de rana y 80 % con la DI de rata).

Recientemente en nuestro laboratorio se clond la DIl en el higado del teleosteo
Fundulus heterocifus. Usando una biblioteca de DNA complementario derivado de
higado de este pez, se identificd un DNA complementario que codifica para la DIl. E

andlisis de las secuencias demostré que existe una homologia muy alta entre esta
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clona de pez y las previamente descritas en otros vertebrados. Estas similitudes
incluyen la presencia del codén TGA que codifica para selenocisteina, sugiriendo que
la familia de las desyodasas se ha conservado a lo largo de la evolucién de los

vertebrados (Valverde y col, 1997),

3.2.3 Caracteristicas Cinéticas y Operacionales.

Uno de los principales criterios para clasificar a las desyodasas es su
espacificidad por el substrato. La DIl tiene una alta afinidad para T, con una Km
aparente entre 0.5 - 3 nM en tanto que la Km para para la rT, es mayory vade 1 a 10
nM. Estos pardmetros se delerminaron en ensayos in vitro y en presencia de 20 mM de
cofactor (DTT). Los valores de Vmax para estos substratos (T, y rT,) son de 10 - 30
fmoles de producto formado por miligramo por minuto (fmol/img/min). Mediante estudios
de competencia se delermin6é una eficiencia catalitica (VmaxKm) para T, de 5 a 6
veces sobre la rT,. Estas constantes cinéticas corresponden a las concentraciones de
substrato encontradas tanto en los fluidos biolégicos como en el citosol (Leonard y

Visser, 1986, Visser y col, 1982).

A diferencia de la DI, la DIl requiere elevadas concentraciones de tioles
reductores como cofactor (RSH 5 - 100 mM) para mantener la actividad enzimética en
ensayos in vitro (Kaplan, 1980; Visser y col, 1983). La presencia de estas elevadas
concentraciones de agentes antioxidantes son importantes para modificar el estado
redox de la enzima y estabilizar los puentes disulfuro intra e intermoleculares
previniendo la formacion del complejo PTU-DIl y blogquear la habilidad del PTU para
inhibir a esta desyodasa. La resistencia de la desyodasa tipo |l ai PTU es uno de los
criterios que se ha utilizado tradicionalmente para diferenciarla con la DI, sin embargo
sdlo eslq caracteristica no es suficiente. En ensayos in vitro, con microsomas de BAT,

en donde se ha determinado a la enzima utilizando concentraciones menores del
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intervalo mM de cofactor y subnanomolares de substrato la conversién de T,a T, se ha
visto inhibida por el PTU (Leonard y Visser, 1986, Goswami y Rosenber, 1988). Otros
autores han tenido dificultad en corroborar estos hallazgos sobre la capacidad del PTU
para inhibir a la DIl, y sélo con concentraciones mayores de 100 uM han podido
reproducir este efacto (Silva y col, 1982). Estos datos ilustran lg importancia de
modificar lag condiciones de ensayo ya que no sélo sirven para definir el mecanismo
operacional de |la enzima 8ino también para Identificar y caracterizar los diferentes tipos

de isoenzimas.

Las caracteristicas cinéticas de la Dil muestran que tiene una Km en e intervalo
nanomolar {nM) paré yodotironinas y este pardmetro es 200 a 400 veces menor que el
determinado para la DI. El mecanismo de reaccién propuesto para esta enzima es de
reacciones multisubstrato, en las cuales tanto el substrato como el cofactor se
combinan con la enzima previo a la catdlisis, y son usualmente descritas ‘como
"secuenciales" FIGURA 7, (Leonard y Visser, 1986; Visser y col, 1978; Visser y col
1983). En una grafica de doble reciproca de la formacion de producio contra
concentraciones crecientes de T, o rT, con diferentes concentraciones de DTT,
revelan un patrén de lineas convergentes, caracteristico de un mecanismo secuencial
(FIGURA B). Por otra parte, el acido iopandico es un potente inhibidor de esta enzima

ya que cbmpite desplazando a fa yodotironina de su sitio de unién.

La ectividad es inhibida por altas concentraciones de T4 , rT3 y en mencor grado
T,. Analisis subsecuentes mostraron que esla actividad enzimatica es rapidamente
modulada por cambios de las hormonas tiroideas circulantes. En ensayos in vivo y en
células en cultivo mostraron que estos cambios son independientes a la transcripcién o
traduccién y principalmente dependen de la velocidad de recambio y de la vida media

de la enzima. En animales eutiroideos la vida media de la DIl de cerebro es corta (30
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min) y se incrementa de 4 a 6 hr en animales hipotiroideos, sobre esto existen
evidencias que sugleren fuertemente que las hormonas tiroideas modulan a la DIl
mediante modificaciones en la velocidad de degradacién/inactivacién de la enzima. Asi,
otro pardmetro distintivo de |a Dli es |a corta vida media de esla isoenzima comparada
con la de la tipo |.

T4 or DTT

red

(E-T4-DTT,, ]
J

EZ
(7]

DTT or T3
+ HI

FIGURA T: Mecanismo de reaccién secuencial propuesto para la desyodasa tipo il. (modificado de
Kohrie, 1094).

;DA)/O/O" (DTT

1/ T4, nM—!

FIGURA 8. Grifica Linewear-Burk, Cinética de reaccidn determinada para la DIl en una fraccién de
mambranas de cerebro, (Modificada de Visser y col, 1082).



3.2.4 Probable funcién.
Se ha sugerido que la DIl cataliza la produccion local de T, para el

“‘autoconsumo” del 6rgano que contiene este tipo enzimatico.

3.3 Desyodasa Tipo i (DIl)

Esta enzima representa la verdadera 50D ya que cataliza exclusivamente la via
IRD. Esta desyodacion ocurre en casi todos los tejidos excepio en la hipdfisis. Los
principales drganos en los que se ha detectado son: corteza cerebral y piel de rata
adulta; en la placenta de rata y humano y en varios tejidos fetales de rata como
musculo, intestino, higado y cerebelo (Kaplan y col, 1983, Leonard y Visser, 1986).
También se ha encontrado en higado y cerebro fetal de pollo (Berghman y col, 1989,
Valverde-R y col, 1993) y en piel de trucha (Fenton, 1994). Su distribucién subcelular
no estd4 bien definida, sin embargo esta enzima parece ser también una proteina
infrinseca de la membrana asociada a las membranas microsomales. Como en el caso
de las otras isoenzimas |a inestabilidad para mantener la actividad catalitica durante el
procedimiento de fraccionamiento ha dificultado el establecimiento de su localizacién
subcelular. La actividad se encuentra asociada principalmenie a tejidos fetales
(indiferenciados) y en 6rganos que aun no responden a las HT. Por esta razdn, se
plantea que su funcién es prevenir la exposicion a niveles excesives o0 a periodos
inapropiados de T, Ademas, a diferencia de la via 5§D que incrementa

concomitantemente a los procesos de maduracion, la via 5 D disminuye.

3.3.1 Purificacién de la Enzima.
En placenta de rata y a partir de preparaciones microsomales solubilizadas,

deslipidizadas, separada por cromatografia en columna de carboximetil-celulosa-
sephadex y marcadas por afinidad utiiizando [1251]-BrAcT,; se identifico una banda en
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electroforesis con un peso molecular de airededor de 31 kDa. La densidad de esta
banda marcada aumenta en presencia de DTT y es inhibida (60 %) por T, 150 uM. Esta
proteina se ha identificado como Dll, y se ha visto que se requiere |a presencia de

fosfolipidos para mantener su actividad (Roti y col, 1981).

3.3.2 Clonacion y Expresion ds la Enzima.

No obstante la importancia fisiolégica dg la reaccion que cataliza la Dill, ya que
constituye la via de inactivacién de las tironinas, se conoce poco acerca de las
propiedades bioquimicas, fisiolégicas y funcionales de esta isoenzima. Sin embargo,
recientemente St. Germain y col (1994b), utilizando una técnica de hibridacién
substractiva por PCR, aislé un cDNA de Xenopus /eevis (XL-15), que codifica para una
proteina que tiene una actividad de DIil. Andlisis secuenciales de este cDNA mostraron
una gran homologla con el RNAm que codifica para la DI, incluyendo el coddn UGA
que codifica para una selenocisteina en la enzima de mamifero. Las caracteristicas
funcionales de la desyodasa expresada en X. /aevis a parir de esta metodologia
mostraron: una Km para T, de 2 nM, con una Vmax de 1.3 pmol/mg/min de protaina y
una eficiencia catalitica de hasta 727 Esta actividad requiere de elevadas
concentraciones do cofactor {200 mM) y mostrd una resistencia al PTU y a la TGA ya
que 8e requieren concentraciones mayores (>100 veces) para poder ver efectos

inhibitorios con estos agentes en comparacion a la DI (St. Germain y col, 1994b).

3.3.3 Caracteristicas Cinéticas y Operacionaies.

La 5D requiere elevadas concentraciones de agentes reductores RSH y el papel
de estos ticles en ia reaccion no es claro. Sin embargo, la adicién de concentraciones
crecientes de éstos aumentan proporcionalmente la aclividad de la enzima y muestran
una cinética de saturacion hiperbdlica tipica, sugiriendo que los tioles participan en la

reaccién como cofactor (70 mM). Estos ticles en concentraciones > 200 mM inhiben a

46



la 5 D por un mecanismo aun desconocido, aunque se ha propuesto que sea a través

del rompimiento de un puente disulfuro estructural que altera la conformacion del sitio
activo. Por sus caracteristicas cinélicas su subsirato preferencial es la T, (Km 6nM),

comparado con la T, (Km 40nM). Estudios recientes realizados en el higado muestran

que los derivados sulfatados de ambas tironinas tiene una mayor eficiencia catalltica
(50-200 veces) que los no conjugados. La regulacidén de la DIl es diferente a las de las
otras desyodasas, su pH 6ptimo es ligeramente basico (8 - 8.5) y no es inhibida por
PTU (Kaplan y col, 1883). La unica forma de analizar in vitro la via 5-D es utilizando un
pH alcalino y su substrato preferencial. E| mecanismo de reaccion propuesto para esla
enzima es también el "secuencial’, en el cual tanto el substrato como el cofactor

interaccionan con |a enzima al mismo tiempo.
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CUADRO 3. DESYODASAS. PRINCIPALES CARACTERISTICAS EN MAMIFEROS

CARACTERISTICAS DI Dil ol
Anillo desyodado ambos fendlico tirosilo
Sustrato preferencial ITy>T> T, Te> Ty T, suifato > T,
Km ~500 nM ~ 1.2 NM ~ 5-20 nM
Cofactor (Km) ~5mM ~ 25 mM ~ 70 mM
Meacanismo ping-pong secuencial secuencial
catalitico
Sitio activo Se-Cys Se-Cys Se-CyS
Efecto de:
Tioglucosa aurica +++4 + +
PTU ++++ b +
lodoacetato 4+ +
Acido iopanoico ++++ bt +444
Flavonoides +444 44
Principat distribucidn higado, iridn, SNC, BAT, pineal, | placenta, SNC, piel
en drganos tiroides, hipdfisis, suprarrenal
Locallzacidon membrana membrana membrana
subcelular microsomal microsomal y microsomal
plasmatica
Hipotiroidismo 1 higado T todos v
Hipertiroidismo T higado 4 todos i
Probable funcién |proveer T, circulante autoconsumo desactivacion tisular
de T; Y T4

SNC, sistema nervioso central; BAT, tejido grasc café; Km, constanie de Michaelis, PTU, 8-propil-2-
tiouracito. (Modificads de: Leonard , 1001, KGhrie y col, 1091 y St Germain , 10948 *).

3.4 Actividad Deayodativa Hepética en Teleosteoa.

El estudio de la desyodacion periférica en los peces se inicid hace poco mas de
10 afos (Pimiott y Eales, 1983). En esie lapso se han realizado diversos estudios que

incluyen la caracterizacion cinética de la via 5D principaimente en el higado (Shields y

Eales, 1966) asi como estudios encaminados a entender la regulacion de esta

actividad y su interaccion con otras hormonas (Cyr y col, 1988; Vijayan y col, 1988,
Mac Latchy y Eales, 1990, Brown y col, 1991).
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3.4.1 Actividad enzimética §'D.

Hasta 1992 unicamente se habla descrito y caracterizado la actividad 5'D total
en el higado de los saiménidos (Shields y Eales, 1986; Eales y Finnison, 1991).
Posteriormente, el mismo grupo de investigadores reportd la presencia de actividad DI
y DIl en 8l higado de estos peces (Mac Latchy y Eales, 1592). Los estudios iniciales
sobre la caracterizacion de la cinética de la actividad 5'D total en el higado de la trucha
arcoiris mosiraron resultados contradictorios. Asl, y ulilizando T4 como sustrato, ios
valores de Km resultaron de 180 nM (Shields y Eales, 1986), o bien 13 nM (Vijayan y
col, 1988). Los estudios subsecuentes, utilizando también T, arrojaron resultados
sorprendentes. Asi, y comparadas con su isotipo correspondiente en mamiferos, ia Km
de la DI sensible a PTU fue uitra baja (0.098 nM), mientras que la DIl resistente a PTU
mosiré un valor de Km significativamente mayor al encontrado en el resto de los
vertebrados (10 nM) (Mac Latchy y Eales, 1992). Es importante resaltar que la DI de
Km ultra baja resulté ser solo parciaimente sensible a la inhibicién por PTU, requiriendo
por lo menos concentraciones un orden de magnilud mayores a las que se han
reportado para el resto de los veriebrados. Estudios recientes en el higado de la tilapia
(Mol y col, 1993) apoyan la nocién de que el higado de tilapia presenta una enzima con
caracteristicas cinéticas muy parecidas a las de la Dli de mamifero. Este ultimo grupo
argumenta que la DI no esté presente en el higado de los poiquilotermos, incluyendo a
los peces (Kuhn y col, 1993).

Las controversias existertes sobre la presencia 0 no de la actividad DI pueden
estar fundadas en aspectos metodolégicos, ya que en ninguno de los casos se ha
utilizado a la rT3 como sustrato en la caracterizacion de la enzima, siendo éste el
susirato preferencial in vitro. Otro aspecto que llama la atencién, es la descripcion de la
presencia de actividad DIl en el higado de algunos teledsteos, ya que se trataria del
unico grupo de veriebrados que presentara a este tipo enziméatico en el higado adulto.
La presencia de ambos lipos enzimaticos en el higado de los teleosteos sugiere
arreglos funcionales y de regulacién diferentes en el sistema tircideo de estas
especies.
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3.4.2 Actividad enzimdtica 8D.

Con respecto a la via enzimética desyodativa que genera rTy en los paces, los
estudios son aun més recientes y se iniciaron en 1992. La actividad DIl se ha
detectado principaimente en et higado y el cerebro tanto de truchas (Sweeting y Eales,
1092 a,b) como de los saimones (Morin y col, 1993). Se ha propuesio que esta via
desyodativa es activa solamente bajo ciertas condiciones. vgr., dieta y esmoltificaclon

(Sweeting y Eales, 1992 a b, Morin y col, 1893, Eales y col, 1993).
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4. Regulacldn y Significado Funcional de la Desyodacion

En contraste a la regulacion de la giéndula tiroides por el eje hipotélamo-
hlpéﬂslslliroidos. ta produccién extratiroidea de Ty y la regulacién de las vias
desyodativas  correspondientes es un  procesc  drganc-especifico  y
compartamentalizado cuya magnitud varia segun el estado ontogénico y fisiologico del
organismo. Aunque su estudio apenas inicia y se ha circunscrito principalmente a
especies homeotermas, en términos generales se reconoce que la desyodacitn
extratiroidea de las tironinas esta regulada principalmente por tres factores: 1) el aporte
y la disponibilidad del substrato, 2) el aporle y balance energético, y 3) algunos
mensajeros del sistema neuroendécrino. A continuacién revisaremos brevemente 10s
estudios mas relevantes al respecto enfatizando, la informacion relativa a la actividad
DI y DIl. Es pertinente aclarar que para el caso particular de los teleostecs, la
informacion es muy escasa y que ademas, en todos (0s estudios solamente se ha
evaluado la actividad hepética total.

4.1 Disponibilidad del Substrato

Como se resume en el CUADRO 4, en la rata, las alteraciones en [0os niveles
circulantes de las HT (hiper o hipotiroidismo) tienen efectos diferenciales sobre la
actividad 5'D dependiendo del tejido u ¢érgano que se analice. El hipertiroidismo
aumenta la actividad DI en higado y rifion (Jenning y col, 1984 y Balsam y col, 1978),
pero disminuye la actividad DIl en hipofisis y corteza cerebral. Por el contrario, durante
el hipotiroidismo, los cambios en la actividad desyodativa son inversos, decrece la
actividad Dl e incrementa la DIl. Estos cambios, particularmente los que exhibe la
actividad de la enzima DI, sugieren la instalacibn de una esirategia compensatoria
para proteger a los 6rganos que poseen dicha iscenzima (corteza cerebral, BAT,

hipdfisis, pineal y placenta), de las alteraciones secundarias al exceso o deficiencia de
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HT (Balsam y col, 1978; Erickson y col, 1982; Kaplan y Yaskioski, 1982; Larsen y col,
1981, Leonard y Visser, 1986; Silva y Larsen, 1986).

En contraste a la DI, la DIl es réapidamente inactivada por el substrato T, y por la
rTy, pero no por la T, Esta inactivacién es relativamente rdpida (4 hr) y ocurre
simulténeamente con la reaccion de desyodacién. Se ha propuesto que dicha
inactivacién es una accion extragentmica de las tironinas que aparentemente no
requiere sintesis de proteinas de novo (Silva y Matthews, 1984 y Leonard y col, 1984).
También se ha propuesto quée es una accibn secundaria al mecanismo de
internalizacién de la 5'D Il que ocurre simultdneamente a la desyodacion y en la cual
interviene el citoesqueleto celular. Este mecanismo ha sido analizado con mayor
detalle en astrocitos de rata en cultivo después de ser estimulados con AMPc. El
modelo propone que la subunidad de la DIl que se une a este substrato (p29 SBS) es
traslocada de la membrana plasméatica a un compartimento endosomal formando un
complejo T,-SBS-actina F. En este compartimento ocurre la disociacion de la actina F y
la consecuente internalizacién/inactivacion de la enzima. En ausencia de la T,, este
proceso sigue una ruta primaria de degradacidn/inactivacion de la subunidad p29 SBS
que termina en lisosomas densos sin |a participaciéon de los microfilamentos (Leonard,
1991; Farwell y col, 1993).

Por otra parte, en ensayos in vitro utilizando agentes que bloquean la
polimerizacién de la actina se observa que se bloquea la inactivacion répida inducida
por el substrato y se prolonga la vida media de la DIl, en tanto que agentes como el
dcido retinoico, que se sabe aumentan la polimerizacién de |a actina, no incrementan el
recambio de la Dil (1,5 1.99 h) o0 promueve la unién de la enzima con la actina. Esto
sugiere que el citoesqueleto o la actina F en ausencia de la T, no afectan el recambio

rapido de la enzima, inducido por esta tironina. Por lo tanto el 4cido retinoico no afecta
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el recambio de la enzima el cual estd en el orden de minutos a horas comparada con la
de la DI que se estima entre 20 -30 hrs. El efecto directo de las HT sobre la membrana
plasmaética y su relacion con el citoesqueleto puede jugar un papel importante durante
los procesos relacionades al desarrollo y la diferenciacion del SNC y asi como también
en las comunicaciones intraneuronales durante estos procesos {Leonard, 1981; Farwell
y col, 1993).

CUADRO 4. ACTIVIDAD DESYODATIVA Y APORTE DE HORMONAS TIROIDEAS

TRATAMIENTO DESYODASA
| n n Referencia
Ratas T higado | ¢ hipéfisis | T SNC Kaplan, 1880
hipertiroideas. rifion Kaplan y Yaskoski, 1980
(Ta) Kaplan, 1884
Ratas v higado | Thipéfisis | T SNC Kaplan y Yaskoski, 1880
hipotiroideas. rifidn SNC Kaplan Yaskoski, 1982
(Tx / metimazol) | hipdfisis BAT Salo y Robbins, 1881
Ratas (Tx + T,) | | BAT Silva y Larsen, 1988
Ratas (Tx +rTy) | J BAT Siva y Larsen, 1988
Ratas (Tx + Ty) | - BAT Silva y Larsen, 1988

BAT, 1ejidp graso café; SNC, sistama nervioso cantral; Tx, Uroidectomia.

Las hormonas tiroideas juegan un papel crucial en el desarrollo, crecimiento y
maduracién normal del SNC de los vertebrados y generalmente se acepia que este
efecto puede ser directo, indirecto o permisivo. El efecto directo estd mediado por la
interaccién de la T, con su receptor nuclear, mieniras que la T, actua como
prohormonona para la neogénesis local de Ty que es calalizada por la actividad &
desyodasa tipo Il. Los efectos indiractos o permisivos incluyen entre otros el facilitar la
accién de otras hormonas o factores de crecimiento en la activacién génica o en alguna
otra funcién celular (metabolismo energético) {Oppenheimer y col, 1987; Larsen, 19889).
Los datos referentes a la 5D neural durante la vida embrionaria es escasa y

fragmentada, sin embargo, en especies atriciales (rata), se han detectado niveles bajos
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de la actividad DIl carebral durante el ultimo tercio de la gestacién. Simultaneamente,
la via de desactivacion o desyodasa tipo lll mosird sus valores médximos en corteza
cerebral, cerebelo e hipotalamo en esta misma etapa de gestacion (Kaplany col, 1982,
McCann y col, 1984). En especies precociales, vgr, ovejas y pollos el patron es
diferente. En oveja, a la mitad de la gestacién se delectaron concentraciones
significativas de Dil en corteza cerebral. Al final del periodo de gestacién en la hipdfisis
esta actividad fue 2.5 vecaes mayor que en la madre. Por otra parte, en el pollo‘ la
actividad 5' D cerebral mostré un patron bifésico con valores méximos a los 13 y 20
dias de gestacion. El primer pico se ha asociado con una disminucion de la actividad DI
hepdtica (dia 14-17) y un incremento en la DIll en ambos érgancs (periodo de
sinaptogénesis). Finaimente en los dias 18-20 (periodo périnatal), la actividad de la via
§' alcanza sus valores maximos tanto en higado como en cerebro en tanto que la via
5D es reducida en 40 % en el cerebro y desaparece en el higado (Darras y col, 1992 y
Valverde y col, 1993). Estos datos reafirmen el concepto de un mecanismo protector
del cerebro contira la sobreexposicion de la Ty durante el periodo de sinaptogénesis y
sugiere que dicho mecanismo involucra la regulacién de las desyodasas extraneurales
(Valverde y col, 1993).

4.1.1 Estudios en peces.

El suplemento con T en el alimento (12 ppm) durante dos semanas aumenta las
concentraciones circulantes de esta hormona pero disminuye la actividad 5'D en el
higado de la trucha arcoiris alrededor de 25%. Este mismo suplemento administrado
por 12 semanas inhibe completamente dicha actividad (Eales y Finnson, 1991).

Por otra parte, el efecto agudo (1, 2 6 3 dias) del suplemento de Ty ¥ T, {12 ppm)
fue evaluado también en la trucha arcoiris {Sweeting y Eales, 1992a). En todos los
casos, la administracion de T3 incrementd los niveles circulantes de T3 y T4, y
disminuyé significativamente la aclividad 5D hepatica. En contraste, la ingesta de



hasta 48 ppm de T4 durante 3 dias no modifico la actividad 5'D hepatica en estos
organismos. Esto ultimo podria indicar insensibilidad del sistema enzimatico 5’0 a T4.

4.2 Aporte y Balance Energético

Siendo las HT de los mensajeros quimicos méds importantes en la regulacion del
metabolismo energético y la respiracién celular, no resulta sorprendente que la
actividad de las vias desyodativas sea a su vez regulada por el aporte y el gasto
energ#tico (balance) del organismo (CUADRO 5). Numerosos estudios han revelado
que los cambios cuali- y cuantitativos en ta ingesta calérica modifican substanciaimente

la aclividad de la via 5'D en diferentes 6rgancs y sistemas del individuo.

En diferentes especies animales, incluyendo al hombre, se ha mostrado que al
cabo dol 6 a 8 h de ayuno las concentraciones circulantes de T, y T3 disminuyen
slgniﬂcailvamonte; mientras que las de rTy aumentan y las de T, libre y de TSH no se
modifican (Burger, 1986, Tibaldi y Surks, 1985, Wartosfky y Burman, 1982). Estas
alteraciones se asocian a una disminucién de la actividad DI hepatica v,
consecuentemente, a la reduccion tanto de la conversion de T, a Ty como de la
degradacién de rT, (Balsam y col, 1978, Burger, 1986, Chopra, 1980; Kapian, 1986;
Silva y Larsen, 1986).

Por otra parte, la administracién selectiva de nutrimentos ricos en hidratos de
carbono y proteinas revierte estos cambios, mientras que las grasas no tienen efecto
(Gavin y col, 1981; Gavin y col, 1987). Se ha sugerido que los hidratos de carbono
aumentan el contenido de la enzima activa, mientras que las proteinas incrementan la
concentracion intracelular de compuestos con grupos R-SH (Goswami y Rosenberg,
1988). Ademads, estas modificaciones en la aclividad y selectividad de las vias

monodesyodativas ocurren de manera compartamentalizada y 6rgano-especifica, ya
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que durante el ayuno, la actividad 5'D incrementa en hipotalamo y eminencia media y
permanece sin cambio en corteza cerebral y rifién (Balsam y col, 1978, Kaplan y
Yaskioski, 1882). Los estudios sobre la regulacién de la 5'D hepética durante
modificaciones nutricionales revelan que la glucosa e insulina son capaces de revertir
el efeclo del ayuno en la produccidon de T, Eslos factores muestran efectos
independientes, pero a |la vez son aditivos, 10 que sugiere mecanismos de regulacién
diferentes.

Recientemente se ha mostrado qua una dieta adicionada de glucosa aumenta ia
actividad 5D | de higado (2.5 veces) y la 5'D Il de BAT (12 veces), en tanto que en el
cerebro el contenido de Ty se incrementa sélo (2 a 3 veces) al compararlos con
animales con una dieta normal. Estos ultimos resultados pueden implicar un incremento
en: a) el acceso al substrato T,, b) en la actividad 5'D Il, y ¢) en la entrada de T, al pool
presente en este drgano (Gavin y col, 1987). Recientemente se mostrd en nuestro
laboratorio que la sobrealimentacién con glucosa a ratas lactantes aumenta hasta 55%
la actividad DI mamaria asociada a un incremento en la produccion lactea (Aceves y
col, 1964). Este efecto de la glucosa sobre la actividad Dl mamaria es congruente con
observaciones previas de que, durante la lactancia, la glandula mamaria (Bauman y
Currie, 1980) consume mas del 80 % de la glucesa circulante y la demostracion de que
en el higado un incremento de glucosa estimula la DI hepatica (Kaplan, 1986; Gavin y
col, 1989).

La glucosa estimula ia actividad DIl en cultivos primarios de neuroblastoma de
raton y este incremento es dependiente de la concentracién del carbohidrato e
independiente de la presencia de insulina en el medio. Estos datos confirman estudios
previos (St. Germain y col 1986) que muestran que la insulina no modifica la actividad

Dil, en eslas células neurales. Aunque el mecanismo Intimo de este efecto



estimulatorio de la glucosa no se conoce, los (nhibidores de sintesis de proteinas
{cicloheximida, puromicina) bloquean marcadamente la activacion inducida por
glucosa, lo que permite sugerir que el efecto de la glucosa es dependiente de sintesis

de proteinas de novo a través de la regulacion transcripcional de esta enzima (Gavin y

col, 1989).

CUADRQ 8. ACTIVIDAD DESYODATIVA Y APORTE ENERGETICO

MANIPULACION TEJIDO ACTIVIDAD REFERENCIA
EXPERIMENTAL DESYODATIVA
ayuno higado ] Kaplan y Yaskoski, 1692
ayuno higado J DI (30-50%) | Kaplany Utiger, 1678 *
CHO, proteinas higado T oI Gavin y col, 1981
grasa _higado sin efecto Gavin y col, 1981
glucosa higado sin efecto Kaplan y Utiger, 1878
Kaplan y Yaskoski, 1882
glucosa higado T oI Sato y Robbins, 1981 **
ayuno rifkon sin efecto Gavin y col, 1987 **
glucosa BAT T Dil Gavin y col, 1987
glucosa SNC t oIl Gaviny col, 1989
Gavin y col, 1890
_glucosa NB41A3 Ton Sato y Robbins, 1981 ***
ayuno hipotélamo T DIl Kaplan y Yaskoski, 1982

BAT, tejido graso pardo; SNC, sisiema nervioso central; NB41A3,cultivo de células de neuroblasioma;
CHO, Chow purina; *, los {res tipos de desyodasa; ** in vitro, ***ratdn.

Los trabajos respeclo a insulina y glucagon son escasos y debido a las
limitaciones del modelo experimental utilizado es necesario tomar con cautela los
resultados obtenidos. La insulina parece aumentar la actividad DI en cultivos de
hepatocitos, o cual sugiere que la hormona regula el metabolismo de las tironinas en
el higado (Gavin y col, 1987; Sato y Robbins, 1981). Por otra pare, el glucagon
antagoniz6 el efecto de la insulina, pero en ausencia de ésta no se observaron cambios
(Sato y Robbins, 1881).
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En el BAT, la administracion in vivo de insulina estimula la actividad hasta ocho
veces. La cicloheximida administrada 30 min antes de la hormona bloquea la
respuesta, indicando que 36 requiere de sintesis de proteinas de novo continua para
que se observe la estimulacién de la DIl (Silva y Larsen, 1986). Por el contrario, en
cultivos primarios de células NB41A3 la actividad DIl no se modifica al suplementar el

medio con insulina (Gavin y col, 1990).

Se conoce que durante el ultimo tercio de la gestacién y durante la lactancia
disminuye la actividad termogénica del BAT, y que esta reduccién probablemente es
parie de los mecanismos de ahorro energético relacionados con la demanda impuesta
por la produccién lactea (Trayhurn y col, 1982). Estudios raecienties han mostrado que
durante estas situaciones fisiologicas, la adminisiracién subcutdnea de NA no tiene
efectos sobre la 5'D del BAT. Aunque por el momento se desconocen los mecanismos
que regulan esta disminucion durante el ciclo reproducior, se ha propuesto la
participacién de uno o mas de los siguientes factores: a) disminucién de la actividad del
sistema nervioso simpéatico (SNS); b) disminucion en la sensibilidad de los recepiores
adrenérgicos en el BAT; ¢) interaccién con otras hormonas cuyos niveles o actividad se
modifica durante estas situaciones fisiokgicas (Girall y col, 1988). En este contexto,
resulta pertinente sefialar que en ratas hipofisectomizadas, la actividad DIl en el BAT
aumenta significativamente, y que |la administracion de hormona de crecimienio bovina
bloquea dicho aumento (Silva y Larsen, 1986). Este efecto inhibitorio de GH s6lo fue
evidente.cuando la hormona se administrd en forma crénica. Resultados semejantes se
obtuvieron administrando GH a ratas tiroidectomizadas y el efecto inhibitorio sobre la
actividad DIl fue selectivo al BAT y no afectd la actividad enzimética en corteza
cerebral y en hipdfisis. Este astudio muestra que la expresién de la enzima depende no
80lo de hormonas tiroideas y del SNS sino quese encuentra también bajo la influencia

inhibitoria de GH o de procesos dependientes de GH (Silva y Larsen, 1988).
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En vacas lactantes la administracién de bGH recombinante redujo ligeramente o
no afectd a la actividad DI hepatica y renal en tanto que en la glandula mamaria |a
actividad se incrementé casi al doble. El mecanismo de accion de la GH no se conoce,
sin embargo, se plantea que sea a través de sus intermediarios como el factor de
cracimiento insulinoide IGF-I (Capuco y Keys, 1880). E| efecto de la GH sobre la
desyodacion también se ha estudiado en otros vertsbrados, en embricnes de pollo, la
DI también es estimulada en contraste al efecto inhibitorio inducido en |a actividad DIl
{Berghman y col, 1989). Por otra parte, estudios sobre el efecto de la PRL en la rata
sefialaron que esta hormona no tiene efecto, sin embargo se observd una inhibicién

por somatostatina en la DI (Gavin y Moeller, 1983).

4.2.1 Estudios en Peces.

Solo conocemos un estudio en el que se analizéo la interrelacion entre el efecto
nutricional, la funcién tiroidea y le accién de GH (Leatherland y Farbridge, 1992). Los
experim;nbs consistieron en la administraciéon intraperitoneal de 2 inyecciones de GH
ovina (oGH) o recombinante humana (thGH) (2 ug/g de peso), en presencla o no de la
misma dosis de TSH bovina (bTSH) a truchas arcoiris ayunadas y alimentadas
normaimente. Ei efecio ss evalud a las 2, 4 y 6 semanas. La GH administrada sola no
modifico los niveles circulantes de T4 en ninguno de los grupos en estudio, pero si
incremento los niveles circulantes de T3 y el contenido hepético de T3 en el grupo de
las truchas alimentadas. La actividad 5'D hepética aumenté significativamente con la
administracién de la oGH y la hGH en ambos grupos, ayunados y alimentados. La
bTSH suprime a la 5D hepética estimulada tanto por oGH como por rhGH en los

grupos ayunados, y en los grupos alimentados estimulados con rhGH.
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El efecto de la GH sobre el sistema tiroideo en los teleosteos es bien conocido y
probablemente uno de los mas estudiados. Estudios iniciales (Milne y Leatherland,
1978; Grau y Stetson, 1979) mosiraron un efecto tirotrépico y estimulatorio sobre la

conversion periférica de T4 a T3, evaluado a través de su efecto sobre la velocidad de

13
recambio de |os niveles circulanies de  |-T4. Recientemenie Mac Latchy y Eales

(1990) administraron GH a truchas arcoiris, via I.p. en dosis de 0.1, 0.4 y 1 ug/g de
peso y evaluaron el efecto en un lapso de 5 a 48 hrs de exposicion. La GH incrementd
los niveles circulantes de T3 paralelamente con la actividad desyodativa a partir de las
8 hrs post-inyecciéon presentando un Incremento méximo a |as 24 hrs, sin embargo no
mod'rﬂob‘los niveles circulantes de T4. Los autores proponen que el efecto de la GH
sobre los niveles circulantes de T3 y la actividad desyodativa hepética puede ser
directo, o bien ocasionado por factores liberados por la GH, como las somatomedinas.

Posteriormente, para determinar los mecanismos moleculares de la regulacion
de la 5'D hepética por T3 y GH, Sweeting y Eales (1992b) prepararon cultivos primarios
de hepatocitos de trucha, y los incubaron a diferentes tiempos con GH humana (5, 20,
25, 50, 100 ¢ 259 ng hGH/ml ) 0 T3 (15 6 30 nM). Observaron que la hGH no
incrementd la actividad 5'D a ninguna dosis y tiempo de exposicion y propusieron que
esta falta de efecto se deba a una o varias de las siguientes causas: (i) que el medio de
incubacion requiera de algun factor adicional que le permita a la GH ejercer su accion
yfo (ii) que la GH normaimente no actle directamente sobre el higado sino sobre algun
ofro drgano blanco, que a su vez genere otra sefial que podria ser nerviosa 0 humoral
que incremente la aclividad 5'D hepatica. Por otra parte, la T3 administrada en el medio
de cultivo inhibe la actividad de la 5D en los cullivos de hepatocitos, confirmando
hallazgos previos de ese grupo, en donde muestran que la ingesta de T3 inhibe a la
5'D hepaética (Eales y Finnson, 1991; Sweeting y Eales, 1992a)

Byamungu y col (1992) evaluaron el efecto de la somatostatina sobre |a
actividad 5'D en rifién e higado de tilapia. La somatostatina (0.1ug/g de peso) se
administrd via intravenosa y su efecto se monitoreé a ias 4 hrs post-inyeccion. La
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actividad 5'D hepatica se incrementd con la administracion de la somatostatina. Los
autores Cuestionan el efecto observado ya que se conoce que la somatostatina es un
potente inhibidor de la funcién tiroidea.

4.3 Sistema Neuroendécrino

4.3.1 Sistema Nervioso Autondmico.

La relacién reciproca entre hormonas tiroideas y sistema nervioso autonédmico
particularmente con su division simpatoadrenel (SSA), es bien conocida y constituye
una parte integral del control del sistema tiroideo (Scanlon, 1991; Silva y Landsberg,
1891). Existen algunas evidencias que apoyan la nocion de que modificaciones en el
tono simpaético y en el contenido de HT en los tejidos, son las principales determinantes
an la regulacion tanto de la actividad desyodativa como de la velocidad de recambio de
esla enzima, que esta involucrada en el control de la concentracion intracelular de T,
local. Este control selectivo y organo-especifico que ejerce el SNS en la acﬁvidad
desyodativa a nivel de las células blanco, completan la cascada de sefales
neuroendécrinas que gobiernan la velocidad de secrecion de las hormonas y parecen
sor parte de los mecanismos de adaptacién reostdtica en el organismo. Esta
interacclén sinérgica entre el SSA y las HT se da en respuesta a demandas como la
exposicion al frio, la lactancia y el ayuno. En el caso de a exposicién aguda al frio es a
través de incrementar la produccién de calor por termogénesis sin temblor, en tanto
que en situaciones opuestas como el ayuno y la lactancia se estimula la respuesta
simpatomedular y es inhibida la termogénesis facultativa. Esta interrelacién se ha
abordado desde dos perspectivas: la primera es el efecto de las HT sobre el SSA y por
ofra parte el efecto de las catecolaminas en |a regulacién de la glandula tiroides y en la
accion de las hormonas tiroideas (Silva y Landsbarg, 1991). Los estudios relacionados

con la interaccion funcional de las HT y el sistema SSA, han mostrado que mientras el
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exceso de HT estd asociado a una disminucion en la aclividad del SNS, la deficiencia
de tironinas se asocia con un incremento substancial en la actividad simpética. Las HT
modifican la accion y la respuestia catecolaminérgica a nivel celular por diversos
mecanismos que varian dependiendo del tipo de tejido y la especie. Estos mecanismos
pueden aumentar la sensibilidad a catecolaminas modificando la densidad de
recepto‘res adrenérgicos, o bien amplificando la respuesta de |08 efectores simpéticos a
nivel postreceptor. El efecto de las HT a nivel de los receptores adrenérgicos parece
ser selectivo, ya que en general, incrementa &/ numero de los receptores § en tanto
que disminuye los o en diversos tejidos. A este nivel también se ha mostrado que las
HT aumentan la actividad del sistema adenilato ciclasa-AMPc (Silva y Landsberg,
1961).

Con respecto al efecto de catecolaminas sobre la gldndula tiroides, se sabe que
ésta se encuentra inervada por terminales que se originan del ganglio cervical superior,
y tanto el epitelio folicular como la vasculatura de la glandula tienen una inervacion
simpética. Las catecolaminas estimulan tanto la sintesis como la liberacién de HT, y
por lo tanto juegan un papel importante en |a regulacién de la secrecion de las HT en
determinadas circunstancias fisioldgicas. En contraste a la potenciacion de los efectos
de catecolaminérgicos por las HT, no existen evidencias que muestren que el sistema
simpatoadrenal aumenta la respuesta de las células 8 la Ty a nivel de receptores o
postreceptores. Sin embargo, las catecolaminas pueden aumentar la desyodacion de la
T a Ty en la glandula tiroides. Asi, debido a que la Ty es 10 veces mas potente que la
T, éste es un mecanismo mediante el cual las catecolaminas pueden aumentar el

efecto tiroideo.
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Por otra parte, las catecolaminas tienen poco efecto sobre la actividad Di
hepatica en contraste con la gran estimulacién que muestra la actividad DIl del BAT y
cerebro de rata, y otras especies. (Silva y Landsberg, 1991).

La influencia del estatus tiroideo en varias respuestas metabélicas mediadas por
catecolaminas ha sido foco de numerosos estudios. Las principales respuestas
estudiadas son las que involucran los receptores B-adrenérgicos, incluyendo lipélisis,

secrecion de insulina, termogénesis y aclimatacion ai frio.

La relacion entre las catecolaminas y las HT en la regulacion del metabolismo
productor de calor (termogénesis) en mamiferos es compleja. E| SNS es el principal
responsable del ajuste en la produccion de calor extra en respuesta a la disminucién de
la temperatura medioambiental. Por otra parte, las hormonas tiroideas se pueden ver
como los principales reguladores de |a tasa del metabolismo basal o como
moduladores de |a termogénesis inducida por las catecolaminas (Himms-Hagen, 1975;
Silva y Landsberg, 1991)

Especificamente en relaciéon a la termogénesis uno de los mas importante sitios
de producciéon de calor metabélico regulado por catecolaminas es el BAT Esta bien
establecido que |a actividad DIl de BAT aumenta en tejidos de animales neonatos y de

adultos durante la exposicidn al frio y que este efecto estdé mediado por receptores
adrenérgicos aq. (Silva y Landsberg, 1891). Por otra parte, el bloqueo de la actividad

simpdtica por un antagonista o4 inhibe la estimulacion de la DIl, asi como el
incremento de T, por la inervacion simpatica (Silva y col 1986; Shupnik y Ridway,
1987). En este ultimo trabajo, la inhibicion de ia sintesis de proteinas por cicloheximida

y actinomicina D, disminuy6 el efecto de NA sobre |a 5'D, sugiriendo que el mecanismo
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involucra la sintesis de novo de RNAm para su efecto (CUADRO 6) (Mills y col, 1989;
Obregén y col, 1987; Silva y Larsen, 1986).

La termorregulacion al frio incluye dos tipos de respuesta, una inmediata o
aguda de naturaleza simpatica y neurcenddcrina que estd mediada principaimente por
catecolaminas y algunos factores hipofisiarios (TSH, ACTH y GH) y la otra crénica, de
instalacién lenta pero sostenida, que involucra componentes tanto de naturaleza
endocrina como metabdlica, entre las que destacan las hormonas tiroldeas (Collins,
1978). Se sabe que el SNS asi como los ejes hipotadlamo, hipofisis, tiroides y
suprarrenal son los principales érganos involucrados en la respuesta aguda de

termorregulacion (Collins, 1978, Himms-Hagen, 1975).

CUADRO 6. ACTIVIDAD D Il. EFECTO DE LAS CATECOLAMINAS

TRATAMIENTO Dil REFERENCIA
BAT, (H), NA (3.3 Um/Kg, 17 veces Giralt y col, 1986
sc)
sacrif 4-6 h postrat.
BAT,(M), NA (40 ug/Kg, sc) % 20 veces Silva y Larsen, 1986
120 veces :
109
sacrif 4-6 h postrat.
BAT (M), NA (40 ug/Kg, sc) Blogquea efect NA Silva y Larsen, 1986
+ ciclohex (5 mg/100 g, ip)
BAT, (M), NA (40 ug/Kg, sc) Bloquea efect NA Silva y Larsen, 1986
+ Actin D (.2-.4 mg/100 g,
ip)
BAT, Gol i) Giralt y col, 1966
BAT, G o L NA (3.3 uM/Kg) Sin efecto Giralt y col, 1986

BAT, tejido adiposo cafe; NA, noredrenalina; Ciclohex, cicioheximida; Actin, actinomicina; G, gestante, L.
lactantes; M,machos; H, hembras.



En nuestro laboratorio se determind que en la giéndula suprarrenal existe DIl y
que a exposicion aguda (15 a 120 min) al frio (4° C) se acompafa de: 1) un aumento
rapido y sostenido de la 5'D en hipotalamo e hipéfisis; 2) un aumento bifasico de la 5D
en |la gléndula supramenal. El componente rlpl&o de la gléndula suprarrenal
corresponde a la médula y el lento a la corteza, y 3) la hipofisectomia aumenta
significativamente la actividad enzimética basal de la gldndula suprarrenal y durante la

exposicidon al frlo ocurre una hiperrespuesta en hipotdlamo y la propia glandula
suprarenal (Anguiano y col, 1991).

Aungue su funcién no se conoce con certeza, el ritmo circadico que exhibe la DI
en varios drganos neuroenddcrinos parece ser una caracteristica funcional distintiva
entre las dos isoenzimas que catalizan la desyodacidn del anillo externo de las
tironinas. En efecto, mientras que la actividad DI no exhibe ciclos de actividad, con
excepcion del BAT y los reportes controvertidos sobre la hipéfisis anterior, |a ritmicidad
circéddica de la actividad DIl ha sido reportada en corteza cerebral, gléndula pineal y de
Harder (Guerrero y col, 1987; 1888; Murakami y col, 1688).

Recientemente en nuestro laboratorio de determind que la DIl presenta un ritmo
marcado en el eje hipotalamo-hipdfisis-suprarrenal, y mientras |a ritmicidad
hipotalamica parece estar sincronizada por el encendido de la luz, la oscilacién de la

DIl en hipéfisis y gléndula adrenal coresponde & un fenémeno circadico enddgeno y
fotodependiente (Luna y col, 1995)

4.3.2 Glucocoticoides
En homeotermos, principalmente en mamiferos y aves, la evidencia experimental

sugiere que estas hormonas inhiben a la actividad DI hepatica. Sin embargo, este



efecto parece depender del estado de desarrollo de los organismos en estudio, pues se
ha encontrado que en el periodo fetal y embrionario, los glucocorticoides ejercen el
efecto opuesto sobre la actividad desyodativa, es decir, la activan o inducen. Asi, en
ratas macho adultos, la administracion intraperitoneal de dexametasona produce
elevacion de rT, en suero e inhibicidn de la conversion hepética de T, a Ty (Kaplan y
Utiger, 1978). La administracion de dosis farmacolégicas de corticosterona durante
siete dias a ratas recién nacidas, sélo tiene efectos inhibitorios sobre la 5'D hepética,
pero no sobre la tipo | en corteza cerebral, hiptfisis y pulmédn y tampoco modifica la
actividad DIl en corteza cerebral e hipdfisis, ni la actividad tipo Il en corteza cerebral
(Kaplan, 19856).

Por otra parte, en experimentos realizados en fetos de oveja a término, la
infusion sostenida de dosis crecientes de cortisol mimetiza el aumento fisiologico
preparto y eleva las conceniraciones de T, y disminuye las de T, en el feto; lo cual
sugiere una activacion de la via 5'D | hepatica (Thomas y col, 1978). En embriones de
pollo in vivo, los glucocorticoides incromeﬁtan ia actividad 5D hepética y
consecuentemente los niveles de T, (Decuypere y col, 1983). En trabajos in vitro
emplearido tibuios renales de rata, se encontrd que el cortisol, la dexametasona y la
corticosterona Inhiben la conversion de T, a Ty, y este efecto es bloqueado por
actinomicina D (Heyma y Lérkins. 1982). El efecto de los glucocorlicoides en Ia
desyodacion de T, en cultivos de células de neuroblatoma también fue inhibitorio y aun
no se ha determinado su significado biolégico. En contraste, en cultivos de células
gliales |a hidrocortisona incrementa hasta dos veces la actividad DIl en forma dosis

dependiente y esta. activacion requiere de AMPc (Farwell y Leonard, 1989; Leonard y
col, 1991).



Estudios en Peces. Hasta donde sabemos, existen dos estudios en los cuales
se ha analizado el efecto del corlisol sobre la actividad 5'D hepitica de teledsteos. En
ambos casos se ulilizaron implantes de [iberacion lenta. Vijayan y col (1988)
administraron el cortisol en dosis de 5 y 50 mg/kg de peso y su efecto fue evaluado a
los 56 dias de administracion. Los resultados mostraron que el cortisol aumenta la
actividad 5'D hepdtica en la especie estudiada (Salvelinus fontinalis) pero que este
incremento no se acompana de un aumento en los niveles circulantes de HT. Los

autores sugieren que esta discrepancia se puede explicar en base a un aumento en la
tasa de |dopuracic.“m de la T3 producido por el cortisol,

Por otra parte, Brown y col (1991) administraron dosis de cortisol de 10 y 25
mg/kg de peso, y el efecto se evalubalas 6 hrs, 1, 2, 3, 7, 14 y 21 dias post-inyeccién.
Los implantes de cortisol no modificaron la actividad 5'D, pero si redujeron las
concentraciones circulantes de T3 después de los 3 a 7 dias de exposicion, e
incrementaron |a tasa de depuracion de T3. Los autores sugieren que el hecho de
encontrar la tasa de depuracion de T3 aumentada sin modificaciones en los indices de
su produccion es congruente con la idea de que el cortisol tiene efeclos antagdnicos en
la funcion tircidea.

4.3.3. Esteroides sexuales

La testosterona estimula la actividad 5D hepatica (Harris y col, 1979). La
actividad es menor en homogeniezados de higado de rata hembra aduita que en
machos aduitos, y esta diferencia aparece en el momento de ia maduracién sexual. Los
estudios sobre castracion y reemplazo hormonal muestran que la administracion de
testosterona produce un aumento en la generacién de Ty hepética tanto en machos
como en hembras. En tanto que la administracion de progesterona no tiene efectos;
sin embargo, la administracion de estradiol en machos disminuye significativamente la
generacidon de Ty hepética, pero o aumenta o no tiene efecto sobre la actividad D! en
hembra (CUADRO 7). Estos datos sugieren que las diferencias de la actividad DI

hepética esta relacionada con el sexo y se deben al efecto estimulador de la
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{estosterona, con un posible efecto inhibitorio adicional de los estrogenos (Harris y col,
1979).

CUADRO 7. ACTIVIDAD DESYODATIVA Y HORMONAS ESTEROIDES

TRATAMIENTO ACTIVIDAD §'D REFERENCIA
Higado; Dexa (1.5 mg/kg)ip +5' D-| Kaplan y Utiger, 1978
sacrif 24 h postrat
T. Renls; Ct, Dexa, Cta +DI Heyma y Larkins, 1982
Ratas recién nacidas Sincambio |, Il'y NI Kaplan y Yaskoski, 1982
corticost/7 dias Higado | 5'D
Higado feto oveja; Infus. 5 D posible Thomas y col, 1978
cle Ct 2.8-44.8 mg/2d h
Higado; ratas Gnx t5'D Kaplan y Utiger, 1978
Test 1 mg/20 dias
Higado: ratas Gnx +5' D mach Harris y col, 1979
Estradiol 0.3-1 ug/20d 15' D hemb
Higado; ratas Gnx 5D Harris y col, 1979
Prog 0.5 mg/100 /20 d

Dexa, dexametasons; T Renis, tubulos renales; Ct, corlisol, Cta, corticosieronas; Infus, Infusidn; Cle,
creciente; Gnx, gonadectomis; Test, lestosterons; Prog, progesiercna; mach, macho; hemb, hembra.

4.3.4. Prolactina y Peces

En cuanto al efecto de la PRL sobre la actividad desyodativa en |os peces, hasta
donde sabemos, existe un solo estudio al respecto. El estudio consistié en administrar
via intraperitoneal (i.p.) extractos de PRL (57 ng/g peso) de diferentes especies

(esturién, saimén, tilapia, rana, tortuga, avestruz, pavo, pato, rata y oveja) a anguilas y
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se evalud la actividad desyodativa analizando el indice de conversionde [|-T4a |-

T3 (T3+/T4+) en el suero. Las diferentes PRLS no modificaron esta actividad, con
excepciéon de la PRL de origen ovino, que aumentd significativamente el indice T3/T4,
el resto de las PRLs ensayadas no tuvo ningun efecto. Los autores sugieren que el
efecto de la PRL ovina sobre la actividad desyodativa es heterosomatotrdpica,
probablemente debido a la homologia estructural o molecular comun con la GH {De
Luze y col, 1888).




PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Como se ha revisado, la bioactividad de las TH depende de un mecanismo
enzimatico especlfico de desyodacién periférica a partir del cual se genera la hormona
activa T, o el isdmero inactivo rTy. La via de activacion esta catalizada por dos
enzimas, la Dt y la DIl. La DI produce a la T, de exportacién, mientras que la DIl genera
T, para uso local. El higado de los mamiferos presenta actividad DI, la cual contribuye
con alrededor del 70% de la T, circulante.

La informacidn referente a la actividad 5'D en el higado de los peces es escasa y
contradictoria. Aun cuando se ha sugerido que este drgano contiene a las dos enzimas
que catalizan la via de activacion, la presencia de la DI, la principal desyodasa hepatica
en el resto de los vertebrados, no es clara en el higado de los teleosteos. Ademas, la
descripcion de la DIl hepatica ha resultado sorprendente ya que se trataria del unico

vertebrado adulto que presentara a este tipo enzimatico en el higado.

En todos los vertebrados, la funcion tiroidea se modifica ante cambios en las
condiciones del medioambiente, tales como alteraciones en la temperatura, fotoperiodo,
cambios estacionales, cambios en el aporte alimenticio, y otros. En el caso de los
teleosteos, la funcion tiroidea también se modifica en respuesta a cambios en la
osmolaridad de! medio acuatico. En esta respuesta como en otras, las HT actian de

una manera sinérgica o co-activa con otras hormonas y mensajeros del sistema.

En la regulaciéon endocrina del balance hidroosmobtico en los peces participan
principalmente la PRL y el cortisol, ademas de otras hormonas como las tiroideas, la y
la GH. Estas Gltimas sinergizan el efecto del coftisol y antagonizan el efecto de la PRL
en los peces expuestos a medios hipertonicos, sin tener efecto aparente en aquelias

especies expuestas a medios hipotonicos.
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Por todo lo anterior, nosotros proponemos lo siguiente:
Hipotesis de trabajo:

La presencia de 'a actividad enzimatica DIl en el higado de los peces permite el
aporte necesario de T, para el uso local de éste drgano, mientras que la presencia de
la Dl pudiera activarse unicamente en estados fisioldgicos especificos como serian los
procesos de osmorregulacion. Asi, proponemos que la actividad Dl esta asociada a los
cambios osmorregulatorios provocados por la tonicidad del medio externo, los cuales a
su vez estan modulados por otras hormonas.

Objetivos
1. Caracterizar la cinética de la via 5'D y establecer los tipos enziméticos presentes en
el higado de dos especies eurihalinas: la trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) y el

fundulus (Fundulus heteroclitus)

2. Evaluar los cambios en la actividad 5'D hepatica que ocurren durante un periodo de
la ontogenia de la trucha arcoiris.

3. Evaluar el efecto del reto osmdtico sobre la actividad 5'D hepatica de la trucha
arcoiris y el fundulus.
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MATERIAL Y METODOS

Animales.

Oncorhynchus mykiss. Las truchas arcoiris empleadas en este trabajo tienen
dos orlgenes. Los organismos utilizados para la caracterizacion cinética y el estudio
ontogenético se obtuvieron del criadero "El Zarco" situado en el estado de México. Para
los experimentos de reto osmotico se utilizaron truchas de la planta de hidrobiologia de
la UAM-Iztapalapa. En ambos casos, los animales se alimentaron ad /ibifum con pellets

comerciales.

Fundulus heteroclitus. Se utilizaron fundulus machos, de 2 a 5 gr de peso. Los
organismos se colectaron en el rio Matanzas en el estado de Florida, EU.A., y
posteriormente se mantuvieron en estanques con agua de mar, y alimentaron ad libitum
con pellets comerciales en el Laboratorio Whitney de la Universidad de Florida.

En todos los casos, los animales fueron pesados y medidos (longitud fural) y se
les disecté el higado en frio, congelandolo inmediatamente en nitrégenc liquide para su
posterior homogeneizacion con un Politron en amortiguador de Hepes 10 mM, sacarosa
25 mM, y pH 7.0, empleando una relacion 1:10 peso/volumen. Los homogeizados se
congelaron rapidamente en acetona - hielo seco y se almacenaron a. -70°C para su
analisis posterior.

Disefio Experimental
1. Caracterizacliéon Cinética de la Actividad 5'D Hepitica.
Truchas. Se empled un “pool’ de homogeizados de higado de 40 animales,

cuyas edades abarcaron de 60 a 70 semanas y con un pesc corporal 300 a 800 g. Este
“pool” se fracciond en alicuotas de 500 ul y se aimacen6 a - 70 °C. La caracterizacion
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cinética incluyé los siguientes parametros. tiempo y temperatura de incubacién,
concentracion dptima de protelnas, cinéticas respecto a la concentracién de sustrato y
cofactor, y sensibilidad al efecto inhibitoric selectivo de agentes como el PTU.

Fundulus Para la caracterizacion cinética en esta especie se utilizaron tres
diferentes "pools” de higado de 10 individuos cada uno. Todos eran machos y su peso
corporal oscilo entre 2 y 5 9. La caracterizacién cinética incluyd los mismos parametros

que en &l caso de la trucha.

2. Perfil Ontogénico de la 5D Hepatica en la Trucha

Para este estudio se utilizaron animales de un solo lote (n= 177). En el CUADRO
8 se muestran los datos biologicos de estos organismos. El estudio inicié (primer
muestrec) 30 dias después del desalevinaje; es decir cuando los animales pesaban en
promedio 2.4 +0.14 g, y comprendié 2 afios para abarcar organismos sexualmente
maduros (1422 £ 151 g). La coleccion de muestras fue inicialmente quincenal hasta que
los organismos alcanzaron una edad de 5 meses y un peso corporal de 20 g. A partir

de este momento y hasta el finai del estudio, los muestreos se espaciaron a 30 dias.

CUADRO 8. PERFIL ONTOGENICO. DATOS BIOLOGICOS

SEMANAS n TALLA (cm) £ EE PESO (g) t EE
14-16 19 5201 37t 27
18-22 18 76102 7104
636 11 118104 253 t 2.5
41-48 15 175106 82 ¢ 8
53-60 16 247:05 250 t 17
65-72 17 314105 502 t 39
79-84 17 36 1.2 768 t 91
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3. Reto Osmético y Actividad Desyodativa.

La disponibiidad de dos especies de teleosteos eurihialinos que como ya se
menciont son capaces de habitar en ambientes con diferentes salinidades, permitio
iniciar estudios encaminados a analizar la posible participacién de las hormonas
tiroideas en la instalacién y/o mantenimiento de esta respuesta adaptativa.

Reto hiperoamotico. La trucha arcoiris es una especie cuyo habitat natural es el
agua dulce (AD). Sin embargo, por tratarse de una especie eurihialina, es capaz de
tolerar cambios hiperosméticos moderados, razén por la cual resuita un buen modelo
para estudiar dicho reto. Se utilizaron 45 truchas arcoiris inmaduras de ~ de15 cmy 100
gr de peso aclimatadas al AD. El dia del experimento, las truchas se transfirieron a un
medio hipertdnico equivalente a 14 % de agua de mar (5 %) y Se sacrificaron a los 30
min, 1, 2, 4, 8, 12, 24 y 4B horas post translado (n=5). También se sacrificd un grupo
control {(n=5/tiempo) que incluyd animales que permanecieron el AD. Al momento del
sacrificio, los animales se anestesiaron (MS-222, 125 g/L), se sangraron (vena caudal)
y se disectd el higado. La sangre y el higado se procesaron como se describio con
anterioridad.

Reto hipooamotico. El fundulus es una especie cuyo habitat natural es el agua de mar
o salada (AS) (35 %q). Sin embargo y debido a su condicién eurihalina, es capaz de
tolerar cambios hiperosmoticos significativos. Por esta razén se utilizé al fundulus como
modelo para estudiar dicho reto. Se utilizaron 50 fundulus (2-5 gr peso). El dia del
experimento los animales se transfirieron a un medio hipotonico equivalente a 50-50 %
de AS-AD y se sacrificaron por grupos (n=5/grupo) a los 30 min, 1, 2, 4, 8, 12, 24 y 48
horas post translado. También se sacrificd un grupo control (n=5) que incluyé animales
que permanecieron el AS. Se disectd el higado y se procesé como se describié con
anterioridad. Este experimento se repiti6 dos afios consecutivos (Agosto de 1995 y
1998).
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Métodos.

Cuantificacién de Ia actividad desyodativa. Esta actividad se analizd
mediante la técnica de radioyodo liberado (Leonard y Rosemberg, 1980). En resumen,
la técnica consiste en los siguiente: Se utilizan como sustratos tironinas marcadas con
'% | de alta actividad especifica (1200 mCi/mg, New England Nuclear Co). En tubos de
ensayo se colocan 50 pl de homogeneizado con la cantidad de proteinas suficientes
(previamente estandarizada) que se requieran con 50 ul de la mezcla radioactiva que
contenga 2 nM de ' 14T, ¢ ' I-T, (alrededor de 50 000 cpm) mAs la tironina
correspondiente no marcada para completar la concentracion final de sustrato
requerida, y ditiotreitol (DTT) como cofactor. Los tubos se incuban el tiempo requerido y
a la temperatura éptima. La reaccion se detlene por la adicion de 50 pl de una solucién
que contiene suero normal bovino al 50% y 10 mM de PTU mas 350 ul de 4cido
tricloroacético (TCA) al 10%. Se centrifuga en frio (4°C) a 3000 rpm por 10 min y el
sobrenadante se ciomatografia en una columna de intercambio catidnico Dowex W-50
X2 previamente equilibrada con acido acético (Ac) al 10%. Se eluye con 2 ml de Ac y el
eluido se cuenta en un contador gamma. La actividad enzimatica se calcula mediante la
cantidad de yodo radioactivo liberado con respecto a la cantidad total de sustrato por
miligramo de proteina por hora (actividad especifica). En todos los ensayos se incluyen
dos pares de tubos sin proteinas con los cuales se calcula el porcentaje de yodo
liberado no-especifico.
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RESULTADOS.
1. Caracterizacion Cinética de la Actividad 8°D Hepitica

Jrucha. Para establecer ias condiciones iniciales de ensayo se utilizaron 2 nM
de uno u otro sustrato: '™ 1+T3 0 ' |-T4. Los ensayos se realizaron a unpH de 7.

JTiempos v femperatura de incubacion. En el CUADRO 9, se muestran (os

porcentajes de actividad enzimética a 3 diferentes tiempos de incubacion y con 3
diferentes concentraciones de proteina, utilizando como sustrato '® I-rT3 (2 nM). Se
puede observar que para las 3 concaniraciones de proteina, el mejor tiempo de
incubacién es el de 60 min. Se utilizaron estos tiempos de incubacién en base a la
experiencia en el laboratorio ya que se ha encontrado que la actividad hepdtica es
elevada y a ese tiempo ain se mantiene una relacién lineal entre el tiempc de
incubacién y el porcentaje de actividad.

CUADRO §. ACTIVIDAD 5'D HEPATICA. TIEMPOS DE INCUBACION.

Kg proteina 15 min 30 min 80 min
500 28 8.5 13.6
80 0.8 20 4.0
20 —-— 08 15

Los valores corresponden ai porcaniaje de aclividad de un ensayo.

La influencia de la temperatura de incubacidn se analizd ensayando una
concentracién fija de proteinas (100 pg) e incubando a 0, 4, 12, 24 y 37 °C. Como se
muestra en la FIGURA 8, |a temperatura éptima de incubacién para uno y otro sustrato
es alrededor de la temperatura ambiente (24 °C).
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FIGURA 0. Efecto de la temperatura de Incubacién en la actividad desyodativa 8'D hepética de
trucha. En of Inlervalo de 0-37 *C se dstermind Ls lempersiura dptima de Incubscién, usando 2 nM de '™
I-rT3 0 de ' 1. T4, y 25 mM de DTT. Paca amboa sustretos, la actividad enzimética fue mayor sirededor
de la tamperaiura amblente (24°C). Las (ncubaciones se hiciercn por iriplicado por { hr a pH 7.

Concentracidn de proteinas vy cofactor. El efecto de la concentracidn de proteina
a diferentes concentraciones de DTT y utilizando 2 nM de '™ i-rT3, se ilustra en la
FIGURA 9. Se estudiaron 13 diferentes concentraciones de proteina cada una con 3
diferentes concentraciones de DTT. Se puede observar como para (as lres
concentraciones de DTT la actividad es lineal hasta alrededor de los 200 pg de
proteina. Los ensayos subsecuentes se realizaron utilizando alrededor de 100 ug de
proteina en la incubacién.

Cindticas de sustrato, Utilizando uno u otro sustrato, |la reaccion de desyodacion
se satura a concentraciones mucho més altas (2 6rdenes de magnitud) cuando se usa

rTs que T, (1uM vs 10 nM, respectivamente). Esto sugiere que la via de desyodacién
de estos sustratos esté catalizada por enzimas diferentes (FIGURA 10).
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FIGURA 9. Concentracién de protsina y DTT. Se ensayaron concentraciones de proteina de 15 a 550
KoAubo y Ires diferentes concentraciones de DTT (2.5, § y 20mM). Las incubaciones se hicleron por
triplicado por 1 hr a 24 °C, utiizando ' |-T3 a pH 7.
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FIGURA 10, Efecto de la concentracién del austrato en |a desyodacion de ' 173 o de ' I-T4 en
homogeneizados de higado de trucha. Se ensayd un amplio intervaio de concentraciones de /Ty y T,
(0.5-2000 nM) con 25 mM de DTT, ~100 ug de proteina y 2 nM de '™ 1-r73 o de '™ I-T4,
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Asi, y basandonos en los resultados iniciales, se corrieron cinéticas completas
usando un intervalo amplio de rT3 (0.5 a 2000 nM). Estos ensayos se incubaron a
diferentes temperaturas (12, 24 y 37 °C) y se utilizaron a concentraciones aitas de DTT
(25 mM) con la idea de poder distinguir mds de una via enzimética. Como se muestra
en la FIGURA 11, la enzima parece ser mds eficiente a temperaturas cercanas a la
fisiolégica en la trucha (24 °C). A esta temperatura, el andlisis de los resultados
Jtilizendo el método de Eadie-Hofstee (FIGURA 12) claramente muestra dos
componentes, sugiriendo la presencia de dos enzimas que catalizan la desycdacién de
T3 en el higado de la trucha arcoiris. El ciculo de las constantes de Michaelis-Menten
mostrd que uno de los componentes tiene una Km para rT3 de 180 nM con Vmax de 28
pmal '?* i/mg/hr, mientras el otro componente tiene una Km ~200 veces menor (0.8 nM)
con Vmax de 0.2 pmol '® ¥mgthr.

- 12C +2C --3rFC

T L 1

—
0 300 1000 1500 2000

r3 (nM)

FIGURA 11. Cinética de la desyodacién 8'D de rT; en homogensizados de higado de trucha.
Efecto de la temperatura en la reaccién. Gréfica de mloddad - sustrait a las iemperaiuras indicadas. El

ensayo incluyé una solucidn isoldpica de 0.5 nM de "~ I-rT; , conceniraciones creclentes da (T, y 25 mM
de DTT. Las Incubaciones se hicleron por triplicado por 1 hra pH 7.

También se realizd la caracterizacion cinética ulilizando T, en concentraciones
de 0.5 a 8 nM T, en soluciones isotépicas, con diferentes concentraciones de DTT (15,
25 y 35 mM). En la FIGURA 13 se muestra la cinédtica de sustrato con 25 mM de DTT.
La mayor actividad se encuentra ~1 nM de T4, y se satura a partir d8 3 nM. El cofactor
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solo modifica la actividad enzimética cuando se utlliza la concantracion de 1nM de T4
siendo la concantracidn dptima de este, 25 mM. Al analizar esios resultados por el
miélodo de Eadie-Hofstes y an contraste con lo que ocurme al ulilizer rT,, se observd un
solo components, con una Km y Vmax de 0.63 nM y 200 fmol "Umg/ respactivamenis
(FIGURA 14).

r =-L'*-_l._-_|
200 300
WS
FIQURA <ion 1D da 1T, an homogeneia

D da /T; sn homopgensizados de higado de Irucha.
Andlisin por ol miblooo de Esde-Holsles de 108 resullados oblaniios de e cindtlca de sustralo (T, de 0 5
8 2000 nMlj con 2§ mM e DTT # ncubsds & M 'C sn homogensizados ds higado de & Se
obluvieron dos componemtsd con walorss o Km y Vimax de 180 y 8 nM y 28 y 2 pmol ' .
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FIGURA 13. Cindtica de la desyodacionT,-8'D en homogenslzados de higado de trucha. insero:
Grifica de doble reciprocs de |0%m|l-m0$ datos. Grifica de velocidad - susirato. El engayo incluyd una
solucién Isotdpica de 0.5 nM de ' I-rT, , concentraciones crecientes de T, ( 0.5-8 nM) y 25 mM de DTT.
Las incubaciones se hicleron por triplicado por { hrapH 7.
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FIGURA 14, Cindtica de la desyodaciénT,-8'D en homogeneizados de hlqado de trucha. Grafica de
Eadie-Hofstee. E! ensayo inciuyd una solucién isotopica de 0.5 nM de ' |-rT, , concentraciones
crecientes de T, ( 0.5-8 nM) y 25 mM de DTT. Las incubaciones se hicieron por tripiicado por { hra pH 7.
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Efecto del cofactor (DTT) sobre /a actividad 5'D. El efecto del DTT sobre la
actividad 5'D utilizando 200 "M de rT3 ¢ de 1 nM de T4 se muestra en la FIGURA 15.
En los ensayos con ' |.-T4 como sustrato se utiliz6 ademés 1 mM de PTU para
bloquear a la actividad DI. Los resultados muestran claramente que cuando se utiliza
rTy como sustrato, la actividad desyodativa no se modifica con las concentraciones
crecientes de DTT. En contraste, cuando se utiliza T,, la actividad 5'D es proporcicnal
& la concentraciéon de cofactor hasta los 26 mM. Estos resultados confirman la
presencia de los dos sistemas enziméaticos en el higado de la trucha, uno de los cuales
tiene un requerimento significativamente mayor {(~ 10 veces) de cofactor.

T3 T4

20~
-é x
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g 10~ ==
S
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25 5 20 25

DTT (mM)

FIGURA 18. Efecto del DTT sobre la actividad 8'D hepittica usando ™ 1«73 y ™ i-T4 como
austratos &n homoqomlndol de higado de trucha. El ensayo se realizd utilizande una solucidn
isotépica de 200 nM " 1-rT3 0 1 nM de "™ i-T4 g las concentraciones Indicadas de DTT. Cada barra
rapresenta el promedio + EE del porciento de las cuentas totales de redioyodo liberado (n=3).

Efecto del PTU. Este pardmetro se determind con ensayos usando Ty y T, como
sustratos con su respectivo requerimiento de cofactor y en presencia de 1 6 10 mM de
PTU. Los resultados muestran (FIGURA 16) que mientras la actividad T,-5D es
insensible a la inhibicién por PTU, la actividad rTy-5'D se inhibié ~ 45y 80% con 1y 10
mM respectivamente. En apoyo a lo anterior, en la FIGURA 17 se muestra una cinética
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de sustrato en presencia o node 1 mM de PTU. Se puede observar que el PTU liene
un mayor efecto inhibilorio a concentraciones mayores de sustrato, mientras que a
concentraciones bajas no liene efecto.

1507 B T3 T4

100+ - T T

% desyodacion

control 1 mMPTU 10 mM PTU

0-

FIGURA 18. Efecto del PTU sobre la actividad rT3- y T4-8'D hepitica. Se incubd utlizando una
aoluddnllolbpicldoNOnMrTSeonsnﬂdoDTTyotrUdQZnMdo'“I-T4con25deeDTTnlns
concentraciones de PTU Indicadas. Cada bara represenia el promedic + EE del porcentaje de las
cuentas tolales de radioyodo liberado (n=3).

-&- 8in PTU —+ 1 mM PTU

fmol I/mg/hr
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FIGURA 17. Cindtica de sustrato (rT3) y el efecto del PTU: La cinética de rT3 (0.5-850 nM) se ensayd
con (1 mM) ysinde PTU, 25 mM de DTT y las condiciones descritas para [os otros ensayos.
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Condiciones Optimas de ensayo. Las condiciones optimas para cuantificar de

manera confiable la actividad 5'D hepatica en la trucha arcoiris se establecieron
tomando en cuenta los resultados obtenidos en la caracterizacion de las enzimas. El

CUADROQO 10 resume estas condiciones de ensayo.

CUADRO 10. CONDICIONES OPTIMAS DE ENSAYO PARA CUANTIFICAR LA
ACTIVIDAD DI Y DIl HEPATICA EN LA TRUCHA

DI DI
Sustrato 13 T4
Concentracion de sustrato 200 nM 1M
Concentracién de DTT 5 mM 25 mM
Concentraciéon de PTU 1mMm
Concentracion de proteinas 100 ug/tubo 100 ugitubo
Tiempo de incubacion 1hr 1 hr
Temperatura de incubaclén 24 °C 24 °C

Fundulus. La caracterizacion cinética de la via 5'D hepatica en el fundulus
incluyd los mismos parametros que la caracterizacion de su contraparte en la trucha
(tiempo y temperatura Optimas de incubacion, concentracién Optima de proteinas,
cinéticas respecto a sustrato y cofactor y el efecto inhibitorio selectivo de factores como
el PTU). Debido a ia similitud de algunos de los resultados en las dos especies, en esta
seccidn solo se describen en detalle los experimentos en los cuales se encontraron
diferencias. Asi, para establecer las condiciones iniciales de ensayo se utilizd también 2

nM de '® T3 y % |-T4 como sustratos. Los ensayos se realizaron a un pH de 7.

Concentracion de profeinas. Se ensayaron diferentes concentraciones de
proteina (1 a 500 ug)} utiizando una sola concentracién de DTT (25 mM). Se puede
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observar (FIGURA 18) que la actividad es lineal hasta alrededor de los 60 pg de

proteina. En los ensayos subsecuentes se utilizaron entre 20 y 50 ug de proteina.

200,
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FIGURA 18. Concentracién Optima de proteina en ¢l ensayo de la actividad 5'D en
homogeneizados de higado de fundulus. La concentracién ptima de proteina se ensayé probando un
rango de proteina de 1 a 500 ug/tubo, con 25 mM de DTT. Las incubaciones sa hicieron por triplicado por
1 hr a 24 °C, utilizando ' 1173 apH 7.

Jemperatura de incubacién. La FIGURA 19 muestra una correlacién directa

entre actividad enzimatica y temperatura de incubacién hasta los 30 °C. A partir de esta
temperatura y hasta los 40 °C la actividad no se modifica. Por conveniencia, los
ensayos subsecuentes se incubaron a 37 °C.

Cingticas de sustrato. Asl, y basandonos en los resultados iniciales, se corrieron
cinéticas completas usando un intervalo amplic de rT, y T, (0.5 a 1000 nM) a
concentraciones altas de DTT (25 mM). Como en el caso de la actividad 5D hepatica
en trucha, la saturacion de la desyodacion ocurre a concentraciones significativamente
mayores (1 pM vs 10 nM) con rT, que con T, (FIGURA 20). Sin embargo, en

homogeneizados de fundulus y utilizando concentraciones bajas de T,, los porcentajes
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Como en la trucha, en el fundulus, la cinética con rT, (Eadie-Hofstee, FIGURA
21) sugiere la presencia de dos enzimas que catalizan la via 6'D hepatica. Uno de los
componentes tiene una Km para T, de 83 nM con Vmax de 38 pmol '** /mghr,
mientras el otro componente tiene una Km para rT, mas baja (1.3 nM) con Vmax de 2.5
pmol '8 I/mg/hr.
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FIGURA 21. Cinética de la desyodacléon 8'D de rT, on homogeneizedos de higado de fundulus.
Andlisis por el método de Eadie-Hofstee de los resullados obtenidos de la cinética de sustrato {rT, de 0.5
a 2000 nM) con 25 mM de DTT e incubada a 37 °C en homogenelzados de higado de fundulus. Se
obtuvieron dos componentes con valores de Kmy Vmax de 93 y 1.3 nMy 36 y 2.5 pmol Ii/mg/,
respeactivamente

La caracterizacién cinética utilizando T, (FIGURA 22) muestra un solo
componente enzimatico con constantes de Michaelis-Menten calculadas de: Km de 1
nM y Vmax de 0.860 pmol '2* I/mg/hr.

87




V 1000,

750 -

500 - .

250 -

0 I 1 T 1 |
0 100 200 300 400 500

VIS

FIGURA 22. Cinética de la dnyodlclénT.-a'B an homogensizados de higado de fundulus. Grafica
de Eadie-Hofstee. Se usd una soluckin isotopica de 0.5 nM de ** 1T, ( 0.5-20 nM) y 25 mM de DTT. Las
incubaciones se hicleron por triplicado por 1 hra 37°C y pH.

Condiciones dplimas de ensayo. Las condiciones 6ptimas para determinar

confiablemente la actividad 5'D hepdtica en el fundulus se establecieron tomando en
cuenta ios resultados obtenidos en la caracterizacion cinética. En el CUADRO 11 se

encuentran resumidas estas condiciones de ensayo.

CUADRO 11. CONDICIONES OPTIMAS PARA CUANTIFICAR LA ACTIVIDAD DI Y DIl EN
EL HIGADO DEL FUNDULUS HETEROCLITUS

Tipo | Tipo il
Sustrato NGE T4
Conceﬁtracién de sustrato 100 nM 1nM
Concentracion de DTT 5mM 26 mM
Concentracién de PTU 1 mM
Concentracién de proteinas 5 ugitubo 5 ugftubo
Tlempo da Incubacion Thr 1hr
Temperatura de incubacion 37°C 37°C




2. Perfil ontogenético de la 6'D hepética en |a trucha

Utilizando las condiciones 6ptimas de ensayo se prosiguié a realizar el estudio
ontogenético de la DI y DIl. Los resultados de la actividad desyodativa se muestran en
la FIGURA 23, en donde se muestra que el perfil temporal de la actividad hepética DI y
Dil de las 14 a las 84 de edad es diferencial. Al inicio del estudio, ambas actividades
son bajas hasta las 41-48 semanas en donde ambas presentan un incremento
significativo. Posteriormente, la actividad DI disminuye a las 53-60 semanas de edad y
presenta un segundo incremento en las semanas 65-72 que se sostiene hasia la
semanas 79-84. La actividad DIl se mantiens elevada de la semana 41-48 hasta la 65-
72, disminuyendo skynificativamente en la semanas 79-84.
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FIGURA 23. Cambiloa ontogenéticos de la actividad ] y DUl hepitica en la trucha. Todas las
muesiras se trabajaron, para cada enzima, en dos ensayos empieando ~ 100 ug de protelna/lubo, ¢
incubados 1 h a 24 °C. Dl se ensayd usando una solucion Isotopica (200 nM) de rT, y 5 mM de DTT DIl
se ensay6 con 1 nM de '™.T,, 26 mm de DTT y 1 mM PTU. Los resulsdos corresponden al promedio
EE (la n para cada grupo varid de 11 a 18 animales como se indica en el CUADRO B). Los analisis
eatadisticos (ANOVA de una via) mostraron difersncias significativas entre los grupos.
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3. Reto Osmético y actividad desyodativa hepética.

Reto hiparoamética. Las truchas fueron transferidas a 14 % de AS y
sacrificadas a los tiempos que se indican en la FIGURA 24. Utilizando las condiciones

optimas de ensayo se prosiguié a realizar la medicién de la actividad DI y DIl. Los
resultados mostraron un decremento en la actividad DI a las 12 h post-translado (PT).
Este decremento fue transitorio ya que la actividad recuperé sus niveles basales a las
24 h PT (FIGURA 24, panel superior). En contraste, la DIl mostré decrementos
significativos (ANOVA de una v(a) a [as 8 horas PT que se sostuvieron hasta las 24 h
PT. La recuperacion total de la actividad se observo a las 48 h PT.

Reto hipooamética. Los fundulus se transfirieron de 100 % AS a 50 % AD-AS y
se sacrificaron a los tiempos que se indican en la FIGURA 25. Mientras que la actividad
DI no mostré cambios significativos (panel superior), la DIl hepatica se elevod
significativamente (ANOVA de una via) a las 12 h PT, incremento que se sostuvo hasta
las 48 h PT.
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Figura 24. Efecto del rato hiparoamético sobre la actividad DI y DIl hepética. Las truchas fueron
transferidas a 14 % de AS y sacrificadas a 108 tiempos que aqul se indican. La DI muesira un decremento
transitoric a l1as 12 h posi-transiedo (PT) (psnel superior), mientras que DIl (panel inferior) mostré
decrementos significativos (ANOVA de una vis) a las 8 horas (PT). La recuperacion tolal de Ia actividad se
obsearvd a las 48 h PT. Los ensayos e reslizaron con ~ 70 ug de proteinatubo, incubango 1 h a 24 °C. D
se ensay6 usando una solucién isototica (200 nM) de rTyy 5 mM de DTT. Oll s ensayd con 1 nM de '2'I-
Ta. 25 mmde DTT y 1 mM PTU. Los resultedos corresponden al promedio + EE (n=8).
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Flgura 28, Efecto del reto hiperosmético aobre la actividad Di y DH hepdtica. Los fundulus fueron
transferidas de 100% AS a 50% AD- AS y sacrificadas a Ios liempot que aqui se indican La Dl no se
modificd con el transiado (panel superior), mientras que DIl (panel inferior) mostré incrementos
significativos (ANOVA de una via) a ias 12 horas PT que se sostuvieron hasta las 48 h PT. Los resultados
corresponder al promedio + EE de dos axperimentos realizados en dos diferentes aflos (Agosio de 1995y
1666), (n=11). Los ensayos se realizaron con ~ 30 ug de proteinaftube, Incubando 1 h a 37 °C. DI se
ensayod usando una solucion isoténica (200 nM) de T,y § mM de DTT. DIl se ensayo con 1 nM de 'I-T,,
25mmde DTTy 1 mM PTU.
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DISCUSION.

1. Caracterizacién Cinética de la Actividad §'D Hepitica.

La presencia de dos enzimas que catalizan la via 5'D o de activacion en el
higado de teleosteos fue sugerida en 1992 (Maclatchy y Eales); sin embargo, en esos
estudios unicamante se utilizdé T, como sustrato. Este es el primer trabajo en el cual se
utiliza rT, en la caracterizacion cinética de la via 5'D en el higado de los teleosteos y se
muestra claramente la presencia de dos enzimas que catalizan esta via. Los resultados
muestran que desde el punto de vista operacional, estas enzimas exhiben
caracteristicas cinéticas semejantes a las de sus contrapartes D! y DIl de mamifero y
del resto de los vertebrados. Asi, el higado de la trucha y el fuqdulus contienen una
enzima cuyo sustrato preferencial in vitro es la rT, con Km alta (180 y 93 nM,
respectivamente). Esta enzima es relativamente sensible a inhibicién por PTU, tiene un
requerimiento bajo (5 mM) de cofactor y presenta una Vmax de 28 y 36 pmol'® | /mg/hr
en [a trucha, y el fundulus, respectivamente. Todas estas caracteristicas cinéticas son
comparables a las descritas para la DI de mamiferos (St Germain, 1884 ). Ademas, el
higado de la trucha y el fundulus también contienen otra enzima que, al igual que la Dil
de mamiferos y otros vertebrados, tiene como sustrato preferencial a la T, con una Km
baja (0.63 y 1 nM respectivamente). Esta otra enzima es resistente a inhibiciéon por
PTU, tiene un requerimento alto (25 mM) de cofactor y tiene una Vmax de 200 fmol '*° |
fmg/hr en la trucha y de 860 fmol '*° I /mg/hr en el fundulus. Es importante notar que Ia
actividad DIl hepatica es significativamente mayor (~3 veces) en la especie marina
(fundulus) que en la de agua dulce (trucha), y que su presencia en el higado de estos
teleosteos resulta de gran interés ya que se trata del Gnico grupo de vertebrados que
contiene a esta enzima en el higado adulto. En este mismo contexto y como se discute
mas adelante, también es importante destacar que hasta la fecha los unicos tejidos de
vertebrado adulto que contienen ambas enzimas son |a corteza cerebral y la hipdfisis

(Kserle y col, 1991).



Aunque la DI descrita en mamifero y la que aqui se reporta son esencialmente
similares, la enzima de teleosteo presenta algunas caracteristicas propias que
seguramente son de impontancia fisioldgica. Asi, ia DI de pez es un orden de magnitud
mas eficiente para desyodar rT, que T,. Esta pecullaridad muestra que e! uso exclusivo
de T, no permite evaluar |a presencia de una enzima con Km alta de manera confiable,
y ofrece una explicacion parcial para la actividad total baja (Vijayan y col, 1988; Morin y
col, 1993) y ultra baja (Mac Latchy y Eales, 1892) previamente descritas en el higado
de estos organismos,

Otra caracteristica particular de la DI de teleosteos consiste en su menor
sensibilidad para ser inhibida por PTU. Se sabe que 1 mM de este agente es suficiente
para bloquear por completo la actividad DI en mamiferos (Koerle y col, 1991), sin
embargo, esta concentracion solo inhibid alrededor del 45% de la actividad en el
higado de pez. Esta resistencia se habla documentado previamente en otros teleosteos
(Shields y Eales, 1888; Byamungu y col, 1882, Mac Latchy y Eales, 1982, Mol y col,
1992) y posiblemente refleja diferencias estructurales en la proteina. Esta posibilidad
encuentra mayor apoyo por resultados en nuestro laboratorio en los cuales no se
encontrd hibridacion de la sonda de cDNA de la DI de higado de rata con RNA total de
higado de trucha (Orozco et al, observaciones no publicadas).

Con las reservas del caso puesto que no conocemos la concentracion real de la
enzima, los resultados muestran que a concentraciones dptimas de sustrato y cofactor
el nivel de enzima funcional (Vmax) para la DI de trucha y de fundulus, es menor que el
reportado en el higado de rata (~ de 40 y 30 veces, respectivamente). Mas aun, la tasa
Vmax/Km, que es un reflejo de la eficiencia catalitica, resulté en 0.1, 0.4 y 5 para la DI
hepatica en trucha, fundulus y rata respectivamente. Esto sugiere que con una afinidad

similar para el sustrato (Km), la DI de peces es menos eficients.
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En conirasie, la Vmax y la tasa Vmax/Km para la DIl de higado de trucha es 6 y
20 veces mayor que la reporiada en el cerebro de la rata, sugiriendo que la DIl
presente en el higado de la trucha es una enzima muy abundante y/o muy eficiente.
Especialmente singular es la DIl hepatica de fundulus, cuya Vmax y tasa VmaxKm
resultaron 4 y 3 mas altas que las de la enzima hepética de trucha, y 24 y 54 més altas
que las reportadas para cerebro de rata. En base en lo anierior, posteriormente
utilizamos higado de ésta especie para la clonaciéon y expresién exitosa de un cONA
que codifica para la DIl (ver Anexo 2)

Todo lo anterior indica que a diferencia del resto de verlebrados hasta ahora
estudiados, el higado de los peces contiene cantidades relativamente pequefias de Dl y
muy abundantes de Dil. Ademas, mientras que la eficiencia catalitica de la Dl de pez es
10 veces menor que |a de la rata, la de la DIl es 50 veces mayor. Asi, y no obstante
que en condicionas fisiolégicas normales la glandula tiroides de los teleosteos
practicamente no secreta T, (Eales, 1985; Milne y Leatherlan; 1980; Swanson y col,
1988; Inui y col, 19689, KUhn, 1993), la elevada actividad especifica de 1a DIl hepéatica
puede estar relacionada a las altas concentraciones circulantes de T, caracteristicas de
los teleosteos (Eales, 1985; Weirich y col, 1987, Orozco y col, 1992). Mas ain, esta
abundancia de la DIl hepatica podria estar relacionada a la también peculiar cinética de
T, en el higado de la trucha. En efecto, mientras que en la rata las concentraciones
circulantes e intrahepéticas de T, se equilibran rapidamente, en el higado de la frucha
parecen haber dos compariimenios, uno rapido y uno lento (Weirich y col, 19887). El
compartimento lento no se ha explicado, pero su cinética de intercambio con el plasma
es similar a la de ia hipéfisis (Silva y Larsen, 1978), corteza cerebral (Silva y Mathews,
1984) y tejido graso café (Bianco y Silva, 1987) en la rata, tejidos en los cuales el
sistema desyodativo predominante es la DIl. En este contexto, los calculos de la T, libre
presente en el nucleoplasma de cerebro y en general de todos los tejidos que
contienen DIl, son muy elevados (Oppenheimer y Schwartz, 1985). Estos datos son
congruentes con la presencia de un compartimento perinuclear con ailtas

concentraciones de T, que son dependientes de actividad DIl, como se postula para la
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corteza cerebral (Bianco y Silva, 1887). Asl, es posible especular que la abundancia
relativa de DIl en el higado de los peces, tenga relacién con las cinéticas peculiares de
intercambio/equilibrio plasma/higado de la T, en este érgano.

2. Perfil ontogenético de la 5'D hepitica en la trucha .

Hasta donde sabemos, este es el primer estudio ontogenético en el cual se
cuantifica la actividad 5D hepatica en peces. Los resultados muestran un
comportamiento bifasico de las dos enzimas que catalizan esta via en la trucha.
Aunque por el momento el descenso inicial (semanas 14 a 36) de ambas enzimas
resulta dificil de explicar, su perfil temporal posterior puede asociarse a |08 procesos de
crecimiento y maduraclén del organismo. En efecto, estudios previos de nuestro
laboratorio y otros (Saunders y col, 1985; Orozco, 1892) han mostrado que a partir de
las semanas 38 a 40, las concentraciones circulantes de T, aumentan y correlacionan
positivamente con el crecimiento de los individuos (Orozco y col, 1982). En este mismo
sentido apuntan los resultados recientes de nuestro laboratorioc que muestran una
correlacion inversa entre el crecimiento del pez y la actividad DIl en la piel y los niveles
circulantes de rT3 (Fenton y col, 1997). Estos resuitados y los hallazgos de la presente
tesis fortalecen la nocidn de que las tironinas participan en el crecimiento, la
diferenciacion y los procesos de desarrollo en los vertebrados, con T, como su principal
molécula activa.

Especificamente, en el caso de la trucha, el incremento inicial que ambas
enzimas hepaticas exhiben durante las semanas 38 a 40, podiia estar asociado a
procesos de diferenciacién sexual, ya que en este lapso las truchas presentaron
organcs reproductores diferenciados Por ofra parte, el segundo incremento en ia
actividad DI (semanas 65 a 84) podria estar asociado a procesos de maduracion
sexual, ya que en este periodo los organismos presentaron estructuras sexuales
diferenciadas, maduras y con gametos en etapa de maduracion. La informacién

referente a la participacion de las hormonas tiroideas en los procesos de diferenciacion
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y maduracion gonadal en los peces es muy escasa y se limita a estudios realizados en
salmones migratorios. En efecto y como se muestra en la FIGURA 286, en el ciclo de
vida del salmdn se han documentado dos incrementos significativos de HT: el primero
antes de la migracién al océano, y el segundo antes de fa migracion al rio. Como ya se
ha mencionado en esta tesis, justo antes de la primera migracion (AS), ocurre una
metamorfosis que se ha denominado esmoltificacion y a través de la cual los saimones
juveniles sufren una serie de cambios morfo-funcionales que les van a permitir
sobrevivir en el nuevo medio. Es también en este periodo cuando se inicia la
diferenciacién gonadal. Durante este periodo y antes de la esmoltificacion y posterior
migracion “rlo abajo”, se ha observado la activacion del eje hipotalamo-hipofisis-tiroides
con la consecuente elevacion de las concentraciones circulantes de HT y de GH
(Prunet y col, 1889; Young y col, 1889). La segunda migracioén, ahora “rlo arriba” se
asocia a los cambios morfoldgicos y funcionales que le van a permitir al pez madurar
sexualmente. Durante esta migracion y en ambos sexos, ocurre nuevamente un
aumento significativo y transitorio de HT. Posteriormerite, cuando el animal entra al
agua duice, las HT alcanzan niveles muy elevados que decrecen paulatinamente
conforme progresa la maduracion de los gametos y hasta el desove o espermiacion
(Norris, 1980; Grau y col, 1981, Sower y Schreck, 1882; Biddiscombe e Idler, 1893;).
Asl, el mayor aporte de hormona activa requerida para participar en los procesos de
diferenciacion y maduracién gonadal en la trucha necesariamente dependeria de una
elevacion en la actividad DI, ya que se sabe que esta enzima aporta a ia tironina activa
(T,) que se encuentra en la circulacion.

La actividad DIl hepética se elevd de manera sostenida a partir de que se
iniciaron los procesos de diferenciacion gonadal hasta que ocurrid 1a maduracién de
gametos. Se piensa que la DIl provee en este caso al higado de hormona activa para
su propia utilizacién y que éste organo es fundamental principalmente durante la
maduracion gonadal. En efecto, se sabe que las HT participan en la vitelogénesis
aumentando la estabilidad del mRNA de las vitelogeninas durante su sintesis en el
higado (Benfey y col 1989). Ademas, las HT sinergizan la accion de las
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gonadotropinas y estrébgenos en la incorporacion de estas vitelogeninas como
lipovitelinas y fosfovitina (lipoproteinas y fosfopéptidos) al vitelo en la ovogénesis
(Wallace, 1985, Benfey y col, 1889, Redding y Patific, 1893). Finaimente, se conoce
que |as vitelogeninas acarrean al interior del huevo tironinas, principaimente T4, que
son utllizadas durante los primeros estadios de la embriogenesis (Wallace, 1985).

Por todo lo anterior el incremento en la via de activaciéon de HT para la
produccién de T, activa tanto para uso local del higado (Dll) como para el uso de otros
organos {Dl) pareceria un paso necesaric para la diferenciacion y maduracion gonadal
y la vitelogénesis.

MIGRACION
MADURACION SEXUAL
CAMBIOS MORFOLOGICOS

T HT R
GH . \‘}
Juvenil
F Huevo
R /
Muerte de adultos

Cria ,<: Alevin

4

Zooptancton Liberacion de nutrientes

N rtopancton L7

Figura 26. Cicio de vida en ios salmones migratorios. E, estuario; F, cortisol.
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3. Reto Osmético y actividad desyodativa hepética.

Una vez mas, es pertinente desiacar que hasta donde sabemos, este es el
primer estudio en el cual bajo condiciones de experimentacién controladas, se analiza
la actividad 5°D hepética en teleosteos no migratorios que enfrentan de manera aguda
demandas de osmoregulacién.

Es importante recordar que en términos generales la osmolaridad plasmatica de
los teleosteos (principalmente [NaCl] ) es ~1/3 mayor o menor que la del AD o del AS
respectivamente; es decir, estos peces son hiperosmoéticos con respecto al AD e
hipoosméticos con respecto al AS. Asi, en su habitat natural y por lo tanto en equilibrio,
los teleosteos de AD son hiperreguladores pues enfrentan el reto de la hipervolemia vy
la pérdida pasiva de iones, mientras que ios marinos son hiporreguladores y enfrentan
el reto de |a hipovolemia y la concentracion o sobrecarga de sales.

Uno de los hailazgos mas importantes de los estudios de reto osmoético en la
presente tesis, consiste en los cambios diferenciales y opuestos que las enzimas de ia
via 5'D hepéatica muestran cuando los peces son sometidos a uno u otro reto. Asi, en el
caso de la trucha, el cambio de AD a AS (reto hiperosmético) reduce significativamente
(~ de 3 veces) la actividad DIl hepética a las 8 h de exposicion y este decremento se
gostiene y no se recupera hasta las 48 h post-dranslado. En contraste, el reto
hipoosmoético aumenta significativamente (~ 2 veces) y con un curso temporal

semejante, |a actividad DIl en el higado de la especie marina. (fundulus).

Aunque escasa e incompieta pues se ha circunscrito principalmente aj estudio de
especies migratorias {ver anexo 1), se reconoce que en los peces, la demanda
osmorregulatoria impuesta por uno u otro reto osmoético implica, entre otros, la
operacion de mecanismos adaptativos de naturaleza neuroenddcrina y que las
principales hormonas involucradas son el cortisol y la prolactina. En este contexto y a

manera de un ejercicio especulativo razonablemente validado por los estudios hasta



ahora realizados, a continuacion discutimos los posibles modelos y/o mecanismos que
podrian estar participando en la respuesta tiroidea durante ambos retos.

Los peces que habitan el AD son hiperreguladores que en equilibrio eliminan el
exceso de agua y retienen iones. Como se revisa con mayor detalie en el anexo 1, este
equilibrio se caracteriza por una elevada tasa de filtracion glomerular acompanada de
reabsorcion activa de NaCl en los tubulos distal y colector del rifdn primitivo de estas
especies (Evans, 1993). Ademads, disminuye la permeabilidad de los epitelios y
tegumentos (plel, Intestino, branquias) a la sallda de iones (Wendelaar, 1993). Diversos
estudios han mostrado que la PRL es la principal hormona que participa en la
regulacion de estos mecanismos adaptativos. Las concentraciones circulantes de esta
hormona asi como el nimero y volumen de las células hlpoﬁsiafias que la sintetizan y
secretan, estdn inversamente relacionados a la permeabilidad de los epitelios (Loretz y
Bern, 1982; Prunet y col, 1985, Hirano y col, 1987, Wendelaar, 1993).

Durante |a respuesta adaptativa que se dispara al cambiar a un medio con mayor
salinidad se ponen en marcha mecanismos homeostaticos encaminados
primordiaimente a retener agua y mantener asl el volumen circulante. Es decir, ia
trucha que en el AD es un organismo hipemegulador, requiere de manera inmediata
ingresar y retener agua para evitar la hipovelemia que resultaria del cambio al medio
hiperosmético. Posteriormente, resulta primordial excretar el exceso de iones,
principaimente NaCl, que estdn ingresando junto con la ingestion del agua. Se sabe
que en esta respuesta adaptativa se deprime la sintesis y secrecion de PRL, y que es
ahora el cortisol el mensajero que juega un papel central activando la bomba Na'/K'
dependiente de ATP, principalmente en las branquias (Redding y col 1984a; Barton y
col, 1985; Langhorne y Simpson, 1886; Patifo y col, 1897; Young y col, 1989; Redding
y col, 1891).

Asi, el decremento significativo en la actividad DIl hepética que ocurre en truchas

expuestas a un medio hipertdénico, podria estar relacionado ali bien documentado



decremento de PRL circulante que ocurre durante esta respuesta adaptativa en los
peces migratorios que inician la esmoltificacion (Hasegawa y col, 1987, Prunet y col,
1989; Potts y col, 1989 ); o bien, en aquellos que son transferidos a un medio
hipertonico (Prunet y col, 1985; Avellay col, 1987 ). De la misma manera, el aumento en
la DIl hepética que resulta de la transferencla del fundulus a un medio hipotdnico podria
asociarse al también bien documentado aumento en la sintesis y secrecion de PRL
disparado por la disminucion en la salinidad del medio (Henderson y col, 1970; Oliverau
y Ball, 1970; Norris, 1980). Es decir, estas evidencias indirectas, nos permiten proponer
que la PRL podria ejercer un efecto estimulatorio sobre la actividad DIl hepatica. En
esle contexto, nuestra propuasta es congruente con estudios previos en los cuales se
demuestra que la PRL estimula la actividad 5'D total hepética en diferentes especies,
incluyendo algunos teleosteos (Deluze y col, 1989).

Como ya se menciond, otro mensajero importante en la regulacién hidroosmdtica
es el cortisol. Esta hormona participa principaimente en el control de la
hipoosmorregulacion. Ademas, recientemente se ha descrito que al igual que cortisol, la
GH participa en el balance hipoosmético también aumentando la actividad de la bomba
Na+-K+-ATP-asa en la branquia y el nimero de células de cloro. Se ha observado que
la administracion de GH aumenta el numero de receptores a cortisol en las branguias,
por lo que se ha propuesto que el efecto de GH es sinergico con cortisol (McCormick,
1996). El efacto que éstas dos hormona ejercen sobre la actividad desyodativa no es
aun clara, pero en términos generales hay evidencia de que en mamiferos, el cortisol
(Kaplan y Utiger, 1978; Kaplan y Yaskloski, 1982) disminuye la actividad DI hepética
mientras que la GH inhibe la actividad DIl en tejidos como el BAT (Silva y Larsen,
1986). Sin embargo, la GH estimula la actividad 5'D total hepatica en los peces
(MaclLatchy y Eales, 1990). Aun cuando la actividad DI hepética no se modificd
significativamente durante el reto hiper- o hipcosmético, los cambios observados en la
actividad DIl podrian ser secundarios a los cambios en las concentraciones circulantes
de cortisol y GH resultantes de ambos retos.
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Recientemente se han descrito los “sistemas enddcrinos simples”, los cuales
incluyen a algunas células enddcrinas que tienen la habilidad de directamente “sensar”
estimulos medioambientales, tales como la luz, la temperatura y |a salinidad. Esto se ha
demostrado en algunos teleosteos, en los cuales la localizacién anatémica de sus
lactotropos es tal, que éstos son capaces de responder a cambios en la csmolaridad
del medio, ya sea estimulando o inhiblendo la sintesis de PRL {Bern, 1980). Los
foliculos tiroideos en los peces se encuentran dispersos en la region peri-adrtica y peri-
branquial, lo que posiblemente también les permitiria responder directamente a
estimulos osmoticos. Asi, el reto hiperosmdtico provocaria una hipersecrecion de T,,
mientras que el reto hipoosmoético podria provocar una hiposecrecién de esta hormona.
Leatherland (1985) describié que en efecto, el cambic hiperosmdético resuta en un
aumento el las concentraciones circulantes de T, . Esto podria ofrecer también una
explicacion a los cambios en la actividad DI hepatica que se observan en este estudio.
Como se ha mencionado, el aporte de sustrato s uno de ios factores que de manera
més importante regulan la actividad desyodativa. Asi, la actividad DIl disminuye durante
el hipertiroidismo y se incrementa durante el hipotiroidismo. La respuesta de la Dl es
opuesta, por lo menos en el higado. En este contexto la disminucion en la DIl hepatica
durante el reto hiperosmético podria estar asociado a una hipersecrecion de sustrato
(T,) mientras que en 8l reto hipoosmético la respuasta serla opuesta.

La cdnﬁrmacibn experimental de estas propuestas son plausibles y actuaimente
se han iniciado estudios en nuestro laboratorio con este propésito. Ademas, se ha
iniciado tanto la caracterizacion de las enzimas que catalizan la via de activacién de las
HT (Dl y DIl) en ¢rganos efectores durante la osmorregulacién, asf como estudios
acerca del efecto de los retos osméticos en éstos érganos. Esto con el propésito de
obtener un pancrama mas integral tanto de la regulacion diferencial de éstas enzimas
como del efecto que las hormonas tiroideas tienen én los procesos de osmorregulacion.
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CONCLUSIONES

1. Se caraclerizd la cinética de la via 5S'desyodasa en el higado de s trucha y &l
fundulus:

s En contraste con el resto de vertebrados adulios, ol higado de ambos
telecstecs expresa ademas de la actividad DI, actividad DIl

= Las caraclerislicas cinélicas de ambas enzimas son, en lrminos generaies.
similares & |as descritas para sus respectivas contraparies en mamiferos. Sin
embargo.

la DI o3 manoa eficlents para desyodar &l susiralo secundario (T,) ¥
menos sensible para ser inhibida por PTU.

la DIl presenta valores de Vimax 8 (trucha) y 10 (flundulus) veces mayores
que los reportados para el cerebro de rata.

2. Se cuantifict la aclivided 5D hepitica durante un periodo da 70 semanas de la
ontogenia de la trucha:

* Las dos enzimas muesiran un comportamiento bifdsico, v su perdil temporal
puede asociarse a procesocs de crecimiento, diferenciacidn y maduracion de
los organismos

3. Se anslizd el efecto del reto camdlico sobre la actividad 5°'D hepdtica en la trucha y el
fundulus

» La DI y Dil hepiticas muesiran cambios diferenciales y opuestos cuando los
paces son somelidos & un reto hiper- o hipoosmdtico con un curso temporal
samajanie an ambos casos.

« El reto hiperosmético reduce significativaments (~ 3 veces) la actividad DIl
hepatica

« El reto hipoosmélico la sumenta significativamente (- 2 vecas),
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ANEXO 1



BALANCE HIDROOSMOTICO EN PECES.

Excluyendo a la lamprea cuya concentracion de NaCl es practicamente igual a la
del agua de mar, en el resto de los peces de agua salada (AS) y de agua dulce (AD), la
concentracion plasmatica de NaCl es de alrededor de 1/3 con respecto a la del AS, o
bien, alrededor de 300 veces mas elevada que la del AD respectivamente. La
conservacion de esta homeostasis hidroosmética implica la continua operacion de
mecanismos de osmorregulacion que permitan, en e caso de los organismos marinos,
enfrentar la catastréfica hipovolemia @ hipematremia que dicho ambiente impondria, o
bien, en los organismos de AD, la hipervolemia e hiponatramia que resulta del medio
acuatico correspondiente.

Los animales acuaticos que son capaces de vivir Unicamente en un estrecho
intervalo de salinidad del medio exterior se denominan estenohalinos y presentan
mecanismos de osmorregulacion diferentes si habitan en AD o en AS. Como se resume
en el CUADRO 1, en los peces estenochalinos de AD que continuamente introducen
agua a su organismo por la piel, los riiones estdn especializados en excretar el
excedente de agua produciendo orina abundante y diluida, y el intestino no participa en
la absorcién de agua y sales. En estos peces, la branquia es el organo osmorregulador

mas importante y excreta amonio (NH3) y carbonatos (HCQ3'), intercambiandolos por

sodio (Na+) y cloro (CI') respectivaments. Se ha propuesto que este mecanismo de
osmoregulacion esta mediado por proteinas de ia membrana plasmatica que acarrean
y/o intercambian dichos iones de manera activa y especifica. En contraste, los peces
estenchalinos que habitan en los océancs pierden continuamente agua por la plel;
tienen un rindén muy poco desarrolladec que excreta principaimente iones bivalentes

(Mg“,CaH). y el intestino participa absorbiendo agua y sales. Al igual que en los

peces de AD, las branquias excretan NH:';+ pero con la diferencia de que en lugar de



introducir sales, las excretan. Esta excrecion esta mediada por la actividad de la bomba

de sodio-potasio dependiente de ATP (Na+ - K*- ATPasa) (Maetz y col, 1970; Hoar,
1979).

A diferencia de los organismos estenohalinos, existe un numeroso grupo de
peces surihalinos que son capaces de tolerar una amplia gama de salinidad del medio
acuético. Sorprendentemente, los rfiones y las branquias de estos organismos
cambian de funcion al cambiar la salinidad del medio. En el caso concreto de las

branquias, esto significa que tienen la capacidad de introducir o eliminar Na* utilizando
mecanismos totalmente distintos, de tal manera que en uno de ellos no se requiere de
energia, mientras que el otro implica un gasto importante de ATP.



CUADRO 1. BALANCE HIDROOSMOTICO. ORGANOS EFECTORES Y MECANISMOS

AGUA DULCE AGUA SALADA AGUA SALADA AGUA DULCE
Equilibrio Compensacion | Adaptacion- Equilibrio Compensacion Adaptacion-
aguda Equilibrio aguda Equilibrio
META ELIMINAR EXCESO DE EVITAR PERDIDA DE
AGUA RETENER AGUA ELWINAR AGUA ELIMENAR RETENER
RETENER SALES EXCESO DE ELIMINAR EXCESO | EXCESO DE AGUA SALES
SALES DE SALES
ORGANOS T ingesta de agua
EFECTORES Y ingesta de agua
MECANISMOS
Rinon Rif6n Rif6n Rifvon
“TFG . Texcrecion de LFG TFG . Texcrecion
agua por k2 orina se efimina la FG baja de agua por la orina
reabsorcidn de NaCl en | reabsorcion de NaCl T reabsorcion de
segmento distal y tubo NaCl en segmento
colector distal y tubo colector
Vejiga Ve
reabsorcion de Na reabsorcion de Na
baja permeabilidad al baja permeabilidad
agua al agua
Branquia Branquis Branquia Branquia
captura de Na' (Na /H") Texcrecion de sales | excrecion de sales T captura de Na™
captura de CI (CTHCO,) {Na'™")
T captura de Cf (CT
HCO,)
intestino Intestino
T cotransportador cotransportador
Na'nCICr Na’nCiCr




Regulacién Hormonal

Es bien sabido que en todos los vertebrados los mecanismos de
osmorregulacion éstan finamente regulados por el sistema neuroendocrino. En ios
peces, la mayor parte de los estudios a este respecto se han llevado a cabo en
especies eurihalinas migratorias como seria el caso de algunas especies de
salmonidos y anguilas. Aunque se sabe que la arginina-vasotocina (AVT), los factores
natriureticos, las catecolaminas, la hormona de crecimiento (GH) y las hormonas
tiroideas (HT) participan de manera importante, se ha sugerido que la PRL y el cortisol
son los principales reguladores endocrinos de la osmorregulacién (Maetz y col, 1970;
Hoar, 1879; Norris, 1980; Richman I y Zaugg, 1987). Por esta razén, a continuacién se
revisara la informacion relevante sobre la participacidn de estas hormonas en los

procesos de osmorregulacién,

En los salmoénidos migratorios ocurre un complejo proceso premigratorio que
incluye cambios bioquimicos, morfologicos, funcionales y conductuales. Este proceso
8e ha denominado esmoltificacién y les permite la adaptacion al cambio osmético que
enfrentaran una vez que migren. Durante la etapa juvenil estos organismos migran del
AD al AS donde completaran su desarrollo y maduracién. Esta migracién se denomina
anadroma y es precedida/determinada por una importante elevacién en los niveles
circulantes de HT y cortisol (Redding y col, 1984; 1991). Por otra parte, durante la
migracién reproductiva, los salmonidos viajan del océano a los lagos. Esta migracion
denominada catadroma, se acompafia de un incremento en las concentraciones
circulantes de PRL

Cortisol

El cortisol es el principal mineralocorticoide en los peces. Este esteroide es
sintetizado y secretado por el tejido interrenal y regulado por la adrenocorticotropina
(ACTH). Desd® hace un par de décadas, los hallazgos pioneros de Henderson y col

(1970) y Maetz y col (1970) entre otros, mostraron que el cortisol promueve la



excrecion de electrolitos en peces que habitan en un medio hiperténico (AS), y su
conservacion en aquellos que habitan en un medio hipotdnico (AD). Aunque numerosos
trabajos han analizado la participacién del cortisol en la osmorregulacion (Butler y
Carmichael, 1972, Assem y Hanke, 1981, Redding y col, 1984 ab; Eib y Hossner,
1985; Barton y col, 1985; Langhorne y Simpson, 1986; Richman Ill y Zaugg, 1987,
Richman il y col, 1987, Bjtrnsson y col, 1987; Patifio y col, 1987; Weisbart y col, 1987;
Bjornsson y col, 1989, Young y col, 1989; entre otros), el papel que juega esta hormona
no es aun del todo claro. Esto se debe en parte a que el modelo experimental mejor
estudiado es el de los salmonidos migratorios, los cuales, como ya se menciono, sufren
numerosos cambios morfo-funcionales y conductuales asociados a la esmoitificacion.
Esto ha dificultado la interpretacion de los resultados ya que no es claro si los cambios
que exhiben los niveles circulantes del esterolde, ocurren en respuesta a la demanda
de osmorregulacion, o si son secundarios a una respuesta inespecifica de estrés a un
nuevo habitat. Ademas y dependiendo de ia especie, los resultados difieren, lo que
dificulta aun mas su interpretacion.

Asl, se han observado incrementos en las concentraciones circulantes de
cortisol @n especies eurihalinas no migratorias transferidas a diferente salinidad (Assen
y Hanke, 1981), asl como en especies migratorias transferidas del AD al AS (Redding y
col 1984a; Barton y col, 1985; Langhorne y Simpson, 1986; Patifio y col. 1897; Young y
col, 1989; Redding y col, 1891). Ademas, este incremento se acompafa de un aumento

en la actividad de la bomba de Na' - K’- ATPasa en las branquias (Redding y col,
1984a; Langhorne y Simpson, 1986; Richman Ill y Zaugg, 1987; Bjérnsson y col, 1987,
Redding y col, 1991). Para algunos autores estos resultados indican la participacion del
cortisol como un estimulador en el intercambio de electrolitos. Sin embargo, para otros
autores, el esteroide solo es indispensable y participa durante la primera parte de la
respuesta osmorregulatoria, que es cuando se secretan cantidades elevadas de esta

hormona al torrente sanguineo. Estos ultimos autores argumentan que el cortisol por si

: . : . +
solo no es capaz de intercambiar un mecanismo que retiene Na por uno que lo



excreta (Assem y Hanke, 1981). Redding y col (1984a; 1991) también consideran que
es @l traslade al nuevo medio mas que el incremento en la salinidad que ocasiona el
aumento en las concentraciones de cortisol en el salmén Oncorhynchus kisutch. En
apoyo a lo anterlor, Barton y col (1885) encontraron un incremento en la respuesta

interrenal al estrés durante la esmoltificacion en Oncorhynchus kisutch.

La administracion de cortisol a saimones Oncorhynchus kisutch en proceso de
esmoltificacion y transferidos a AS, deprime la actividad de la Na* - K* - ATPasa
branquial sin modificar la concentracién de electrolitos en sangre (Redding y col, 1984a;
1991). En contraste, en la misma especie, Richman il y Zaugg (1987) encuentran un
incremento en la actividad de esta enzima branquial inducido por la administraciéon de
cortisol. Por otra parte, Eib y Hossner (1985) reportan que el tratamiento con esta
hormona no modifica la actividad de la bomba de Na® - K* - ATPasa en la branquia de
trucha arcoiris (AD). Los diferentes efectos del tratamiento con cortisol sobre ia
actividad Na* - K* - ATPasa branquial pudieran atribuirse a diferencias intra-especie y a
los diferentes estadios de desarrollo de los individuos estudiados. Richman Il y Zaugg
(1987) argumentan que debido a los diferentes cambios enddcrinos que ocurren
durante |a esmoltificacién, aun diferencias menores en las etapas de desarrollo pueden
alteran la respuesta de los animales al cortisol. Ademas de los anterior, las diferencias
pueden estar dadas por las dosis de cortisol utilizadas. Como ofras hormonas, el efecto
del cortisol es bifasico; teniendo un efecto inhibitorio a dosis altas (200 ng/ml, Redding y
col, 1984) y estimulatorio a dosis bajas (100 ng/ml, Richman Ill y Zaugg, 1987).

. . +
La adrenalectomia aumenta las concentraciones de Na en peces de AS, y las
disminuye en los de AD. Amhos efectos son revertidos con inyecciones de cortisol. En

hipétesis iniciales se propuso que el cortisol controla la sintesis del transportador o de

las enzimas asociadas al transporte de sodio {Na+ - k' dependiente de ATP)
(Henderson y col, 1970; Maetz y col, 1970; Norris, 1980), sin embargo, esto no ha sido

probado experimentalmente.



Prolactina

Los estudios pioneros de Pickford y Philips (1958) demosiraron que los
Fundutus heleroclitus (eurihalinos) hipofisectomizados requerian de PRL para
sobrevivir en el AD. Desde entonces se reconoce a la PRL como la principal hormona
adaptativa para el AD. Un gran numero de estudios han confirmado los efectos
osmorregulatorios de esta hormona en branquia, tejido interrenal, intestino, vejiga
natatoria y tegumentos (Lorelz y Bern, 1882; Hirano y col, 1987), tejidos en los cuales

modifica la permeabilidad al agua y a los electrolitos.

La informacién referente a la participacion de la PRL en la osmorregulacion se
deriva principaimenie de estudios en los que se han medido las concentraciones
circulantes de esta hormona en peces sometidos a diferentes situaciones osmébticas.
En la trucha arcoiris transferida del AD al AS, las concentraciones circulantes de PRL
disminuyen mientras que la transferencia inversa induce un aumento en dichas
concentraciones (Prunet y col, 1985). Informacién similar fue obtenida en los
salménidos Oncorhynchus nerka (Hasegawa y col, 1987), Salmo salar ( r.c. Prunet y
Boeuf, 1985, Prunet y col, 1989; Potts y col, 1988) y Oncorhynchus kisutch (Avella y
col, 1989). La preadaptacion a Ja vida oceanica de estas especies migratorias, la cual
se desarrolla durante la esmollificacidén, también estd asociada a decrementos en la
PRL plasmatica, los cuales coinciden con la habilidad hipoosmodtica maxima tanto en
Oncorhynchus kisutch como en Salmo salar (Prunet y col, 1889; Young y col, 1989).
Los resultados descritos apoyan la participacion de la PRL en la adaptaciéon al AD, asi
como que la reduccion en las concentraciones circulantes de esta hormona participe en

el desarrollo de los mecanismos osmorregulatorios al AS (Prunet y cot, 1990).

La transferencia de la trucha arcoiris a un medio artificial sin Na® reduce las
concentraciones circulantes de PRL. La adaptacion a este tipo de medio se ha
asociado con un aumento en la entrada de Na® branquial y en la actividad de ia Na“ -

K' - ATPasa, junto con la proliferacibn de las céluias de cloro en los lamelos



secundarios de las branquias (Avella y col, 1987), Estos resultados y otros obtenidos en
experimentos de transferencia al AS han llevado a postular que la PRL tiene un efecto
inhibitorio sobre la actividad de la Na* - K* - ATPasa branquial y en el desarrolio de
celulas de cloro (Prunet y col, 1990). Esto ultimo parece no aplicarse a los salmones
migratorios, en los cuales ia PRL parece participar en el control de la permeabilidad
epitelial (Clark y Bern, 1880; Loretz y Bern, 1982, Hirano 1986; Potts y col, 1989).

Como una evidencla mas de la participacion de la PRL en los procesos de
osmorregulacion, se ha observado un numero mayor de celulas secretoras de PRL y un
aumento en su actividad en peces que se transfieren del agua oceanica a la dulce ya
sea experimentaimente, ¢ debido a migraciones propias de la especie (Henderson y
col, 1970: Olivereau y Ball, 1970; Norris, 1980).

Hormonas tiroideas.

Se ha sugerido que las HT son permisivas en los procesos de osmorragutacion,
principaimente en las especies eurihalinas. Asi, en salmones migratorios, la actividad
del eje hipotdlamo-hipdfisis-tiroides aumenta en los dlas que anteceden a la migracion
hacia el mar, El tratamiento con HT induce la preferencia por las aguas mas salinas y
los farmacos anti-tiroideos revierten esta preferencia (Norris, 1980). Ademas, se ha

postulado que las HT regulan la sintesis de la subnidad Beta de la bomba Na* - Kt
dependiente de ATP en las brangquias de estos organismos (Epstein y col, 1967,
Dickhoff y col, 1978; Folmar y Dickhoff, 1879). Aunque los resultados obtenidos hasta la
fecha no son concluyentes, existe consenso acerca de que durante el estrés osmoético,
las TH interactuan a nivel del organo blanco con otras hormonas (posiblemente cortisol)
y ahl ambas ejercen sus bién conocidos efectos (aumento en el metabolismo)
(Leatherland, 1985).



ANEXO 2



DO TELIDTAGI Q0
Endgrinology
Copyright © 1987 by The Enducrine Swely

Vil Lin, Nu )
Provicd m Al 55

Rainbow Trout Liver Expresses Two Iodothyronine
Phenolic Ring Deiodinase Pathways with the
Characteristics of Mammalian Types I and 11

5'-Deiodinases®
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Centro de Neurobiologia (A.0., C.V-R.), Universidad Nacional Autonoma de Mexicu, Apartads Postal
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Division of Endocrinology, McGilf University, Montreal, Quebec H3T 1E2, Canada

ABSTRACT

Deiodinases are major determinants of Lhyroid hormone lissuc
availability and disposal. The knowledge of the expression of these
enaymes in lower speciea is important toundersiand evolutionary and
ontogenetic aspecta of thyroid hormone action and metabotiam. Here
we have studied outer ring deiodination in the trout liver using both
reverse T, (rT,) and T, a8 subatrates. The use of rTl, disclused two
enzymatic components wilh the characteristics of mammalian types
I and |1 5 -deiodinases. The high rl'y-K,, type | 5 -deiodinuae activity
(180 nm) has a low colactor requirement (5 ma dithiothreitol) and iy
relatively sensitive to propyithiouracil inhibition, whereas the low
rT5-K,, actlvity waa akin to the outer ring deiodination of T, in these

regards. The use of T, exhibited only u single tvpe of acbivisy with o
low K,, 10.63 nM), u relutively high cofictor requirement 125 my
dithinthreitol), and propylithiouratil-resistnee, Teleosts constitute u
unique oxample of type 11 activity expression in the liver ol an udult

“verlebrate. Furthermore, the V.., of thin eaynie is ux high us thay

found in compuarable homogenutes fromn hypothy roid mumnuthan ts-
sucy, whereas the V., of the wype | aclivity i» fower than tbat of
mammaliun liver. These findings are in conkonimey with the pecalisr
kinotics of T in trout liver, kinetivs remarkably similir tu thuse ol the
mummalian pituitary, cercbral cortex, und brown adipose lissue,
which also preferentislly express lype [l deiodinuse. (Endisrimotogy
138t 264 -2568, 1997)

THE THYROID gland secretes predominantly T, which
functions primarlly as a prohormone because it is
largely converted to T, in peripheral tissues. T, is about 10
times more active than T, and is produced in an organ-
specific manner by enzymatic cuter ring deiodination (ORD)
of its precursor. In mammalian species, ORD is catalyzed by
two distlnct enzymes, well characterized in operaticnal
terms and tissue distribution: the type [ and type [l 5'-dejo-
dinases {1-3).

The complement of deiodinases present in vertebrate liver
varies with the species and developmental stage of the or-
ganism. In fetal rats, for example, the liver expresses both
type 1l and type 1l (an inner ring duiodinase), whercas, atter
birth, type 1activity predominates (Aceves, C., unpublished
data [rom our laboratory). Chicken embryo liver exhibits
types | and Il (4), whereas, in developing tadpoles, only type
Illis expressed (5). However variable the expression of deio-
dinases could be during ontogeny, adult liver of vertebrate
species expresses predominantly, if not exclusively, type |
deiodinase activity. In fish liver, it scems that two ORD
processes are present, but it is not clear whether they cor-
respond to the types | and [l mammalian deiodinase activ-
itles (6—8). In trout, for example, enzyme kinetic analyses
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have demonstrated vastly differing K, values for hepatic
T,-ORD. Whereas initial studies reported K, values of 1%
nm (6) and 13 nm (7), a subsequent report by Mac Latchy and
Eales (8) has suggested that two Ly pes of deiodinase activity,
with K, values of 0.098 nam and 10 nm, coexist. Although the
latter could correspond to type 11 ORD, the former, with suvch
alow K, is unprecedented. Furthermury, thuse authors find
thatthe low-K ORD is sensitive to inhibition by 6-N-propyl-
2-thiouracil {(FTU). whereas the higher K., process is
relatively resistant to this agent, exactly the opposite of
the observations with mammalian low- and high-K,, 5
deiodinases. The failure to obtan o consistent patierm ol
5 -deiodinase activitics in the troat may well be caused by
n\eihodolug,ical limitations. Thus, only T, has been used as
substrate, and in a range of concentrations 1hat has nod been
adequate Lo detect separate enzymatic pathways such as the
mammalian types | and 1L Besides, even when tested in o
broad range of concentrations, T, is not a good substrate fo
demonstrate mam malian type Linassays that measume jodine
release, as we will shuow here. Likewise, factors such as the
temperature dependency of the cnzymatic prucessvs and the
thiol cofactor concentrations have not been systematically
controlled. .

The three major ivdothyronine deiodinases have recently
been cloned (9-12). These enzymus share, in common, hav-
ing selenocysteine in the active center and a subslantial level
of homology in seemingly critical domains of the mulecules;
however, as predicted from studies based on bincheoneal
wlentification, they differ rather pwrkedly in catalytic prop-
erties, lissue distribution, and physiwolagical responses e
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accurate characlerization of these enzymes in lower species
isimportant to understand phylo- and sitogenetic aspects of
thyruid hormone metabolism. Even though moiecular biol-
ogy could provide invaluable clues in these regards, the
establishment of functional correlates among the members of
this enzyme family is essential. We have therefore under-
taken the systematic study of ORD processes in lower spe-
cies. The goal of the present studies was to characterize
iodothyronine ORD in the trout liver in an effort toclarify the
confusion derived from previous studies. Cur results dem-
onstrate that this tissue expresses two ORD processes whose
characteristics are quite similar to those reported for the
mammalian type [ and type II. Furthermore, the liver of the
adult trout expresses abundant type Il actlvity, a finding
which may be relevant to previous observations on the me-
tabolism of iodothyronines in this and related species.

Materials and Methods
Reagents

Nonradioactive iodothyronines were obtained from Henning Co.
{Beslin, Germany). PTU was obtained from Sigma Chemical Co. (St.
Louis, MO). Outer ring ('2 [}-labeled T, and rT, (sp. act. 1200 and 1174
uCl/ g, respectively) were purchased from New England Nuclear (Boa-
ton, MA). Dithiothreitol (DTT) was obtained from Calbiochem (La Jolla,
CA). Bradford reagents for protein determination were from Bio-Rad
(Hercules, CA).

Animals

Rainbow 1roul ranging {from 300- 600 g woere ublamed Tom B Zarco
hatchery located in the State of Mexicu, Cb* (w2) (w) ig (semi-cold
climate 5-12 C) {13). Fish were held under nalural photopeniod and fud
ad libitunt with commercial trout peliets (Purina). Fish were killed by a
blunt blow to the head, and the liver was rapidly removed and frozen
in dry ice-acetone until used. Collected livers (n = 40) were homoge-
nized in 1:10{wt/ vol} ice-cold homogenizing buffer (10 mm HEPES, 0.25
M sucrose, 10 my EDTA, pH 7). Ahiquots uf puoled homuogenates were
Qulck-frozen in dry jce-acetone and stured at —70 C until assayed.

Deiodination assay

Enzyme activilies in pooled homogenates were measured in triplicate
under varying conditions by a modification of the radiolabeled lodide
release method (14). The reaction mixture (total vol, 100 ul}, containing
liver homogenate diluted to the optimal protein concentration, was
incubated with approximately 100,000 cpm '®I-T, or '*-rT,, plus var-
able concentrations of nonradivactive thyronine, DTT, and PTU as in-
dicated in the corresponding experiment. Alsv, | pm uf unlabeled T, was
added to the mixture to minimize the IRD of the substrates. The reaction
was stopped with 30 ul of a cold salution coplainiag 50% normal bovine
serum and 10 mm PTU, immediately followed by 350 sl of 10% trichlo-
roacetic acid. After centrfugation (3,000 rpm % 10 min), the supernatant
was decanted onto a 1-ml Dowex-50X2 column equilibrated in acetic
acid. The {'1-), product of the delodination, was eluted with 2mi of L%
acetlc acid and counted in a gamma counter. Data are expressed in
femtomoles '**] reteaned per milligram of protein per hour Protein
content was measured by Bradford's method (15}, Baslc characterzation
of enzyme activity included the analysis of the effects of protein con-
ceniration (15-600 gl ime [15-60 min), and tem perature of incubation
(12, 24, and 37 C) Subseyuent analysis included subsirue and colactor
dependency and vffect of inhibiturs. Analysis uf the row data included
Lineweaver-Burk plots, and the graphical resolution uf the kinetic data
into twa components was performed as described by Hofslee (16}

Results
Definition of assay conditions

Because of the limitations inherent in using only one sub-
strate o detect both types of ORD, we have used both, **1-rT,

or "PI-T,. Protein-, lime-, temperatures amd pl-depemdeney
were delined with 2 oM ofeither subsirate. Enzvime acnvity
was linear up to 2 mg/ml of pratein per reaction mislure and
optimal pH was 7 (data not shawn). Optimal rates of deio-
dination were obtained at 23-25 C (Fig. 1), which is within
the usual temperature range for this specie (17). Incubation
time was fixed at 1 h for convenience.

Enzyme characterization

As shown in Fig. 2, saturability of deiodmation occurs at
much higher concentrations with rTy than with T, (1 um vs.
10 nm, respectively). This suggests fundamental differences
in the deiodinative pathways of these two substrates. Based
on these results, we examined rT, deiodination betwuen 0.5
and 2000 nm at various temperatures {12, 24, and 37 C) and
at high DTT concentrations (25 mm} with the idea of distin-
guishing more than one enzymatic pathway. As shiwn in
Fig. 3A, the enzyme seems to be more efficiont arownd the
physivlogical temperature {24 C). At this temperature, the
Eadie-Hofstee analysis of the data (Fig. 3B) clearly shows two
components, suggesting indeed the presence of twu path-
ways of rT, ORD. One of them has a high (T, K, (180 nm)
and a V., of 28 pmol "1/ mgh, whereas the other has a
lower K, (8 nm) and a V,,,, value of 2 pmol '“1lymgeh tn
contrast, T,-5 -deiodinase generated 3 single vontponent in
the Eadie-Hofstee plot with K, and Voot Lok asad 2080
fmol "t mg/h, respectively (Fig 43 Mhis espernment was
done at 25 mm DTT (see below and Fig. 5} These results
strongly suggest the presence of two pathways of QRD, e
that can dejiodinate both T, and 1y at low concuntrations,
and another that works at highur concentration that is de-
monstrable only with Ty in our assay conditions.

We then examined the effect of DTT on 8 -deadinase
activity at 200 nM™ eToand 1 nd T Figure 5 shows thar when
rT, is the substrate, the deivdinating activity is not modified
by DTT concentrations above 2.5 mM, whereas T, deiodina-
tion increases with DTT up to 25 ms. In experiments not
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Fio. 2. Effectof subatrate concentratson on hepatic 8 -deiodination ol
outer ring-labeled '*I.rT, or **1-T, by trout liver homogenates. A
wide range of rTy and T, concentrationa (0.6-2000 nM) was tasted with
26 M DTT, at 24 C, and otherwiae as indicatad in the legend 1o Fig. ).

shown, DTT concentration was increased to 35 mm without
further increase in activity.

To complete the characterization of the two pathways, we
then examined the effect of PTU. Condltions were chosen to
see the higher K, activity with 200 nM Ty and S mm DTT,
and the low K, activity with 1 nm T, and 25 mm DTT PTU
effectively reduced 1Ty deiodination activity, by S0% at | mm
and by 85-90% at 10 mM, whereas it failed to inhibit T, ORD
at these two concentrations (Fig. 6). On the other hand, the
inhibition by PTU was T, concentration-dependenl, bevause
1 mM PTU inhibited activity by less than 10% at substrate
concentrations of 2 nM or less (data not shown), which 1s
consistent with the T, deiodinase being the same as the
second deiodinase for rT,.

Discusaion

To the best of our knowledge, this s the first study in
teleosts in which Ty has beun used to characterize hepatic
5'-dejodinase activity. Because T; 1s a good substrate for
both type 1 and, type )) delodinases, it was more likely to
allow the idenb’hcadon of the two types of deiodinase ac-
tivities. The Eadie-Hofstee plot of data obtained with a broad
range of concentrations of rTy shows indeed two components
with K, and V. values in the range reported for mam-
matian type | and type I deiodinases. Furthermore, at con-
centrations better reflecting the high K, component, enzyme
activity has a low DTT requirement (Fig. 5) and is sensitive
to inhibition by PTU (Fig. 6) in a manner akin to the mam-
mallan type1(], 2). The two components obgerved are similar
to those found in rat cerebral cortex (18, 19) and in the
pituitary (20), tissues that contain both type | and type 11
delodinases. In contrast, ORD of '>I-T, showed a steeper fall,
with Increasing T, concentrations (Fig. 2), and when ana-
lyzed by the Eadie-Hofstee's method, it exhibited vnly o
single component with K, and V,,,,, values comparable with
mammalian type |l deiodinase. The demonstration of just
one component should not be taken as an indication that a
putative type | deiodinase in trout liver would not calalyze
ORD of T, On the contrary. the single componenl 18 a re-
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Fw 3 Kiacues ol ¥I'y-5 -deidination by trout hver husmiogenotes
Effec( of tempurature reactivn Except lur temperature und xubstrate
concentraliona, vther incubaton vundions were as iodicnted in Fiyg
2. A, Velotiy-subetrate conceniration plot at the indicated temper-
atures; B, Eadie-Hofatee analynis of dala obtained at 24 C. Two cum-
ponenta ware oblained with K and V_,, valuea of 180 and 8 nM and
28 and 2 pmol/mg-h, reapectively.

flection of the relatively low type I-medhated T, ORD and of
the limitations impased by the specific activity at ' 1T, o
measure the release of '** | when the predominant pathway
of deiodination is the type 1. Thus, it has been demonstrated
EmviOusly that T,-ORD can be detected in trout liver al
igher substrate concentrations if the activity is measured by
the production of T, by RIA (7, 21, 22), which would not be
possible if the activity were measured by the release of 7,
because, at high substrate concentrahuony, the travhongl rte
deiodination is very low (Fig. 2). In thu rat liver, i vontrast,
type [-mediated T, ORD can b demwonstrated buth by iso-
topic §’-deiodinalion and by T, RIA (23, 24). Nonetlieless, as
measured here, ORD of T, is dependent on DT and s
resistant to PTU, as reported tor manunalian tvpe Il in pi-
tuitary and brain (18-20, 25).
Previous studies regarding hepatic deindinating svstems
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Fic. 4. Kinetice of T,-6'-deiod[nation by troul liver homogenates.
Because of the iow level of '**[ release at higher concentrations (see
Fig. 2}, maximal '%L.T, concenlration tested was 9 nM; otherwise, the
asaay conditions were as in Fig. 2. The Eadie-Hofstee plot shows one
component witha K, valueof (.63 nmund a V, ., of 0.200 pmol/mgh.
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Fi1. 6. Effect of DTT on T, und T,-6'-deiodinution by treut liver
homogenates. The assay was performed using an isotopic solution of
200 nM '?°1-T; or | nm '*21-T, al indicated DTT voncentrations;
otherwise, assay conditions were us in Fig. 2. Each bar represents the
mean * SE of "**[ release aa percent of total counta (n = 3).

in teleosts have all been conducted using T, as substrate (6-8,
21, 22, 25, 26). The fact that total trout liver 5'-deiodinase
activity saturates at low T, concentrations (10 nm) is probably
the explanation for the previous failure to clearly identify
type | activity in teleostean Jiver and for the ubservation that
ORD had a low (7, 26) or ultra-low T;-K,, lype | activity {8).
Nevertheless, present results in trout liver and previous re-
ports in tilapia kidney (22, 25) have clearly shown the pres-
ence of rTy-ORD activity with the kinetic characteristics of
mamimalian type 1. Of note is the fact that, when used at high
substrate concentrations, both rT, (present results, 22, 25)
and T,-ORD (6) consistently exhibil a consplcuous, albeit
partial, resistance to PTU.

Present results show that the V..., of T,-ORD in the eu-
thyroid trout liver is 200 fmol "I/ mg proteinh. This value
is comparable with that found in hypothyroid rat pituitary
and higher than the values found in hypothyroid rat brain

150 -
T3 T4
? 1004 M T T
- S
control 1 mMPTU 10 mM PTU

Fiq. 6. Effect of PTU on rTy and T,:6'-dciodinution by trout liver
homogenates. Assays were performed with 200 ny "1, ur 1 nM
38T, ut the indicated PTU concentrations; otherwise, ussuy condi-
tions were us in Fig. 2. Each bas represcnts the mean sk of 49
release as percent of tota) counls (n = 3).

(27). Altogether, these data indicate 1hat there is abundani
type H deiodinase in the trout liver. Such o high specitic
activity and the targe size of the liver compared with brain
or pituitary are likely to be germane to the high 1y-circulating
levels in the trout, despite the lack of thyroidal T, seeretion,
under normal physiological conditions (28 -30). It should be
noted that thyroidal Ty secretion is higher in fasted trout (31).
Nonetheless, our data do not allow a quantification of the
contribution of each liver pathway to the extrathyroidally
produced T, in the trout. Such analysis would require in it
experiments beyond the scope of this paper. Furthermore,
the presence of high quantities of a type 11 T, deiodinase
could be relevant to the also-pecublar kinetics of Ty in trout
liver. Whereas rat liver rapidly equilibrates with plasma (32),
trout liver seems to have two compartments, a fast one and
a slow one (30). This latter compartment has not been ex-
plained but its kinetics of vxchange with plasma are remark-
ably similar to the pituitary (33), cervbral cortex (M), and
brown adipose tissue (35) in rats. The predonunant ORD in
these three tissues is type 11 Morcover, caleatalions ol tree T
in the nucleaplasma show that very high quantities of Iree 1,
exist in the brain and, in genera), in tissues with type 11 (36),
These findings are consistent with the presence of a perina-
clear compartment of high Ty concentration thatis dependent
on the activity uf ty pe 1 as postulated for cerebral cortes (35),
Thus, it is lempting to speculate that the pocudiar Kineties ol
exchange of trout liver T, from plasma is refated o the
presence of abundant type 11 Whether this internal vom-
partment dilutes the incoming T, from plasima v s the
reflection of another kind of compartmentation is sometlung
that will have to be investigated.

Previous studies have reported the presence of tvpe |l
activity in embryonic chicken liver (4), as well as in embry.
onic rat liver (Aceves C, unpublished data irom vur labora-
tory). The finding of abundant type 11 in adult trout liver
makes these observations even more interesting because the
expression of type 1l in embryonic bird and mammal livers
may be reflecting an evolutionary pattern.
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Cloning and Expression of a 5'-Iodothyronine Deiodinase
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ABSTRACT

Recent moleculur cloning sludies in mammals and smphibinnk
have demonatrated thal the types 1, 11, amd |11 delodinasos canstituwe
a family of solonoproteins of critical impurtance in molubolizing Ty Lo
ackive (i.e. Ty) and inactive (i.e. rT,) motabolites. In severul tikwuos of
tolooal fkh, various delndinaso procussor have beon doscrilid, Inil Lho
structurul snd functional charsctaerlstive of these engymes und thelr
rolationahip to the deivdiniwex presopt in higher vortebrutos remauing
uncertain, Using a complementary DNA lilwury dorived from the tiver
of the telooat Fundilus hetervelitin, we havo identified o complemen-

Ly DNA it ceslen for o deiwdinmee with [unctional chnencteristics
virtuully identicn] to thane of the mamimalinn sd nnaphibijnn type 11
duiedinuge, Sequuence anulysis denunatrntes o high degree of homol.
ogy aL both the nueteotide und predicted winine acid levels but ween L
Fundiduas clone and Lhose previously chaructorized type 1l enzyimes,
ineluding Lha prosonce of un in-fenmo QA codon Lthnl endes for ael-
onwcyslalng, Thems lindingw dumonstrate thut L dobedinase umily
of solenoprolwine bus been highly gonserved during vortobeote cvo.
Jutlon and underseoros Lheir importance in the regulation of thyroid
harmane netion, {Bucherinodugy 138 Gi42-G48, |1BAT)

HE THYROID axis in lish is similar in many respects to
that in higher vertebrates. Such simllaritics extend to
certain actions of thyroid harmones involved in the regula-
tion of development, growth, and reproduction in this spe-
cies (1-4). Furthermore, thyroid hormone receptors in fish
are highly homologous to those present in mammals and
share the same preferential affinity for Ty as compared with
other iodothyronines (5, 6). However, there is evidence that
the thyroid follicles in trout and other teleosts scercte pre-
dominantly, if not exclusively, T, (5, 7). implying that cir-
culating and tissue levels of the metabolically mare active
compound Ty are derived primarily inthuese spucies from the
5'.deindination of T, in extrathyroidal tissucs.

The deiodination of iodothyronines is cotalyzed by o G-
ily of selenoenzymes that have differing catalytic propertics
and are expressed in both tissue-specific and developmen-
tally-specific fashions (8). Information concerning the bio-
chemical properties of these enzyme are derived primarily
from studivs in mammals and amphibians. Twe deiodinass,
the types | (DIy and 11 (DH), serve an aclivating role by
converting T, to T, by 5'-deiodination, whereas the type 1l
deiodinase (DI facilitates S-deiodination, which converls
T and Ty to inactive metabolites (T, and 3, 3"-diiodothy-
ronine (T,), respectively). Similar processes of deiodination
have also been reported in fish (5, 9). In particalar, bath DI-
and Dll-like activity have recently been reported in certain
telcos! species [Orozceo, A, J. Silva, and C. Valverde-R, sub-
mitted for publication and (10)}. For example, our recent
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studies in Fradiefus heteroclitns, o small estuarine teleost na-
tive to North America (11}, have shown that the liver uf this
specics contains high levels of DI-like activity {10},

Complementary DNAs (¢cDNAs) for the DI, DI, and DI
fram scveral mammatian and amphibian specivs have re-
cently been identified (12-20). To date, however, liltle s
known of the structural and molecular feanires of the en-
zymes catalyzing deiodination in fish. Given the apparent
primacy in fish of extrathyroidal 5'-deiodination in the gen-
cration of circulating and tissue Ty, we sought to idenlify a
cDNA that codes for a fish 5" -deiodinase. We report bercin
the saceessful identification and expression of such a CDNA
from a F. iwteroclitis Jiver cONA library.

Muterinls and Methous
¢DNA library screening

A A g0 CONA library was propaced using paly(A)' RNA derived
Trom a b of five Jivers fromy male £ lieterieditns ireatod with extradiol-
174, The preparation of this lbrary has peevicusdy been deseribed (21)
and usnd tissue from eatrogen-tecated. animials so as o enhanee
represetation of vitellogenin cONAR. The ibeary was seecenied by
plague bybridition under kiw stringency comdivions acconiling o the
nwethonds of Lavs et al, (22). The Girst 305 nucleotides ut the asding region
ul ansmnphibian DIFCDNA (RC5 D) and a TH-nuckamide rat DEcDNA
(6b-short) that encompasses 2% af the anling regon ol Ll enzy owe
wore Wi together as probes by e initiol sereening protacol. Details
voneerning the isolation and structunes of these CONAs lave provioasly
beers published (19, 20). Positlve plagues were deteeted by aatoradiog-
raphy and puriffed by additional rounds of sereening using the hylsrid-
izatlon conditions described above and citlwr the amphilsan DIEor rat
DI cDNAs separately ax probes. cONA inserts (rom (he positivee clones
weer amplificd by PCR using, veckr-tased primwers, (IFCR ampliication
weas aweeessilaied by the loss of e Kool restaicton ensyme sibes o the
At vector during the Bibrary constrction process ) The PCR reactum
mindure o selecned Gone (esignated FRDITE wos then subypected o
agarose pel electraphoresis and the reaction product puntied asing the
QiAqgulck Gel Extraction Kit (Qingen, Chatswnrth, CAJ amd subcloned
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it pBluescripl using L pCR-Seript Cluning Kiv (Stratagene, La Jolly,
CA). The cDNA inserl wos sequenced on both stramds using veclor-
based and penc-specific primens and an aotimaled sequencing sysiem
with fuurescent dye teeminators {A pplicd Divsysleaw, Fuswer Cily, CA)

Radiolobeled cDNA probes fur library screening and Narthern anal-
ysis were propared a8 previously described ().

The hydrophoblcity profile of the FhDI protein was performed using
the Kyte-Dowlittle method with the MacDNASIS Pro compuler program
{Hitachi Saftware Engineering, San Bruno, CA), wherear prediclion o
the transmembrane domain was madve wsing the TapPred Il progrom
{24).

Preparation of a chimeric FhDI ¢DNA

A chimerle cONA wiss consiructed by splicing part of the 3 -untrans-
lated region of the full length ral DU cDNA (rNS43-13 which conlalng
an actlve selenocysleine insertion sequence (SECIS) clement, to the ¥
end of the coding reglon of the FhDI) ¢DNA using overlap PFCR mcthasds
analogous to those previcusly described (20). The entire coding region
of the FhDII cDNA remained intuct in this constvuct. The splice region
of the chlmerie cDNA was sequeneed Lo ensuee the accuracy of the
conslraction method.

Expression studies in COS-7 colls

Fur expression in COS-7 cells, the FhDI chimern ¢DNA was suls
chaned info the peONAY mamnulian expression vevior (nvilrogen, San
Divgo, CA). ¢cDNAs fur the rat DL(G2I, kindly provided by Drs. M. berry
amal 1% R. Larsen, Bustun MA), rat DIL{rBAT - | chiowera), and amplibian
Dl (XL-15) were subcloned inte the same vector s previously de-
scribed (20). COS-7 cells were cullured and transtecled as proviously
described (203, then maintained in cuflure medium for 48 b Ixfore
harvesting. After aspiration uf the medium, coll monulayers were
washed twice with PBS, and the cells then scroped fram the dish, pel-
keied, and sonlcated in 0.25 M sucrose, 002 . Tris/ HCL, pHl 7.4,

5D and 5D activilivs were determined in COS-7 eoll sopicalen ac-
carding to publizhed ncthusds (25, 26). Far the 571 assay, the reaction
buffor cuntnined 1 ma BDTA. In kinctic sludiea using £ and °1y, 5712
stivity was determined durlog a -l incubation in a S0 pl reaction
mixiure vohunie conlaining 2 ny of stnicate pritein and cither 0.5-6 oM
BTy or "M-T, as substrate” In these reactiuns, dithiothreitol al o
concentration of 20 ma was wsed an culactor. The extent of subwirate
ulilization was less than 52%. Tu correct for this degree of subsirae
tilizatlan [n kinetle studics, average subatrate concenteativng during
the incubatlon misture wene used in the analysis as detailed by Lav amd
Wilson (27). Kinelle conslanls were delermined from double necipracal
or Badie-Hofslev plots (28).

In otiver experiments, the 5'-deiodinase activity in soncales (rom
CO5-7 cells iransfecied with the G21 rat D cDMA (13) the BATI-1 ral
DIl eDNA (20) or the FhDI cDNA were delermined at different assay
incubation teniperatures, or in the abseace or presence ol [MTU {(10- 110
aM) or auruthioglumsc (0.01-10 pm). Ly these assays, deioduiase -
livily was measured during a 1 h lor temperature studies) ur 2 b (for
PTY and auruthioglucose sludivs) incubation using L5 am "5LrT, s
wbsirate and 20 mm dithiothreital as colnetar. Subsiraie willization was
"less tham 35% in these studics.

Initial studics employing T, as sabatrale used 1 nm LY, R s
dithivthreitol as cofactor, and a 2-b incubation perivd. Fur kinelic stndios
i with Ty a 1-hincubation period, 25 pl reaction volune containmng 20 py,
o wnicale proteln, 20 ma DTT, and 1.5-15 nm ur 15- XK nM I"'I-'I'.‘
were use. Subsirate wtilization was ess than 25%.

"Wl-labeled twdothyronines were ubaiaed frony du Pont de Nentours
[Busten, MA) and purificd by chramatography using Sephades 1LH-20
@igmn, S Lovis, MO} befure use, Prolein concentralions were dvler
mined by the methed of Bradford (29} with reagents obtained from
Bo-Rad (Richmond, CA).

BNA Preparation and northern analysis

RNA was prepared as previously described {21) lront livers of male
[Fheteroctilng. Paly{A)" RNA was isalaled by two cycles of dhiromalog-
tphy over aligo(d Theelluluse (Collaburative Bromedical Peadicts, Bueil-
lrd, MA). RNA gel clectrophoresis, transfer Lo nylon membranes, hy-

Bridicaum and washing ol Nanthern bluts were periuvrined s
previously duescribed for rat tissues (W) with the Hinal wash periormed
al ot CThae FhDH cDMA wan used s e priswg aad 1w Dlots were
expusen] 1o xeray (il fur | week.

Results

The F. helerodlitis cDNA libeary was initially screened at
low stringency with radiodabeled probes derved Tram the
cading regions of both a rat DI and a K. catesbeiana DI
CDNAS, Four positive clanes were isolated, all of which hy-
bridized only with the RC5 DI cDNA probe on subseyguent
screenings. No clones reacting with the rat DI prabe were
identified. (The effects of estradiol treatment on deiodinase
expression in F. icterachitus liver are at present unknown bat
could have influenced the relative abundance in the library
ol either the DI or Dty pe cDNAs.y Each ulthe [our positive
isolates were demuonstirated by PCR amplification 1o contun
a CDNA inseet of the same size | =1 Kilobase pair (kb)) The
nucleatide sequence of ane of these DN AS (esignated Fh-
DI was determined and is shawn in Fig. 1A, An open
reading frame, 798 bp in length, extends from pucleotides
#132-929 and cades for a protem wilh a predicted molecalar
mass uf 29.6 ka, Included i the apen reading frame is an
n-frame TGA triplet at codon #134 (nucleotide no. 531-533)
thatis predicted, like the other deiodinase cONAs isolated w
date (13-20), W code for selenocysteine. A comparison of the
FhDI with DI ¢DNAs isolated Trom R eatesivimi (19), rat,
and human (20) reveals 65- 68"4 nucloatide homology within
the coding region and thw same percentage of amino acid
identity (Fig. 1B). In contrast, homology to DI and DI
¢DNAz from several manmmalian and amphibian spocies is
considerably lower (less than 50% nucleotide conservation
and only 30% amino acid identity). Nonetheless, several
structural features of the FhDI protein are commun to all
types of deiodinases including, the highly conserved region
surrounding the selenocysteine residue, two hislidine resi-
dues at amino acid nos. 166 and 186 (31), and a highly
hydrophobic region in the amino terminus thal is predicted
to forin a membrane spanning domain encompassing ress-
due nos. B-28 {Fig, 1C).

Althougl the 37 end of the FhDI cDNA conlaing a stietch
of 15 adenosioes, po upstreaimn palyadenylation signal s
present, and hence this may nolrepresenla lrue poly(A) Laid
but rather may have cesulted during hibrary construction
from the olige(d T)-priming of first strand synthesis from a
region ol the muessenger RNA (mRNA} rich in adenosines.
This is relevant beeause the 3 -untransloted region of the
FhDH clone w only 53 naclestides in length and does nol
coutain a consensus SECH clement as cequired for the in-
corporation of selenoeysieine dureng translation (32). In the
absence of such an clement, attempts at expression of 1his
clone would be predicted to result in o truncaled, inachive
protein in that translation would terminate at the TCA
cadon. This indeed proved to be the case in that translection
of COS-7 vells with the FhDIL cDNA faiked to induce expres-
sion of deiodinase activity. Thus, to express and characteriee
the full length FhDE protes, a chimeric cONA was cun
structed by ceplacing mast of the short 3 untransland region
af the FhDIL clone with the corresponding region of the
N543-1 rat DI ¢ONA, which containg an active SECIS ele-
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1-1) and human (hZ44085) DII prutains, x
C, Hydrophaobicity plot of thu FhDII protain.

ment, The chimeric cONA was then transfected into COS-7
cells for functional studies.

Initial studies in COS-7 cell sonicates demonstrated that
transfection with the FhDII chimeric cDNA induced signif-
icant levels of 5'-deledination {52% dueicdination of 1 nm
radiolabeled rT,y during n 2-h incubation at 37 C; velocity =
29 fmol/minmg protein). In comparison, expression and
assay of the G21 rat DI cDNA in the same experiment in-
duced a considerably higher level of activity (velocity = 283
fmol/ min'mg protein), o finding consistent with previous
activity comparisons between ather DIFeDNAs and the G2
clone (20). [Wehaveshownpreviously that COS-7 cellstrans-
fected wilh the empty peDNAZ vector contain undetectable
levels of 5'-delodinase activity (20).]

Kinetic analysis of the FhDI-induced 5 -duiodinase acliv-
ity using Ty and Iy as substrates demonstrated low K,
values (0.5 and 1.0 nm, respectively) typical of a DI (Fig. 2).
The V.. value using Ty as substrate was approximately
twice the value abserved with T, resulling in V. 7 K, ralius
that were equivaient for both substrates. Thus, the FhDIL
enzyme appears to catalyze the 5'-delodination of T, and 1T,
with equal efficiency.

The ability of the FhDII deiodinase o catalyze 5-deiadi-
nation was investigated using T eadiolabeled on the vuter
ring at the 3'- or chemically equivalent 5-position, as sub-
strate and an ascending paper chromatopraphy method for
the guantitation vf reactinn products (33). No radielabeled I’
was delected as a product in these reiactions indicating [hal

131, rot (rBAT
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J T4 K= 0.5 0

10 Ymaa = 021U
. 8
: ]

g &

o g 6

T

>0 T »

~ £

T OE d Ty Ky = V0 Nkt
- Yinax = 0.45 U

2
T T T T T T T T T T
-2 8 4] 1 2 3
1/(8), om -1

Ik, 2, Kinetic onnlysis of Uhe expressed FhOLE chimern deiodinose
netivity, Anulysis by doublue reciproenl pit using T’y or ©T; us sul-
strates in COS.7 coll sunientes. V., vulues ure cepressed in unitsof
activily where | U = 1 pmol/imin - iy protein,

catalysis at the 5-position is not o feature of this enzyime (Fig.
3). Such results are again comsistent with the prapertics of 2
ML As o positive controd, abundant T2 Tormation {(~90%
conversion ol 1y to ) was oblained in COSB-7 cell sunicaies
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FhDM XL-15

Fic. 3. Duiodinase reaction proeducts formed during o240 ineabiation
with 11, (L n) os substrae nd dithivthrcin (50 ms) as co-luctor
in sunicalon of trvarfected COS-T celln, Shawn 1% o nutormdiogriph
of the zacending pupor cheomutography strips used Lo Lhe product
annlyrin (33). Dupliente strips ire shown for eagh sonicate. Cuntral,
tisgue-fruo vouction mixtures; FhDLL svvicales of COB-7 cells Lruns:
fected with the FRDIL chimeri; XL- 16, nunicales of COS-T eelln Lranx-
- fected wilh the XL~ 16 amphibian DI cDNA. The locution of %, T,
Fand lodide praks ure shown it Lho muryin.

Control

expressing the XL-15 amphibian DIl cDNA. An uneapected

finding in these studics was that considerable iodide (rep-
* resenting 18% of the radioactive T, substrate added) was
formed in the FhDU assay mixture indicating that outer ring,
or §'-, deiodination of Ty was occurring (Fig. 3). In contrasl,
no iodide formation occurred in the XL.-15 sonlcate mixture.

Confirmation of the ability of the FhDY cnzyme 1o 5'-
deiodinate Ty was sought by using ion exchange chiroma-
tography to separate the reaction producis (25). As shown in
- Fig. 4, 40% of the T, added as substrate was deiodinated at

the 5'-position by the Fundidus enzynw, whereas mipimal or
¢ noiodide formation was noted in sonicalesfrom cells trans-
- fecled with cDNAs lor the rat DIL(G21), the ral DY (rBAT1-1
chimera), or an amphibian DI (XL-15). {As noted above, amd
previous|y (20), these sonicates demonstrated very hipgh ley-
-els of 5'-deiodinase activity (rat Bl and rat DUY when vy was
- used as subslrale, or S-delodinase activity (XL-t5) when as-
« sayed using Ty, indicating that the relevant deiadingses were
- exprussed in these sonicales.)

The results of a kinetic analysis at 5 -deiodinase actwaly
wilh Ty as substrate is showin using an Badae-Flodstee plalin
i Fig. 5 and compared with the kinetic dala for T cited abuove,
The K,,, for Ty was considerably higher (340 nm) than Tor 1
or Ty and although a higher V., value was observed, the
Yo/ Ko, ratio was matkedly lower than for the other two
substrales (0.005 for Ty vs. 0.4 for 17, and 1)

The sensitivity of the FRDI deiodinase o mhibition by
rpropyl-2-thiouracil (I"'TUY and aurothinglucose (AThC) is
shown in Fig. 6. Analugous lo amplubian and mammalian
Dlis{19, 20), the Fundulus enzyme, when compared with the
mpressed ral DI (G21), was markedly resistant to inhibition
by PTU and 10-fold less sensitive to the effects of AThG.

« Bucause F. heteroclitis is a poikilotherm, the temperatuee
itlvity of the FhDIl deiodinase was determined in vitro,
A shown in Fig. 7, maximal 5’-deindinase activity was ob-
rved at 37 C, similar lo the paltern observaed with the
pressed rat DI and Dil cozymes.
A Northern blot of total and poly(A)' RNA devived from
heteroclitus liver was probed with the FhDI ¢cDNA (Fig. 8).
the lane containing total RNA, hybridization occurred
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Fic. 4, 5 Deindipnse wetivity dotermined during a 2-h incubution
s "L O M) s subwtrate wnd ditdsiothreito] (50 10M) o colue
twr. lodide furmntion wox quontified using ion exchinge chivnatog-
ruphy (26) ol reaction mixlures ulilizing suniculos of COS-7 coll trang-
feeled with empty peDNA3 veetor (Cont.), G21 ral DI rBATLL
chimera rat DI, X116 amphiblon DI, or FRDL chinkera <DNAS.
Vubues ropresent the meana of closely ngreving duplicate assay de-
lwrminations wnd ure expressed s the percentage of the substrate 1y
duiodinated. Yolues are normnlized for the differing nmounts of pro-
Win in the sonicoto preparalions,
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i, B Kinebie dika of the expressed FhiDL chimers doisdinuse ne-
tivity esing T s substrale und unulyeed by Eadiv-Holstoo plot. The
st COK-T eell soniente prepurotion used in the experimenta ahown
in Fig, 2 sas nsed o Lhis study, For compnrisan, tho kinetic data
derived using "Iy as aobatrate, wnd provieasly whown in Fig. 2, i
plottal on this Hgure as o dashel line ¥, vitbues are exporersed i
units of activity whore | U = 1 pnonl/miveng protein.

predominantly to a 1.3-kb RNA species, with a fainter band
at & kb poted. In the poly(A)' lane, hybridization occurred
only to the larger RNA spegivs.

Discussion
Using a ¢cDNA library prepared from £ heleroctitus hiver
RNA, we have isolated the first cDNA coding tor a fish
dandinase and have demonstrated using a chinwenic cDNA
constrict that the catalytic properties of the expressed eo-
zyme are remarkably simitar o the previously characterized
amphibion and mammalian DI enzymes (19, 20). Further-
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S wilcd s by B ol posses gy beatures Dypieal of ibymis
{111 b addivioe, thyrend fungtion las buen studiod i s
q:ler.iﬂ..lnd 4 marpssd seasonad varialion in T, sedretion lugim
e maticd M) 3 o brusr ol meany Disls spovies (8, ) L
adihition, woe have n.-rL'-iJ'_f ihiraeteriecd e desodinine ae-
Eivity im B F. beforoitus liver and have demoneiraied e
presence of both DI ancd Dil-like awtivity (1) Siusbivs of
5 -desodinaisom m lver amogeates of oilser Dzl AL by
dafferent mvestigators hawve ywhdod sewhat anflicling
data on the characterisios of Bwe domdingse pctiv ita's prosiog
i s tssae. However, Eales and sulleagoes (32 T8} e
conssiently demonsiried & bow K, DI-Dke aonivily i i
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LA st dhvnd casfisctur, i i cstaly s e 5" alemsbinativg

vd both these substrates with approxmately auad eifioeney

Furtlernione, the BRO deisndiiase s cesistant e oslsibidin

by Bulgg 1y cnsisoenirations ol IYIU apad deimenstraies dussnisind

swnsitivity 1o AThG as compared will e maninsalian DI

The structural features of te FhDIl correlate well with thse

functional characteristics in thal the cONA and prediched

aming acld sequencos are micat honokagous 1o the DI sub-

{amily of defodinases. [n particular, the FhDll cDNA con-

talns an alanine at amino acid no. 132, which is two residues

foward the amino bermibnus from (he .

of an alanine at this pasition has been a leature of
all of the Dl proteins characterized 1o date {19, 20). In con-
trast, the DI and DUI enzymes conlain a cysteine in this
locatbon. The functional significance of this difference in
structure iy as yet uncerlaln.

An unenpected strpciural Feature of the me and human D01
fDMAs |8 the presence of a secomal In-frarme TGA coduin
located |ust 57 1o an unambiguoss TAG (rathor TAA {luman]
st condony (200 Whether ihis TOA vosbes Tor & sevond sl
enocysbeine resbdue in these proteing is uncerlain, s could
depend on the selenium status of the cell. This dowistroam
TCA codon is nof present in the FhDI cDBA, however. [in
this respect, the FhDN more closely resembles the B aibis-
beinrea DHI, which also cumains anly a singhe TOA codui (19),
This suggeats that incorporation of a second selenacysheine

I8 nel essenlial for DAL activity, a fending thal we hawe -
ey confirmed by demmmstrating that mutagenesas ol fhe

secoid TOA codon o TAM e rat DI cDMNA shms ual il

the functional activity of uis enzyme (Croteau and 50 Cor-

mair, unpublished data) However, the essential natune of
the first solenocysteine to the catalytic aclivity of this family

of enzymies has clearly been demuonatealed by s (15, 16, 19)

and other investigators (13, 409 nuslagenesis of ihis realdue

o cysteine elther renders the enzyme inactive or reduoes thie

enlakytic wlischency by 1000k, The presemo of subrmeeys-

felne i the FROAD vneynw demaomsirales s conservation

theough vertebrale evolution, and thus lurhaer cnaphasies
i Hhe requisremiesd of this sare amino acid Tor effichont calalysis
| of ihe reductive delodination reaction,
| ]Ibturl:u'.‘llinn d.wh-:nuﬂlall:inu ITHTE] prulnnﬂ wrurs durr-
' ing translation and requites the presence of a specific stea
loap struclure {the SECIS clemont) in the 3 -untranslated
rephan of the mlMA (410 The 1-kb FRDI cONA i shorter
than the corresponding |.3- and G-kb KB A spocies ideadiliod
in Furdulus lver by Norther analysis ol appears to have
1 truncaled 3'-uniranslated region that lacks such 2 SECIS
element, Thus the relative efficivncy of transbabion of e
PR whin wtilizing its aative SECS elviment is koo
amd may differ from that ol U chimeric dMA cnsin
ward in s sludies.

Thee hbricd ising | 3-kb BNA sevm s e onal REA sanplye
w35 ik oSl g |.1|:-I:,'|."i:|' MM ks gisisd ||1|,|||,'.l|-||p_
that this shart RMNA Licks a polyiA)" il lis prosence sp
st that alternative mEMA processing ey be invelved in
regulstiing the expression of DU oy this qessee, T kb spes
s, wevet, is sinsilar in sioe bethe predommant D BNA
ipecies idemlified in samples of poly(A)® ENA prepared
fram several mammalinn tasees (207 bl s birger tan the
predominant | 5-kl mENA presewt in K. catesheiin {195 I

ouniheisd, e BN As cosling: o W 130 sl D FTFD weingsei jigs iree
apj ropintiely 3 LD i seae (LY 18]

Flae FREHY wlemmliingsg diomsindlis o kg ooyl
SN FLATT I'..|l|'||_'|:|l_ ils .1I.1i|i|:.I Lin -r.jl.l!:,-'n'. allasin witis |1.'I.||||'r|:|'
[ efficicingy, the 5-deiodmathey o Ty Such activily lus not
proviously beei noted in any of the deiodinases character-
ized to date, including the amphibdan RCDI cDNA (V. A
Calton, peesonsl comnwnicativa). Thus, comparative stud-
les with delodinases from other species may provide inter-
osling insights intw the structure-function correlates of this
unique cafalytic activity. Notably, 5°-deiodination of T, has
been observed in foloost tisaue homogonates; Plmbsn and
Eales (37) have described “weak” §'-defodination of T in

rainbow troul liver ha incubated at 20C, the high-
o8l ature at which they performed their assnys. The
physiolopleal significance of this catalytic activity, however,

may be relatively minor given the marked preference of e
PO oo wiiliee Ty and ¢Ty ms substraies,

Early atudics comducted by Loatheramd (42} In il liver
Iwmnogenaibes suggestod Ueal il ogedanal temperstore T
S duiomdinativm i this lissus was 20 Do these stsdics, o
] cosfactom were ivcludied in tha trout liver resction nsix-
Tures and the substrate concentration was so high (1.4 e T,
as (o prechudy distingueshing between 1 aod DI actinly.
Thiss, a comparison of thise dala with oo is problematic
FHawwwer, mioeye vecent dala Teons osar hLﬂrrnlu:}l Isawee e
vmsbraled that DAL ctivity as duterosinasd i polaiin fnout leer
Iwmsgersales s masiawl ab 25 C (Ulmwoees, A | Sdlva, amd C
Valverde-K, subiitted fue publicots). 0 was, tweoelon
sumewlat surprising o find that the thermal activity profile
il e FhDM deiodinase was the saimswe as thal of the mam-
ralian D and DI ercgyrmes with maxienal activity noked ai
A7 C. Such diflennees between the lempermtune seisitivities
il Wit drasisl i Frmifuilies eneymes csuld reflect thelr differ-
ent halbiats in that the baber species lends 1o reside in warmer
walirs, Slinilar shservatives shiswing maslimal aclivity of an
Aniphiibsian 0120 37 T have bew s i frssam Do
fron 8. pofesbaian (%, AL Gallboon, porsonal conumumicalion

I sapinmansy, slthouigh provimes stedies ave docamemed
that Hwrre ance brogsiertaad apevics dilfereoes. inthe Lissae aod
develugmenilal palterms of espression of the LI, the preseim
atundy demongirabes that the stragtural aimd functional char-
acleristics of the D grolein lave Been bighly amseeved
sl iing wsluifania, Thas -|.I|r|1'|'||,||.'.~:.hl.I|I||||1.|I|.'\'ql-|.'|1n' Meal this
vy serves w0 impariant physislogical role. The avail-
abifity of e FRI CDNA should Gacilitate furiber st
gattuns pike e nsbe of thyroid harmomes amd their siwtabols
il i fiste,

Awbinowe led gaaenis

Tl aidibuirs isds b @ik AL Aosiae Byoe lia paading thye |
bbovanhifms bver o 1B, libeary gl pemssadis 1L ey, Blark sfinsle
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Salinity Modifies Hepatic Outer-Ring Deiodinating (ORD) Activity in Fundulus
heteroclitus.

Aures OROZCO.', Paul J. LINSER? and Caros VAL VERDE-R.'

'Centro de Neurobiologia, UNAM. A. postal 70 228, México 04510, D.F.;  Whitney Laboratory, University
of Florida 9505 Ocean Shore Bivd, St Augustine FL 32086.

INTRODUCTION

Thyroid hormone (TH) effects are mediated by specific genomic mechanisms triggered by T,
which derives from extrathyroidal T, deiodination through the activating ORD pathway. This deiodinative
route is catalyzed by two enzymes known as DI and Dil. The inactivating pathway is catalyzed by DIil.
Thus, organ-specific thyronine deiodination results fundamental in regulating both: circulating levels and
the local intracellular concentration of active and inactive TH. The regulation of the deiodinative pathways
is also organ-specific and depends on three major aspects: the supply and availability of TH; the energetic
balance of the organism, and the interplay with some neuroendocrine messengers . In contrast to the
rest of adult vertebrates, fish constitute a unique example of hepatic DIl activity expression. This distinct
finding suggests that fish liver plays a dual role contributing to the generation of circulating as well as tissue
T, thus also suggesting differences in fish hepatic ORD reguiation *. An interesting model to study ORD
pathway regulation is osmotic challenge. Indeed, osmotic equilibrium is a precise balance in which the
coordinated interplay of a mayor portion of the neuroendocrine array plays a pivotal role . The participation
of TH in this process is poory understood, but prolactin (PRL) and cortisol (Ct) are well known key
hormones for freshwater (FW) and seawater (SW) survival respectively ‘. We are here analyzing the
possible involvement of hepatic ORD during hypo-osmotic demands in an euryhaline specie.

MATERIALS AND METHODS.

Male F. heterociitus (2-8 g) from the Matanzas river (St Augustine FL) were coliected in August
1985 and 1996. Fish were kept in SW tanks and fed a¢ /itvium for at least 3 days prior to the experimental
procedures. Three different experiments (Exp) were conducted. Exp A, in which a group of fish were
transfered from 100 % SW to 50 % FW-SW; Exp B, in which animals were implanted with Ct (coconut oil,
25 ug/g), and Exp C, in which Ct was implanted 48 h prior to transfer to 50 % SW. in ali cases, fish were
sampled 0.5, 1, 2, 4, 8, 12, 24, 48 h elther post-implant or post-ransfer. Hepatic DI and DIl activities were
assessed by the radioiodine release method as previously described °.

RESULTS AND COMMENTS

Initial kinetic studies showed that, as trout. Fundulus liver contains both, DI and DIl enzymes with
Km and Vmax values of 93 and 1.3 nM and 36 and 2.5 pmol "2i/mg/h respectively. Furthermore, 12 h
under a mild hypo-osmotic challenge (Figure 1, Exp A), resulted in a significant (p < 0.01) and sustained
increase of DIl activity for up to 72 h post-transfer (data not shown). DI activity remained unmodified. On
the contrary, in Ct-implanted fish, both enzymes showed a 1.5 fold increase. However, whereas D!
exhibited a sustained increase (417 - 50+ 8 pmol 'Zi/mg/) for up to 72 h post implant, DIl showed an
initial increase (535+81 fmol "/mg/) followed by a progressive decrease reaching control levels at 60 h
post implant Hypo-osmotic challenge on previously Ct treated fish (Figure 1, Exp C) resulted in a



significant and sustained decrease on DI activity (2 fold) as compared to controis at 2-4 h post-transfer. In
contrast, Dl showed a transient peak of activity at 12 h post-transfer.
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Figure 1. Effect of hypo-osmobic challenge on hepatic Fundulus D/ and Dil activies. Open bars correspond 1o Exp A
and closed bars to Exp C. Each bar represents the mean + S.E. from wo diffevent expenments (n=11) performed in
Mo different years (August 1995 and 1996)

The experiments described above confirm and extend previous studies showing that the liver of
euryhaline fish expresses the two enzymes that catalyze the ORD pathway. Of note is the fact that
Fundulus hepatic DIl is ~ 5 times higher than its counterpart in trout °. Furthermore, present results
demonstrate that both hepatic enzymes exhibit a conspicuous differential response to Ct andior to a mild
hypo-osmotic challenge. A sound interpretation of these findings is preciuded by the paucity of information
regarding the physiological role of TH in maintaining hydro-osmotic homeostasis in marine euryhaiine
species. However, as the tme course of the enzymatic change suggest, TH seem not to be instrumental in
the instaliment of the acute inital adaptve response. Furthermore, a number of neuroendocnne
messengers involved in hydro-osmotic homeostasis, including PRL, Ct and growth hormone, are known to
reguiate peripheral thyronine delodination in other vertebrates . In this context, our results suggest that Ct
and other messengers (PRL?) co-participate regulating both the generation of circulating and tissue T, in

fish. Current studies in our laboratory are aimed to further understand the functional meaning of these
observations.
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Figure 1. £ffect of hypo-osmotic challenge on hepatic Funduus DI and Dl activites. Cpen bars correspond 1o Exp A
and closed bars to Exp C. Each bar represents the mean + S.E. from wo different expeniments (n=11) performed i

Mo different years (August 1995 and 1996)

The experiments described above confim and extend previous studies showing that the liver of
euryhaline fish expresses the two enzymes that catalyze the ORD pathway. Of note is the fact that
Fundulus hepatic DIl is ~ 5 tmes higher than is counterpart in rout °. Furthermore, present results
demonstrate that both hepatic enzymes exhibit a conspicuous differential response to Ct and/or to a mild
hypo-osmotic chafienge. A sound interpretation of thesa findings is precluded by the paucity of information
regarding the physiological role of TH in maintaining hydro-osmotic homeostasis in marine euryhaline
species. However, as the time course of the enzymatic change suggest, TH seem not to be instrumental in
the instaliment of the acute initial adaptive response. Furthermore, 8 number of newoendocnne
messengers involved in hydro-osmotic homeostasis, including PRL, Ct and growth hormone, are known to
regulate peripheral thyronine delodination in other vertabrates ¢ In this context, our results suggest that Ct
and other messengers (PRL?) co-participate regulating both the generation of circulating and tissue T, in
fish. Current studies in our laboratory are aimed to further understand the functional meaning of these
observations.
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