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RESUMEN

En el presente trabdjo se estudid la porticipacidn de la
dehigroepiandrosterona {DHEA} un andrégenc supramenal, en el desamollo vy ia
funcidn de la glandula tiroides en el embridn de pollo. Se administré DHEA
durante Io incubacidn del embridbn de pollo vy se evalud la actividad de lo
glandula tiroides al nacimiento. Se utilizaron huevos fértiies que recibieron por
aspersidn en el tiempo cero de incubacidn, una ddsis Unica de DHEA (120 ug/ml).
La absorcidén de DHEA se realizd en forma gradual vy a los 21 dias cada hvevo
absorbid 2nM. Un dic después de la eclosidn, los pollos se sacrificaron colectando
la glanduia tiroides y Ia sangre de éstos. Se hizo un estudio morfométrico de los
foliculos tiroideos pora evaluar los cambios encontrados. Con el suero. se
cuantificd las concentraciones de hormonas tiroideas como trivodotironina ( Ta ) v
troxina { T« ). Las medias de radioinmunoandlisis especifico en los resultados
obtenidos. con respecto a los testigos fueron: una disminucidn del drea folicular en
ia glanduls tiroides y una disminucidon en la concentracion circulante de hormonas
troideas: Ta disminuyd de 76.7 ng/dl o 57.83 ng/dl . con una disminucidn menos
drastica de T4 { 0.451 ug/dl a 0.393 ug/dl ). Concluyendo que la administracién de
DHEA, modifica ia funcidn tircidea en la etapa embrionaria del pollo.




INTRODUCCION

Esta tesis forma parte de un proyecto Que estudia la interrelacidn de las
hormonas esteroides suprarenacles con otras glandulas durante el desanrolio de
aves domaésticas.

Las aves domésticas como pollos, patos, pavos etc. presentan una
velocidad de crecimiento mayor que la de los mamiferos y tlenen una aita taza
de conversidon alimenticia {cantidad de alimento necesario para producic un
kilogramo de carne) y como todos los organismos vivos su desarolio y crecimiento
se ve afectado por tactores externos. como son las nutricionales, ambientales y
por factores internos, tales como los genéticos, celulares y neuroenddcrinos.

Por lo tanto, todos 10s estudios que se realicen para obtener inforrmacidn
sobre su compiejo sistema fisioldgico en su desarmollo y crecimiento son
importantes para el mejoramiento de su produccion y calidad.

El propdsito del presente trabajo de tesis fué estudiar a

participaciédn de la
dehidroepiandrosterona {DHEA). en e! desarolio y funcion de

la glandula tiroides
del pollo en su etapa embrionaria. Lo DHEA es una hormona esteroide producida

por las gléndulas suprarenales en los vertebrados(Ganong. 1994).

La mayoria de los estudios que se hon realizado hasta la fecha sobre el
efecto de Ia DHEA sobre tiroides, utilizan mamiferos como ratas y conejos en
etapa prepUber y adulta: sin embargo. hay pocos sobre la etapa prenatal y
ninguno en aves; por tal motivo, se requiere explorar los cambios que se pueden
presentar en la morfologia vy fisiciogia de la gldndula tiroides por efecto de una
administracion de DHEA en el desarrollo embrionario del polio.




TIROIDES .-

Lo gidndula tiroides es una gldndulas enddcrina tiene un importante papel
en la regulacién del metabolismo celular a traveés de ia sintesis y secrecidn de dos
hormonas: la Triyodotironina { T3 ) y Troxina | T« ). que Intervienen en muchas

funciones metabdlicas de los organismos.

Locatlizacién € irrigaciéon:

La gidndula en los organismos homeotermos esta formada por dos Idbulos y
en el pollo se localiza en ambos lodos de la tradquea sobre la cara ventrolateral
del cuello, por fuera de la cavidad del tdrax ( Figura 1). se puede encontrar
adherido a la cordtida comdin por encima de Ia unidn de la arteria cardtida
comun con la arteria subclavia: su ifigacién se da por las arterias tiroideas craneal
y coudal proveniente de uno rama de la arteria cordtida comun { wentworth y

Ringer .1986 ).

Figura 1.-Localizacion de la gliandul
tiroides ( T ), la paratiroides ( P ), y el timo
{ t ).en el pollo ( Esquema tomado de
Wentworth y Ringer , 1986)




Embriologia e Hi lowi

En las aves domésticas. la glandula tiroides tiene una  estructura similar a lao
de los mamiferos { Astier, 1980 ). Su formacion comienza el 2o. dia de incubacion,
se deriva de un primordio del piso faringeo que surge al prncipio como una
evaginacidn de dicho piso cerca del primer y segundo par de bolsas faringeas.
€l primordio medio viene en forma de copa bilobulada con un talio estrecho
unido a la pared de la faringe, después se da la ruptura det tallo y la migracion y
separacion lateral de los Idbulos como estructuras de  forma creciente. Su forma
y posicién definitiva ocure en el 50. dia de incubacion [ Romanoff, 1960:
Astier.1980: Wentworth y Ringer 1986 ).

Lo glandula se compone de foliculos que tienen forma de una esfera
hueca formada por una sdla capa de células epiteliales que limitan un espacio
repieto de liquido: el espacio interfolicuiar esta ocupado por vasos y tejido
conectivo. La cavidad del foliculo contiene un materiol geiatinoso de color
ombarino que recibe el nombre de coloide ( Wentworthy y Ringer. 1986; Ganong.
1994 ). A diferencia de los mamiferos, Ia gladndula tiroides de las aves carece de
células parafolicutares o células secretoras de calcitonina { Astier, 1980 ). ver
Figura 2.
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Figura 2 .~Asp histolégico del foliculo tiroideo ( tomado de Flores y Cabeza de Flores, 1992 )




Histoldgicamente la tiroides es encapsulado por tejido conectivo reticular.
ios foliculos estdn compuestos por epitelio endodérmico de diferente altura
dependiendo de su actividad. El epitelio varia de plano g cilindrico que depende
secrecion { Romanott 1960 : Wenthworh y Ringer . 1986 ).
troideas las células foliculares producen una
lamadaa tiroglobulina ( TG ),

de su estado de
Ademads de las hormonas
glucoprotrina de  alto peso molecular { PM 680 000 )
que forma la mayor parte del coloide y tiene la propiedad de yodarse debido a
su orlentacidn espocial. favoreciendo con ello la sintesis de hormMmonas que
permanecen almacenadas dentro del foliculo( Fiores y Cabeza de Flores. 1992 ).

Ontogeni
La glandula del embrdn de pollo de 7 dias de
concentrar yodo ( 12 ). @ pesar de que a esta edad {os foliculos y el coloide no
yodo se une a la

incubacion puede

son visibles. En el Po. dic. Ias gotas de coloide son visibles y el

troglobulina. y el embridn es capaz de formar monoyodotirosina. En el 13o0.. dia
la troldes crece abruptamente. el yodo se acumula y se incorpora al coloide

folicular | Romanof, 1960 ). Despuédés de los 10-11 dias de incubacidn, ia tiroides det
embridn de pollc comienza su funcidn y secrecidn de tiroxina: en el decimoprimer
dia la troides es estimulada por i hormona estimulante de la tiroides | TSH ).
proveniente de la sintesis y liberacidn de Ias
hormonas tiroideas { Wenthworth v Ringer, 1986 ).

la adenchipdfesis, que regula

Fisiologia .-
La tiroides sintetisa y secreta dos hormonas:
{T 4). yla trivodotironina ( T 3 }; ambas hormonas se sintetizan en el coloide por

la tetrayodotironinag o tiroxina

yodacidn y condensacion de las molécuias de tirosina, difiiendo entre si por un

atomo de yodo.



Biosintesis de la Hormonas Tiroideas .-

Lo sintesis de las hormonas tiroideas ( HT ) en aves es muy similar a la que
ocurre en los mamiferos. El yodo es el elemento principal en la sintesis de estas
hormonas . y la principal fuente de éste son los alimentos y el agua: en el o, dia el
primer yodo inorgdnico aparece en la tiroides y se sigue concentrondo hasta que
en el dia 19 el 40% del yodo estd en la tiroides del embridn, el otro 40% en otras
partes del embridn y el 20% restante esta en el huevo( Wentwort y Ringer. 1986 ).
El proceso de biosintesis ocurre de la siguiente manera:
1.-Capracién del! yodo:

El yodo Inorgdnico que Ingresa por el tubo digestivo, pasa al torrente
sanguineo, y es incorporado por las células foliculares por dos mecanismos que
son: ditusidn desde el liquido extracelular. y por un transporte active conocido
como: Bomba de yodo. que formao un gradiente electroquimico membranal e
intfracelular dependiente de la hormona estimulante de Ila tiroides { TSH ): la
velocidad de captacidn es considerada como un indice de ia velocidad de
sintesis y liberacién hormonal,

2.- Oxidacicn:

Una vez dentro del foliculo el yodo inorganico es transformodo a yodo
orgdnico., mediante un proceso  enzimdtico en el Qque intervienen la
tiroperoxidasas y que se conoce como oxidacion. Esta reaccidn tiene lugar en I
interfase célula-coloide e intervienen de manera estimulante TSH.

El yodo ya oxidado se incorpora a la 16, formdandose asi las yodotirosinas
como la Monoyodotirosina { MIT } v ia Diyodotirosina { DIT }. Ia primerga se forma
cuando se incorpora un adtomo de yodo en ls posicldn 3 del nicleo aromdtico y
ia segunda cuando se afade ofro en la posicidn 5 , esto ocurre dentro del

coloide folicular { Figura 3 }.




~Acoplarmento:

£! mecanismo en el cual produce ia unidn de las yodotirosinas MIT y DIT
formando compuestos bioldgicamente activos se llama acoplamiento { figura 4 ).
asi dos moléculas de DIT se combinan para formar Ta © por ofra parte una molécua
de DIT se une a ofra de MIT para formar Ta ( Figura 3 y 4 ). Este proceso se cree
qQue ocure dentro de la misma molécula de TG permitiendo la unidn de
moléculas a través de enlaces peplidicos.

El acoplamiento es defectuoso en estados de carencia de yodo. en
auvsencia © deficiencia de TSH y en tratamientos con drogas antitroideas
{ Wenthworth y Ringer . 1986).
4.-Secrecion.

Por medio del estimulo de TSH las hormonas tiroldeas contenidas en las
moléculas de TG del coloide folicular son introducidas al espacio intracelular por
endocitosis. sobre estas moléculas acivan lisosomas de actividad proteolitica que
las hidrolizan liberando Ta. Te. MIT, DIT, 12 y TG,

La Ta y T« son enviadas a lo circulacidn por exocitosis © quedan
almacenadas en el foliculo. En este UItiMo caso, se combinan con la TG vy si es
necesario la TG es hidrolizada para liberar tiroxina, si aumentan las necesidades
del organismo.

Cuando las celulas tirocideas se activan capton coicide por pinocitosis,
donde los granulos de coloide se fusionan con ios lisosomas, Ias uniones peptidicas
entre los residuos yodados y la troglobulina son rotas por proteasas y es entonces
cuando la T, vy la T, son liberadas a! citoplasma.

Los tirosinas yodadas son desyodadas por una yodotiosindeshalogenasa,
pero esta enzima no ataca a las  fironinas yodadas como Ia T3 v la T, . las que
pasan a lo circulacién; el yoduro liberado por la desyodacidn de tirosinas es
uvtiizado de nuevo { Ganong. 1994 ).
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Figura 3.- Biosintesis de la hormonas tiroideas: 1)captacidon del yodo, 2)oxidacidn, 3)formacion de
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tomado de Flores y Cabeza de Flores, 1992)
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Figura 4.- Las moléculas de la Tirosina, la Monoyodotirosina, Ia Diyodotirosina, Ia Tetrayodotirinina

y la Triyodotironina ( Barrington, 1975)

‘Transporte, Metabolismo y Degradacién hormonal..

las hormonas tiroideas se unen a  aigunas

En el tomente sanguineo,
de ésta manera son transportadas.

proteinas plasmdaticas.
o menos tres proteinas

Se sabe que en los vertebrados existen por
transportadoras: la inter-a globulina{ TBG ) que  es la pdncipal proteina piasmatica
transportadora de las hormonas tiroideas, la  preclbumina { TBPA ) vy la albumina
(ALB } ( Robbinsy Rall, 1960 ). Se ha visto que los pollos carecen de TBG y por
consiguiente Ias hormonas tiroideas se encuentran unidas a la albumina y en
menor poarcentaje a la TBPA | Mitchell y Steles. 1984: Tata y Shellabarger. 1959 )




Lo concentracidn plasmdatica de 1as hormonas tiroideas ha

sido medidao en
diferentes especies animales, y se ha visto que en

las aves la concentracidn de T,
es menor o similar que en i1os Mmamiferos, No asi 1a concentracidon de Ty que es 26
3 veces mayor { Tata y Shellabarger. 1959: Astier. 1980 }.

El higado y los rinones desempenan un impornante papel en el calabolsmo

de las HT, iInterviniendo en la desyodacidn. Parte del yodo liberado es excretado

en la orfna, pero la mayor parte retorna c Ic tiroides, donde puede ser utilizado de
nuevo. No todaos las secreciones hormonales siguen este camino, ya que otfra
pare se conjuga principaimente en el higado con la formacidén de glucordnidos o
vltatos. que penetran en el intestino con la bilis. A partir de aqui. algunas troninas

vuelven a la sangre y el resto se pierden en ta ofino y las heces { Barrington, 1975 ).

Lo velocidad de degradacion de las HT es muy rapida en las aves como
consecuente de su corta vida bioldgica. ia cual se mide en horas: en pollocs la
vida mediade la T«esde: 3.3 a 83 hr. { Wentworth y Ringer 1986 ).

Regulaciton de las hormonas tiroideas.-

La actividad de la glandula tiroides es regulada por la TSH que es

producida por la adenohipdtisis. esta regulacidn se da tempranamente en el
desorrolio embrionario del embriéon de pollo { Thommes v col.. 1992).

Et eje hipotalamo-hipdfisis-troides es un sistema de control dinamico
negativo, en el cual un incremento del nivel circulonte de HT frena Ia secrecion de
TSH. estimulada a su vez por la hormona liberadora de trotropina { TRH } que
proviene del nipotalamo.

it s i e




Lo TRH. es producida por las neuronas del hipotdlomo, tiene la capocidad
forma a partir de un precursor

de estimular la liberacion de TSH y se
los ribosomas y sobre el cual

macromolecular. probablemente sintetizado en

actua una enzima llamadao TRH-sintetasa.

Al ser sintetizado pasa al sisterma de vasos porta hipofisiarios. por donder llega
a los células tirotropas de la adenchipdfisis. estimulando la sintesis vy liberacidén de
TSH.
La TSH es una glucoproteina con peso molecular de 28 000 daltons, que
contiene 211 aminodcidos. hexosas., hexosaminas y acido sidiico: se compone de
dos subunidades. alfa y beta, siendo la beta ia que le da su especifidad funcional.

La TSH es caopaz de estimular varias fases del! metaboiismo tiroideo por
mediacion del adenosin 3-5 monofosfdato ciclico: la TSH octiua combindndose con

un receptor especifico en la membrana de la célulo tiroidea. estimulando Ia

produccion de yodotironinas. El esquema del sistema de retroglimentacion del

eje Hipotdalamo-Hipdfisis-Tiroides se ilustra en la Figura 5.

La accidn de la TSH sobre la glandula tiroides produce un aumento de su
volumen y vascularidad. aumenta la captacidon de yodo por ésta, aumenta la

forrmacidn de tiroglobulina y su yodacidn, la sintesis de hormonas tiroideas y su

liberacion { Flores y Cabeza de Flores, 1992 ).




Figura 6.- Si de retr

del ¢je hi Al hipofisi

P iroides ( Esq do de
Flores y Cabeza de Flores, 1992 )
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tiroideas penetran en las células vy

Ia Ta se une a los
receptores en los nucieos, T

se une Mds lentamente. ya que ia moyor parte de
ésta se convierte en 13. Enseguida, el complejo hormona tiroidea-receptor se une
al DNA y aumenta la expresion de genes especificos. Los RNAmM resultantes

favorecen la produccidn de varias enzimas Que modifican 1a accidn celular
{ Ganong, 1994 ).



Funciones de las hormonas tiroideas.-

La aportacidén de las HT es indispensable para el mantenimiento adecuado
de ia mayoria de los organos: son indispensables para el desarrollo del embridn
ya qQue su ausencio en el principio del desamollo viene con un dafio severo e

imeversible del sisterma nervioso y retordo en el crecimiento.

Entre las principales funciones de las hormonas troideas se encuentran: ia
regulacidn de la oxidacidn de carbohidratos y grasas, ia sintesis de proteinas
estructurales, la formacidn de componentes enzimdticos esenciales y su

exportacion a todas las  células dei organismo | Tata, 1980 ).

tas funciones de las HT se pueden resumir de la sigulente manera:
aumentian el metabolismo basal. el consumo de calor, la absorcidn de Ila
glucosa. la gluconeogénesis, glucogendiisis, el catabolismo proteico, y junto con
la hormona del crecimiento promueven el crecimiento somdtico vy la

diferenciacion celular [ Flores y Cabeza de Flores, I992).




LAS SUPRARRENALES,.-

Ltas gidndulas suprarenales son dos estructuras de forma mas o menos
piramidal situadas encima de ambos rinones: constan de una parte superficial o
corteza vy una porcion central o meédula. Su irrigacion proviene de tres ramas
arteriales principales: lo superior, la rama de Ia frénica: la medio. rama de la corta:
y la inferior, rama de la arteria renal . En forma secundaria son irrigadas por la

arteia ovaricq. Ia espermatica y las intercostales { Williams, 1985) .

En aves. Ia suprarrenal es diterente o la de los mamiferos, se forma de tejido
cortical y ceéluias cromatines intermesclados entre si; las células corticales se
agrupan en forma de cordones que salen del centro de la glandula. y forman el
70-80% de lo misma. El tejido cromafin esto formado por dos tipos de céjulas: las
que liberan epinefrina v Ias que liberan norepinefrna y se encuentra en un 15-25%
en el tejido adrena! { Harvey. 1988).

La suprarrenal cortical en aves se divide en dos zonas: la subcapsulor y la
interna. La primera produce la aldosterona y la segunda la corticosterona.

Hormonas suprarrenales.-
En los vertebrados estudiados hasta el presente los pringcipales esteroides
elaborados por la corteza suprarrenal son: glucocorticoides. mineralocorticoides y

hormonas sexuales y que reciben su nombre segun su accidn predominante.

Todas tas hormonas corticales son esteroides con la misma estructura basico:
el ndcleo ciclopentanopershidrofenantreno. Sus diferentes modificaciones generan
las hormonas esteroides con sus diferentes funciones.




El prncipal precursor de lo sintesis de hormonas suprarenales es el colesterol
donde se anaden o sustraen a este nucleo radicales quimicos. dando como

resultado diferentes productos finales.

La via metabdlica de la biosintesis de esteroides mejor conocikda es la que

implica la conversion de colestera! a pregnenolona, la que es transtormoda por

una serie de enZimas estables en los principales corticosteroides activos

bioldgicamente ( Williams, 1985; Eisenstein, 1970 ) Figura 7.

Ltos glucocorticoides, son representados principalmente por el cortisol,
cortisona y la corticosterona; esta Jitima es la mds importante en aves y
roaedores [ Horrobin, 19746 ) y actuan sobre todo en el metabolismo proteico. lipidico
el catabolismo proteico. el aumento de

y de carbohidratos. promueven
incremento de glucosa en la

produccidn de glucdgeno | gluconeogénaesis ) y el
sangre, ademds de la movilizacidon de lipidos de sus depdsitos en tejido adiposo.

Los rmuneralocorticoides, de los cuales el mds importante es la aldosterona.
que actidan principalmente a nivel de ios tubulos renales. lo mucosa gdstrica, las
gladndulas salivales y sudoriparas, estimulando la reabsorcion de sodio y ia pérdida
de potasio.

Entre las hormonas sexuales se encuentran la androstendiona y iac

dehidroepiandrosterona (DHEA}. esta Ultima es la principal y la Unica secretada

en cantidad fisioldgicamente significativa. La produccidn de andrégenos vy

estrogenos es pequena en comparacion con la produccion de estas hormonas

por las gonadas { williams 1985 ).
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La sintesis de cortisol y androgenos estd regulada por el eje hipotdlamo-
hipdfisis-suprarenal por accién de la hormono adenocorticotrépica { ACTH )
producidc por la adenohipdfisis. La sintesis de mineraicorticoldes, se regula por el
sisterna reninag-angiotensina. los niveles de sodio y potasio y los cambios de
volumen de mineralcorticoides circulante. { Williaoms, 1985; Homrobin, 1976 ).

Sintesis de 1a Dehidroepiandrosteronas.-

La DHEA es una hormona esteroide sintetizada en lo zona reticular de Ic
corteza suprarenal. se deriva del colesterol vy tiene funcidn androgénica ya que
tiene un efecto masculinizante y ancbolizante, aungue su potencia sea interior al
20 % de los androgenos testiculares.

Su sintesis empieza cuando e! colesterol es convertido en pregnenolona.
porte de ésta es convertida en 1Za-hidroxipregnenolona. luego sufre una
remocion en la cadena Iateral y sustitucidn del grupo ceto en  posicion 17 para
formar la DHEA { Figura 7 ).

Lo DHEA es en realldad una prohormona dado que después se convierte
en un andrdégeno mds potente, la androstenediona, o que al  sufrir una
reduccién en Ia posicion 17 produce la testosterona ( Ganong., 1994: Granner,
1986: Williams, 1985 ).

El efecto androgénico de la DHEA es similar al resto de los andrdgenos, pero
en potencia es cinco veces mds deébil, ( Tal y Sulman, 1973}, de manera sulfatada

es inactiva, pero con la eliminacion det sulfato es activa.
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Figura 7.- Biosintesis de esteroides en la corteza suprarrenal ( tomado de Flores y Cabeza de

Flores, 1992). Enzimas:1) 20-hidroxilasa, 2) 22-hidroxil 3) 20,22 ] . 4) 3B-OH-
d idi 5) S.4-iso 6) 21-hidrosilasa, 7) 11B-hidroxilasa; 8) t8-hidroxilasa; 9) 18-
deshidrogensa;, 10) |7a-hidroxilasa, 11) 17,20-desmolasa; 12) 17-Oxido-reductasa;, 13) 19-

hidroxilasa, 14) aromatasas

La sintesis y secrecion de la DHEA por Ia suprarmrenal estda regulada por Ia
ACTH producida en ia hipdfisis y una hipersecrecion de ésta afecta los caracteres

sexuales secundarios { Gonong. 1994, Granner. 1986, Williams, 1985 }.



Numerosos estudios han mostrado las diferentes cualidades de la DHEA
aparte de su efecto androgénico. Asi se ha visto que Interviene en la inhibicidn de
la sintesis del colesterol y de la glucosa-é-fosfato deshidrogenasa { Teppermon vy
De la Gorza., 1968 ).

En la actualidad la DHEA se estudio de manera experimental como
ontiobésico. Nestler y col. en 1988, administraron DHEA oralmente o personas
obesas { 1600 mg./dia x 28 dias ) encontrando una reduccidn de la grasa e
incremento de la masa muscular: Mac Ewen y col.en 1989, encontraron que la

DHEA reduce el nivel de colestero! en la sangre.

En otros estudios en relacidn a la prevencidn del cdncer de mama y Jtero
{ Adams. 1978, Li y col. 1978 ). Shuwartz y Whitcomb (1988 ). mencionan gue el
suministro de DHEA a mujeres pre y menopdusicas disminuye la predisposicidn a
astos padecimientos y hacen una revisidn sobre los posibles efectos terapéuticos
de la DHEA. También se ha explorado su efecto como antidiabético por la
disminucion de lo hiperglucemia, la conservacion de las células beta vy el
incremento en la sensiblilidad de la insulina al ser administrado en la dieta

{ Coleman y Leiter. 1982 ).

Diferentes estudios han demostrado los beneficios y efectos de la
administracion de DHEA en o prevencion de la dicbetes, la obesidad. el cancery

ias defeciencias en el sisterma inmunoldgico { Nestler, 1995 }.



les sobre la funcién tiroidea.~

Efecto de las hor suprarr

Desde hace tiempo se hon realizado estudios tratando de encontrar si existe

una relacidén entre las hormonas secretadas por las glandulas suprarenales con
la actividad fisioldgica de la glandula troldes, sin empargo la informacién
existente ho sido contradictoria ya que:

En los estudios de Pexry (1951) vy los de Albert y cols. {1952). reporton que la

ACTH y la cortisona aumentan. la produccidn de las hormonas tiroideas en la rata,

8rown-Grant y cols. { 1953 ). mencionan que un disturbio fisico o emocional
oneajo disminuye la actividad de ia gidndula tiroides. Como en el

( stress Jenel
se liberan hormonas suprarenales. tanto de jla médula como

estado de * stress”
de la corteza suprarenal, los autores determinaron que con la administracion de
derivados de adrenalina, cortisona o con ACTH hipofisiara se inhibe Ia liberacidn

Los mismos autores en 1954, afiman qQque Ia corteza

actividad troidea en el conejo. ya que al
Ia liberacidn

de yodo por lg tiroides.
suprarrenal tiene relacidn con la
administrarie esteroides suprerranales, como Ia cortisona. disminuyd
de hormonas tiroideas { Tay T4} . se redujo 1a sensibilidad de la glanduliq tircides a
iag TSH. disminuyd ia liberacidn de TSH por la hipdfisis y aumentd el desecho de

yodo por el rifndn.

Federman y cols. { 1958 ) trabajaron en humanos sobre los efectos del metil-
testosterona sobre la funcidon tiroidea, el metabolismo de la tiroxing y la unidn ge
esta con las proteinas sericas, encontrando que el tratamiento con andrégenos
disminuia la capacidad de unidn de la tiroxina con la proteina trasportadora en et

suero y como consecuencia se reduce la concentracidn de esta proteina

aumentando el nivel de tiroxina  libre.
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Howard y coils. (1971). estudiaron el efecto bioldgico de estercides activos

humana, encontrando que los glucocorticoides en dosis

en la tiroides
alteran la liberacion de TSH. Por otra parte. dosis de 1-0.05 mg de

farmacolégicas
etinil estradiol suprimian los niveles de circulacion de TSH, mientras dosis de 3 mg

inhibian drectamente la liberacion de hormonas troideas. En el mismo estudio. Ia

progesterona, la testosterona y el acetato de desoxicorticosterona  en dosis de
10 @ 20 mg no producen cambios en la liberacidon de yodo radiactivo: en cambio.
en dosis farmacoldgicas de 50 mg. 100 mg vy 1 50 mg respectivamente producen

una inhibicion parcial.

Tal y Sulman ( 1973 ). estudiaron este fendmeno en en ratas tratadas con
DHEA., encontrando que este esteroide estimulaba la aoctividad troideaqa,
auvumentando la secrecidn de hormonas thoideas. ia altura del epitelio tiroideo, asi

omo el aumento en la secrecidn de TSH adenohipofisiaria. En 1975 encontraron
que [a DHEA estimulaba la secrecidn de ISH y tiroxina. describiendo un sinergismo

entre la DHEA y la hormona dei crecimiento ya que ambas aumentaban el peso
tiroideo.
hombre

1976 }. encontraron que los glucocorticoides en el

Re y col. {
la tiroides y aumentaban ios

disminuian la captura de yodo radioactive en
niveles de TSH, mientras que Christignson y col.
hormonas esteroides androgénicas administradas en ratas
niveles de TSH en el suero. Por otra parte Welle y cols. { 1990 }. encontraron que ol
T, Y colestero! no eran afectados,

{ 1981 ). encontraron que Ias
incrementaban los

administrar DHEA en humanos. los niveles de T, .
concluyendo que la DHEA no es importante en la regulacidn de energia en los

humanos.
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Como puede apreciarse los resultados son disimiles enfre si, cunque
debemos considerar que las numerosas variaobles presentes, tales como: dosis,
especie, edad. y el esquema de tratamiento pueden explicar Ias discrepancias
observadas.
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Planteamiento del problema.-

Como se sabe. durante el desarrollo embrionario la gldndula
fetal sintetiza y libera grandes cantidades de sultfato de DHEA ( Norris, 1985 ) por lo
tanto, seria muy interesante conocer si gparte de porticipar como prohormona en
ésta interviene de alguna manera en el
tiroldes.

suprarrenal

la sintesis de hormonas esteroides,
desarrolio y funcidn de otras gldndulas. en este caso de la glandula

Justificacién.-

Este trabajo se hizo para conocer lo participocién de la DHEA en el
desarrollo y funcidn de la gldndula troides en el embrion de pollio. La mayoria de
los trabajos que donde se estudid esta relocidn glondular, son en mamiferos y en
etapas posteriores a la embrionaria.

Hipétesis.-

Si lao administracion de dehidroepiandrosterona  postnatal

desarroilo vy la actividad de Ia gidndula tiroides. entonces dicha glandula tombién

afecto el

se verd meodificada cuando se administre durante et desarrolio embrionario.

Objetivos.-

General:
Determinar si la DHEA tiene una influencia sobre el desarrolio y la funcidn

de la gldndula tiroides durante el desarrollo prenatal del polio.

Particulares:
a) Hacer un estudio morfométrico de los foliculos troideos a través de cortes

histoldgicos de Ia giandula, para evaluar 1os cambios ocurridos en éstos durante el

tratamiento con DHEA.
b} Cuantificar las concentraciones de hormonas tiroideas por Radioinmunoandilisis

en el suero sanguineo, de testigos y tratados con DHEA.
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MATERIAL Y METODOS

MATERIAL BIOLOGICO.-

Se trabagjd con dos lotes de 100 huevos fértlles de pollo de engorda
de la linea Arbor Acres obtenidos de la granja incubadora de Atongo Il en
Querétaro, Querétaro.

La incubacion se llevd a cabo en una incubadora Chicken Master o
una temperatura de 37.8°C. con una humedad relativa del 80%. y una circulacién
forzada de are.

DISENO EXPERIMENTAL.-

A un primer lote de 100 huevos se le aplicd por aspersién en el tiempo cero
de la incubacion, una dosis Unica de solucion alcohdlica { 30% } de DHEA
{120 pg /7 mi1 ). Después de los 21dias que dura la Incubacion, cada huevo
absorbid a traveés del cascardn una cantidod equivalente a una concentracidn
de 2 nM de la hormona | Rubio. 1992).

Un segundo iote de igual nimero fué el lote control, al cual se sometid al
mismo procedimiento de aspersion. excepto que no se les administrd lka hormona.

A las 24 h. post-eclosion todos los polios se sacrificaron: primero se
anestesiaron, luego se desangraron de la arteria yugular., Se colectd el Idbulo
izquierdo de la glandula tiroides.
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‘Técnica histolégica.-

Para el estudio morfoldgico la glandula. se fijd en una solucién de formol
{10 Kjamortiguada durante 24 hrs. Posteriormente se deshidratd en alcohol a
diterentes graduaciones por 30 min. {50%. 70%. 80%. 96% y 100%): en soluciones de,
alcohol-xilol { 1: 1} y aceite de cedro-xilol { 1 1 ) durante 30 min; en xilol durante
Smin. Para terminar se sumergi en paraplast 1. paraplast 2 y el paraplast de la
inclusidn final.

Se hicieron cortes en un microtomo de la parte medla de la tiroides de un

espesor de 4 micras se procedid a la tincidn de los cortes con hematoxilina.

Los cortes se desparafinaron en xilol por S min. (| 2 cambios ); en alcohol a
distinta concentracion { 96%. 70%, S0%) y por agua destilada durante 3 min.

La tincidn se hizo en hematoxlina de 1 a 3 min.: se lavd 5 min. con agua
de la llave y posteriormente con agua destilada: después se sumergid en alcohol
3min. { 50 % y 70 %), posteriormente en eosina alcohdlica durante | min., alcohol
{ 96% ) 2 min.; alcohol absoluto 2 min.; alcohol-xilol { 1:1 } 2 min: xilol 5 min. { 2
carnbios }: y se montaron en resina { Humanson. 1967: Estrada y cols. . 1982 ).

De corles representativos de la glandula de 18 animales control y 18
tratados. se hizo un estudio Morfométrnco midiendo el drea y el diametro de 1a luz
de los foliculos tiroideos: estas mediciones se hicieron con ayuda de un
microscopio y un programa de computadora analizador de imagenes (8IOCOM),
midiendo cinco campos Spticos diferentes de cada glandula.

——
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Técnica Bioquimica.-

El svero se obtuvo de la sangre de yugular colectada al momento de
sacrificar a los potlos . ésta se recibid en tubos de ensayo y se dejé coagular a
temperatura ambiene. luego se centrifugd durante 20 min. ( 1500 repm ), después
se decantd el suero de cada tubo en capsulas Ependort!. a cada muestra se le
agregd una gota de azida de sodio al 0.2 % como conservador. Las muestra se

guardaron a -20°C para su posteror andlisis por Radiocinmunoandilisls (RIA}.

Para cuantificar lo cantidad de hormonas troidedas se hizo un RIA del suero
sanguineo de 83 pollos control y de 83 polios traotados. el cual se llevd a cabo de

la siguiente manera :

Se utiluizd el método estandarizado para polio de Uriz { 1989 ). con un rango
en la curva estdndar de 6.25 - 500 ng/dl para Tay 0.0125- 0.4 pg/dl para T«
empleando una solucidn amortiguadora TRIS-HCI { ph 8.6. 0.05 M ). y suero
hipotiroideo de polio. Los Anticuerpos ( Ab ) se utllizaron . en una dilucidn de 1:700
para T« ( Sigrma No. 2652, Iote 78 F- 4851 ). y una dilucidn 1: 3000 para T { obtenido
en nuestro laboratorio ). Las hormonas marcadas con has  fueron de New
England Nuclear . 7*3  (actividod especificade 1200 uCi/pug ) y T%« (1100 uCi /
Hg ). Los detalles de la preparacidén de soluciones se incluyen en et anexo 1.

Para la realizacidn del RIA para cada hormona . se prepard por duplicado
los tubos de unidn Nno especifica. cero, curva estandar y los problemas | ver
anexo 2 ). los reactivos onadidos a cadao tubo para medir tanto Ta vy T« se ilustraon

en el siguiente cuadro:
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Ts Ta
Umdn no  |Buflcr TS0 pl | 390l
cspocifica
[Sucrohipo 50 0l
T T00 1 | 100 it
Cero Buffcr Z500 | 290 Wt
Euaompo 30 pl 10 )
i 100wl | 100 31
Ab 100 313 100w
Curva md “Buﬂa TS0 1 | 190l
Sucrohipo | 0 Wl T0
Tid 100 4 | 100 pl
Ab TOO gl 100 ul
Problcmas  |Estandarcs | 100 @l | 100 11
[Butfer 250l | 290
T~ Too ut | 100 33
At 100 1 | 100 @1
Probicmas | 50 ul 10

Después de tener todos los tubos preparados se dejaron incubar a una
temperatura de 4 °C . los de T4 por 48 hrs. y los de Ta por 24 hrs, { Urlz 1989 ). Al
término de |la incubacion se procedid a separar la fraccidon libre y 1a unida , en el
caso de T3 se utilizd el método de Corbdn -Dextran al 0.5% ., agregando 1 mi de
ésto solucion a coda tubo . se dejd reposar 15 min. y se centrifujd por 30 min. a
2500 - 3000 rpm.

Para T« se utilizd un segundo anticuerpo [ R-0881-AntiRabbit IGG. Sigma.
desarollado en cabra ). 25 ul por tubo de una dilucidn 1: 20 en buffer, mdas 10 !
de SNC ( Suero Normal de Conejo ) y se dejd incubcar 1 hora. Después de este
tiempo se agregd | mil por tubo de polietienglicol al 20 %y se centrifugd 30 min
a 2500 - 3000 rpom.
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En ambos casos después de centrifugar todos 1os tubos se decantaron y se
contd tanto el precipitado como el sobrenadante en un contador de centeliec

pora radiociones gama ( Packard ).

CALCULOS.-
Después del conteo en valores de radioactividad (cuentas por minuto,
cpm } del precipitado y el sobrenadante se realizaron los cdlculos y se graficd la

curva estandar en papel milimétrico comdn .
Los cdiculos se realizaron de la siguiente manera:

Cuentas del sobrenadante = Cuentas Unidas [ Fraccidn Uniaa )

Cuentas del precipitado = Cuentas Libres { Fracclién Libre )

Cuentas unidas

Unién no especifica { UNE ) =
Cuentas unidas + Cuentas libres

Cuentas unidas - UNE

Porcentaje de unidn total { " UT)
Cuentas totales - UNE



2=

El porcentaje de unidn total se grafica en lo odenada {( vy ) y las
concentraciones de hormona ( cuerva estdndar ) en la abcisa { x ). El valor
exacto de ias muestras problemas se obtuvo por interpolacidn de la siguiente
manera :

1) Localizar el valor de 1a respuesta a ko muestra ploblema en el eje de las
ordenadas (y ).

2) Trazar una linea paralela al eje de las abscisas { x ) hasta tocor la curva
estandar.

3) De 1a curva estandar , proyectar una linea perpendicular al eje de las absicisas
{ x }. E! punto de interseccidon corresponde a la concentracidén de la muestra
problema. Ejemplo:

% de Unita Toul T

am ar 2 oe as
nE/dl
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Andlisis Estadifstico .-

De acuerdo al tamafio de muestra los resultados morformnétricos se trataron
con la prueba de " t de Student” para ruestras poblacionales independientes,

con una conflanza del 95%. De acuerdo a la literatura esta prueba es iIa Mmdas
confiable para encontrar uvna diferencia significativa entre dos medias

poblacionales.

En los resultados bioquimicos se utillzd un “andlisis de varianza, ANOVA®

para dos poblacionas { Murray, 1 982; Johnson, 1990; Dawson y col., 1993 ).

b et e T o 1 s o
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RESULTADOS
RESULTADOS HISTOLOGICOS.-

En la imagenes A y C se muestra un corte de la troides de los animales
testigo y en las imagenes 8 y D se muestran un corte de tiroides de los animales
tratados con DHEA. En todas las imdagenes se observan claramente los foliculos
tiroldeos ( F ). el coloide { C ), el epitelio con las células foliculares (CF ), y gotas de

colide (G }.

En los animales testigo { fotos A y C ). se observa el epitelio folicular cubico y
claro.con citopiasma. el coloide es abundante y se observan gotas de coloide. En
los animales tratados ( fotos B y D ). se observa el epitelio folicular cUbico con los
nicleas muy denso y sin citoplasma. el coloide disminuido. y meénos gotas de

coloide.

Las mediciones tanto del drea como del didmetro se don en los cuadros
1 vy 2 con sus respectivos datos estadisticos, y la  representacidn grdafico de los

mismos se muestran en los figura 8 v 9 | donde se observa una disminucion del
drea y del didmetro folicular en Ias tiroides de los polios trataodos con DHEA. La
reduccion del agreqa y dikimetro folicular es aproximadamente de un 20 % respecto

a los testigo .
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Foto A.-Corte de la tiroides ( 80X ) de pollo testigo Foliculo tiroideo (F), coloide
(C),células foliculares (CF), gotas de coloide (G ).

Foto B.-Corte de la tiroides { 80 X ) de pollo tratado con dehidroepiandrosterona
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Foto C.-Coite de la tiroides ( 355X ) de pollo testigo, foliculos tiroideos (F), coloide
(C).células foliculares y gotas de coloide (G ).

Foto D.-Corte de la tiroides ( 355X )de un pollo tratado con dchidroepiandrosterona.
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CUADRO 1 : Area Folicular Tirocidea.- Las mcdiciones se dan en micras y se
realizaron en cinco campos opticos diferentes cn cortes representativos de cada
glandula tiroidea, de los pollos testigo y los tratados con dchidroepiandrosterona

(DHEA).
n media de la media de las cinco media de la media de las cinco
mediciones en las Areas foliculares| mediciones sn (as arsas foliculares
testigo ( p” ) tratadas con DHEA (* )
1 463,15 417.95
2 624.06 366.34
E ] 448,61 381.07
. 607.27 22360
s 32022 23193
. 290.12 21810
7 356.65 416.24
L] 583.24 664.40
» 473.54 379.59
10 539.10 192.85
1" 317.27 34865
12 344.76 37746
H 13 4582.22 404.86
k 14 48222 22703
: 18 24261 280.10
H 1. 299.69 457.20
. 17 52058 458,92
' 18 51027 323.93
452.32 355,01
118.43 115.0¢
452.32+427.91 355427.11

P< 0.025 vs, testigo ( prucba “1™ de student )
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CUADRO 2: Dismetro Folicular Tiroideo .-Las mediciones se dan en micras y
se realizaron en cinco campos O6pticos diferentes en  cortes representativos de cada
gandula tiroides, de los pollo testigo y los tratados con dehidroepiandrosterona

(DHEA ).

n Media de la media de las cinco Maedis de la media de las cinco

en los on los
¢ ) con DHEA
{ micras )
* 22.51 21.82
2 26.27 2037
3 22.53 2020
- 25.89 1585
s 19.09 16.90
. 18.76 15.66
7 19.90 21.49
[ 25.32 27.06
° [ ] 2256 20.70
10 2486 14.41
: 1" 1883 19.61
12 24.97 20.76
i 3 2418 21.36
i 1 23.24 15.85
H 18 16.47 17.85
1. 18.40 22.57
h 17 24.02 22.50
i 18 23.71 18.83
22.30 19.64
2.97 .14
22.3020.70 19.6440.74
P< 0.025 vs. testigo ( prucba “t” de student )
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Figura 8:Sc mucstran las medias + c.e. en micras dcl drea folicular de los pollos testigo y los
dos con dehidr iandro (DHEA).
*P < 0.025 vs. testigo ( prucba “t” de student )
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=
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$ Figura 9: Sc muestran las medias * e.c. en micras del didmetro folicular de los pollos testigo y los
: tratados con dchidroepiandrosterona (DHEA).
*P < 0.025 vs.testigo ( prueba “t™ de student).
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RESULTADOS BIOQUIMICOS .-

En Ilas figuras 10 y 11 se muestran las curvas estdndar obtenidas en el RIA
para cuantificor las concentraciones de Ts y T« en el suero sanguineo de los pollos
testigo y tratados con DHEA, en éstas se interpolaron los valores obtenidos en el
RIA .

La curva estandar para T3 mostrd deteccidn de hormona a partir del primer
estandar ( 6.25 ug/d! ) vy el rango de mayor sensibilidad fué desde ios 12.5 a los

200 pg/dl. con una presision del 85%.

Lo curva estandar para T« mosird deteccion de hormona también a partic
del primer estadndar ( 0.05ug/dl) . vy el rango de mayor sensibilldad fué desde 0.1 a

los 0.4 ng/dl. con una precision del 90 %.

Lo reproducibilidad se da con la vardacion inter e intra ensayo vy en ambos
casos se midieron muestras entre un ensayo y otro ({ n=7 } y dentro de un mismo
ensayo, resultando un coeficiente de variocidn menor al 10%. obteniendose una

reproducibilidad entre un 0% y 95%.
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Lo resultados de la cuantificacién de la Tryodotironina ( Ta ). se muestran en
el cuadro 3 con sus datos estadisticos y su representacidn grafica se muestra en Ia
figura 12 donde se observa una disminucibn del 25% en la cantidad de Ti

cuantificada en el suero de 10s pollos tratados con DHEA.

La cuantificacion de la Troxina { T« ), se muestran en el cuadko 4 con sus
datos estadisticos y su representacidn grafica se muestra en el figura 6, donde ol
igual que la anterior muestra una reduccidbn del 13% en la cantidod de T« en los

pollos tratados .
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CUADRO 3:Resultados individuales obtenidos en el Radioinm

Triyodotironina (T: ) dadas en ng/dl

dehidrocpiandrosterona (DHEA)

tanto de pollos testigos y
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unoanalisis de
tratados con
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CUADRO 4: Recsultados individuales obtenidos en el Radioinmunoanalisis de
Tiroxina (Ts3) dadas en pg/dl, tanto de los pollos testigo vy  tratados con

dehidrocpiandrosterona (DHEA)
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Figura 12: Se mucstran las medias % c.c. de Ia 36n de Triyodotironina (T3) en ng/dl
para los pollos testigo y tratados con dehidroepiandrosterona (DHEA).
*P< 0.05 vs.testigo
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Figura 13: Se muestran las medias + e.e. de Tiroxina ( T«) en pug/dl para los pollos testigo y los
tratados con dchidroepiandrosterona (DHEA).
La diferencia no s significativa.
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DISCUSION

Los resultados observaodos en ia histologia de los cortes de la tiroides
muestran que la tircides de los pollos testigo tiene actividad. ya que las gotas de
coloide son visibles y en buen nimero. 1o que nos dice que hay produccion de

coloide y almacenamiento del mismo en la cavidad folicular.

En los cortes de los pollos tratados con DHEA, también se nota la actividad
tiroldea por la presencia de gotas de coloide, pero las mismas, se encuentran en
menor cantidad. sugidendo una disminucion en la produccion de coloide.

El epitelio folicular también muestra cambios. ya que en los cortes de los
pollos tratados. las células foliculares son mas densas, con menos citoplasma
comparados con los testigos, lo que refuerza la idea de una menor actividad en

Ia tiroides de los pollos tratados con DHEA.

Les resultados de la morfometria nos dicen que la disminucidn en el drea
folicuiar de los polios tratados es estadisticamente significativa: sin embargo. las
mediciones de ambos grupos caen dentro de los rangos nomales reportados
para polio sin tratamiento de 24 hrs.; Venzke {1949) reporta un didmetro de 21pm;
Wentworth y Ringer {1984} de 12 a 15 pm y  Astier {1980} de 40 o 50 um en la

primera semana.

Es de hacer notar la estrema varabllidad en las mediciones y que pueden
depender de las distintas razas de aves y de las condiciones de procesamiento.
Debemos resaltar que en este caso tanto los testigos como los tratados fueron

procesados en formao idéntica y simultonea.
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Como se sabre la diferenciacidn y la formacidn de los foliculos trokdeos, asi
formacidén de coloide estan estimuiados por la TSH adenchipofisiaria

como ia
( Wentworth y Ringer, 1986: Junqueira, 1990: Dumont y cols.. 1992). por tanto, esta

disminucién en los folicuios y la produccidn de coloide puede atribuirse a una
disminucidn en la secrecidn de TSH. Esto se propone porque la disminucidn de TSH

provocada por la administracidon de hormonas esteroides ya se habia observado
con anterdorkdad por diferentes autores en ofras especies, incluso en el hombre

{ Brown-Grant. 1953-1954: Howard y col.. 1971; tnoudi y col., 1991).

En cuanto a los resultados bioquimicos con la cuantificacidn de la harmonas
tiroideas ( Ta y Td ) presenta una gran varobilldad, sin embargo Nno se pueden
atribuir g la técnica o ol manejo de las muestras, ya que el confrol de calidad de

la técnica nos dice que fueron altamente confiables. Esta variabilidad se puede
atribur a lo varacién intrinseca del materal biocldgico. como las diferencias
genéticas. al diferente horario del nacimiento. a las reacciones individuales de

cada pollo a la temperatura ambiente.
Los valores en ia concentracion de hormonas tiroideas encontradas en esta

tesis, tanto de testigos como tratados, se encuentran por debajo de lo reportado
por los diferentes autores { ver el siguiente cuadro ). sdlo en el caso de Mc Nabb

(1987) los valores se asemejan mucho.

l Autor 13 Ta
Newcomer (1976) 270 ng/dl 1.6 ug/dl
Davison* (1976 ) - 0.2-0.1 pg/dl
Thommes®* (1978) 499 ng/di 1.0 pg/dl
Cristensen* (1980) 482 ng /di 5.7 pg/dl
McNabb (1987) 80 ng/dl 0.4 pg/di
Darras y col. {1992) 148 ng/dl 1.5 ug/dl

* citados por Wentworth y Ringer 1986



Las hormonas tiroldeas tlenen un incremento exponencial antes y durante la
eclosidon vy la concentracidon de las ambas hormonas bajo drasticamente después
del nacimiento, por lo cual se explicaria el que ambas hormonas sufren
variaciones tan notables en aves normales [ McNabb, 1987: wentworth y Ringer,
1986; Scanes y col., 1987; y Daras y col., 1992 ).

Las diferencias encontradas en esta tesis en lo concentracidn de las
homonas tiroideas circulantes muestran una reduccion de Ta det 30% en el suero

de aves tratadas con DHEA : no existiendo diferencias para Ta.

Aunque 1os niveles de T 3 se vieron disminuidos en 1os tratados. no se puede
habiar de un hipotiroidismo, yo que los resultados obtenidos caen dentro de los

rangos normales del pollo recién nocido.

Se puede considerar que los cambios observados se deben o una
disminucidn de TSH, afectando el estimulo de ésta sobre la tiroides, 1o que se
asociaria a una baja coptacidn de yodo, una reducida sintesis de hormonas
tiroideas y una menor conversion de T4 a Ta. Coincidiendo esto con datos de la
literatura qQue demuestron una disminucion en la secrecidn de TSH como

consecuencia de un tratamiento con androgenos ( Brow-Grant y cols., 1954

Howard y cols..1958: Re vy cols.. 1976).

En éste caso DHEA estaria actuando como un androgeno que inhibiria la
secrecion de TSH. Seria interesante comparor en nuestro modelo el efecto
producido por otros androgenos mdas potentes como testosterona &
dehidrotestosterona. lo que nos permitiia confirmar la hipStesis del efecto

andrégeno de DHEA.
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Los receplores o hormonas tiroideas y los receptores a hormonas esteroides
pertenecen a una misma familia { paro una revisidbn vease Evans, 1988). Una
posibllidad a considerar es que la DHEA como hormona esteroide interactua con
los receptores a hormonas tiroideas de tal manera que se podrdon producic

cambios en la funcidn tiroldea por un fendmeno a nivel de receptores

hipotaldmicos & hipofisiarios.

Lo que podemos conclur es que el tratamiento crénico con DHEA duronte
el desarrolio del embridn de pollo st modifica la funcidn de la troldes, resultando
en una hipofuncidn de la misma, comoborada por el aspecto morfoldgico v Ia

concentracidn sérca de T3, El signhificado bioldgico de estos cambios y el

mecanimo de regulacidn involucrado requerrd de otros estudios.




46

CONCLUSIONES

La administracidn de DHEA. influye en e! desarrolio y
tiroides durante la etapa prenatal del poilo.

la funcidn de 1o

Se enconitraron cambios en la histologia de ia tiroides,

disminucién del drea y del didmetro folicular en repuesta o
DHEA.

como una
la administracidn de

La administracién de DHEA durante la incubacidn influye en la cantidad de

hormonas tiroideas circuiantes en el pollo. principalmente en la Trivodotironina
(T2a.

Los cambios encontrados en la histologia y 1as hormonas circulantes, se

atribuyen a una probable disminucion en la secrecidn de TSH por la hipdfisis.
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ANEXO 1

Preparacion de soluciones

1.~ Buffer TRIS-HCI ., pH 8.6 . 0.05 M:
Q) 24.2 g de Tris aforado o 1L de agua desionizada.
b) 4.15 mlI H Ciaforado a 250 ml
Se tomon 6 mide la solucidn a) y se aforaa 1L
Se mezclan las soluciones a y b vy se agrega 2 L de aguc desionizada.
NOTA.-Al momento de hacer el ensayo todo se dliiuye con amortiguador de
Trs-HCI,

2.- Suero Hipotiroideo de pollo:
A un grupo de sueros de pollo se le agregd carbdn activado en proporcion

.. » de 500 mg en 10 ml de svero, para odsorber todas las hormonas vy

proteinas menores a S 000 daltones. Se agitd continuamente por 24 h, @
4°C , después se centrifugd o 19 000 rem  por 1 h. para precipitar el carbdén.
Se recuperd el suero con pipeta Pasteur y se le agregd azida de sodio al
0.2 % para evitar putefaccidn. Este suero se fracciond en alicuvotas vy se
almacend a -20°C.

3.- AntiTa:
El Ab para T4 fué de Sigma No.24652, lote 78 F - 4851,
Su presentacidn fué de 1| mi en Buffer, 0.01 M de fosfatos,. pH 7.4, O.15 M
NaCl .
A este ml se le agregaron 9 ml de agua desionizada para tener una dilucién
1:10.vy se etiquetd como : Ab- T4 sigma stock 1:10. se distribuyd en
alicuotas en tubos de esayo con | ml cada uno.

~ La dilucién finai de trabagjo del anticuerpo fué de 1: 700.
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4.-Anti 13:
para T3 obtenido en nuestro laboratorio en una

Se ocupd el anticuerpo
dilucion final de 1 : 3000.
S.-Estandares v Hormona Fria :

Fueron hormonas de Sigma y se disolvieron en aguo desionizada y se les

agregd Na OH 001N y se almacenaron praotegidas de fa fuz.

Troxina T4 : sol. stock 45.8mg /7 10m!

Triyodotironina T3 : sol. stock Sug /7 10 mi
De éstas se hiceron ias diluciones corespondientes para obtener las

concentraciones para Io curva estandar las cuales se llustran en el

siguiente cuadro:

pe/di 500 ag/di |

ug/dl T 200 ngsdl
ne/dl 100 ng/dl |
ug/dl 50 _pa/dl I
mg/dl 25 ng/dt *[
S _ug/dl 12.5 ng / dl !
T 625 ng/di f

6.-Hormonas marcadas T*3 y T*« ( [i2s):
En ambos casos se utiiizd una concentracion de 0.010 ng / 100 pi

diluidas en  buffer.
El calculo se hizo de acuverdo a su actividad especificay a lg

actividod total de cada hormona.
NOTA: Las hormonas marcadas se prepararon en el momento de

vsarse.



Por cada 10 ml de solucidn de T4 se agregd S mg de ANS

{Gcldo- 8 - anilino - 1- naftanensulfénico . Sigma ) éste se utilzd para
separar a las hormonas tiroldeas de sus  proteinas transportadoras. Por
coda 10 ml de solucidén de T*a se agregd 15 mg de ANS.
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ANEXO 2
RADIOINMUNOANALISES ( RIA )

El Radioinmunoandlisis (RIA) es una 1écnica de andiisis que estd regica por o
ley de acckSn de masas y estd basoda en ka reaccion bdsica de la imnunologia:

Ag+Ac T " Ag-Ac
—

Desde 1959, Yalow y Berson desarollaron una técnica ol inyectar
125 I-insulina o pocientes diabéticos. los cuakes tenian una proteina o la que se
unia esta insulina Marcada.  Asi después de varios andlisis enconfraron qQue esta
proteina era una inmunoglobulina { IgG ) especifica para ka insufina ( Yalow vy
Benson, 1959).

La técnica del RIA es muy especifica y sensidie ya que utiliza anticuerpos vy
materal botopico raodiocactivo. Se puede utizar para ka cuantificockSn de
hormonas, vitaminas, drogas y famocos Que no hayon podido ser medidos con
exactitud, ya que sus concentraciones en fluidos bioldgikcos son del orden de
nanogramos I1x 107 g o picogramos 1x 107 g { Ruiz .1987).

FUNDAMENTO.-
En el RIA se lleva acabo una reaccon de competencia por kos sitkos activos

de un anticuerpo { Ac } :

Ag _—" "Ag — Ac

+ AC
Ag® \ Ag —— Ac
Litre Unido




Al agregar concentraciones crecientes de antigeno no marcado en
concenfraociones conocidas o estandar, hay una mayor posibilidad de que se
formen complejos Ag- Ac Nno marcado. Pora que se lleve a cabo la reaccidn se
deben cubrir los siguientes requisitos:

a ] El Ac debe estar en una concentracidn fija y limitada.
& ) El antigeno marcado Ag* tendrd una concentracidn fija, por ser
nuesiro pordmetro de medicikdn.
c /] Bl antigeno no marcado o estandar { Ag ) tendr& una
concentracidn mayor al Ag*® para que lo pueda desplazarn;
ademds debe ser fisicoquimicamente igual al Ag} Que se Quiere medir. Por
este motivo. y de acuerdo a la ley de accidn de masas, la dilucidn final del
Ac debe ser tal que permita unir entre un 30% y un 50% de Ag* en
ausencia del Ag. asi lo adicidn de pequenas concentraciones del Ag no
marcado en la curva estandar. desplazara el equilibrio de 1a reaccién
N hacia la formacion de un maoyor nimero de complejos Ag - Ac.
o ] La reaccidn de equilibrio se alcanza por medio de una
incubacidn. que aunque se puede realizar a temperatura
ambiente., es mejor hacera g 4° C. durante 24 hrs. Después de esto, se
deberda tener un método de separacion para contar ia fraccicn

Ebre o unida de nuestra reaccion,

De este modo se puede cuantificar la radioactividad de la fraccién unida
al Ac. la forma libre o ambas: con estas mediciones se puede elaborar una curva
de ddsis-respuesta con los resultados obtenidos a partir de los estdndares { Ruiz,

1987 ).
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En la grdfica de ddsis-respuesta resuvitante se puede interpolar Ilas

proporciones de U/ T ( proporcidn resultante de la radioactividad unida entre ia
radiactividad total ) observados en los problemas y calcular asi la concentracikbn

del antigeno Ag o sustancio a determinar presente en olias.

Términos Utilizados.-

Para evitar confusiones, se definen los siguientes términos que son usados en
la siguiente seccidn:
Unidén no especifica.- So reflere o la cantidad de trazador radioactivo Que en

ausencika del anticuerpo especifico “ Interogcciona ™ inespecificamente con

alguno de los componentes del sistema. y que al separar las fracclones libre y
unida permanece en la primera. Para su determinacidn se preparan tubos que

contengan sdlo el suero hipotiroideo homdlogo vy la marca radioactiva,

Cero.- Corresponde ol 50% de la reaccidn antigeno-anticuerpo. Se

determina cuantificando la proporcion del antigeno o ligando marcado que se
une al anticverpo especifico en ausencia del ligondo enddgeno o de estandares,
Curva estindar.- Es el intervalo de concentraciones conocidas de
antigeno o ligando no marcado, con las cuales se establece la competencia por
los sitios de unidn [ anticuerpo ), o el desplazamiento del ligando radioactivo.
Problemas.- Conjunto de muestras con concentraciones desconocidas que

se desean medi. Los tubos problemas se elaboran con anticuerpo. marco

radioactiva y el suero o muestra problema.
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ESTANDARIZACION Y CONTROL DE CALIDAD DEL RIA .-

La estandarizacién y control de calidad del RIA es muy importante para la
cuantificacidn de cualquier sustancia en fluidos bioldgicos que no pueden
obtenerse en forma pura. Aun cuando se tienen estandares puros, la validez de ig
especificidad y exactitud del ensayo en varias muestras. puede ser dificil.

BExdsten cinco criterios principales que se utilizan para valorar la seguridad de
tos procedimieontos del RIA vy éstos son @ precisidn, sensibilidad. especificidad.
exactitud y reproductibiidad de! ensayo.

Lo Precisidn.- se define como la capacidad del sistema de ensayo para
distinguir entre dos concentraciones de antigeno en cualquier posicidn de la
curva de inhibicidn. La precision del ensayo se valora cuantitativamente por
medio del coeficiente de variacidén, CV = s/X donde s es la desviacion estandar y
X es el promedio de las mediciones.

La Sensibilidad.- se define como la cantidad mas pequefia de antigeno no
marcado que puede ser detectado. La sensibilidod mdxima depende de la
afinidad del anticuerpo y se obtiene cuando ia concentracidn det *AGQ es

insignificante en el ensayo o dilucidn del Ag se aproxima a cero.

Una de ias venigjas del RIA sobre otros precedimientos cuantitativos, es Ia
alta sensibilidad que resulta de la naturaleza de la interaccion Ag-Ac. la cual
permite medir concentraciones de antigeno tan pequenas CoOmo micro, Nano y

plcogramos.
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Lo Especificidad.- se define como el grado de interferencio dado por otras

sustacias diferentes o la que se qQuiere medir. Lo especificidad del Ac paro el Ag

esta influenciado por: la heterogeneidad del Ac utilizado. la reactividad cruzada
con los antigenos similares © con molécuias que pueden ocupar 1os sitios
inmunoreactivos. y la interferencia de la reaccidén deblda al bgjo peso molecular
del material que altera el medio o a las condiciones de ia reaccidn.

La heterogeneidad se refiere a qQue el antigeno inducika la formacidn
diterentes tipos de anticuerpos. Esto también se refiere al numero y localizacidon de

sitios de unidn en un anticverpo particular. Un antigeno se combing con los
anticuerpos multiples de acuerdo con su respectiva constante de equilibrdo.

La reactividad cruzada es cuando hormonas u otros ligandos compaorten
algunos antigenos. Por esa. se recomienda purificar ias muestras de plasma. suero

y orina o bien adsorber los anticuerpos que cruzan pora evitar la reactividad

cruzada.
La interferencia de factores no especificos presentes en los fluidos bioldgicos

modifican la velocidad de la reaccidn; otros factores como el pH, urea, fuerza
idnica, temperatura elevada y naturaleza quimica dei medio amortiguador usado
para la incubacidn puede afectar la reaccion.

Lo Exaclitud.- se refiere al grado en el cual la medicion de una sustancia
coincide con el valor de Ia medicidon estdndar. Para evaluar éste parametro se
comparan los resultados obtenidos en un numero suficiente de ensayos

semejantes.
Lo Reproduclividad.- Es la variacidon intrgensayo e interensayo. El valor

oSptimo de éste pardmetro. se logra minimizando las variables usadas en los
ensayos, también se debe minimizar las diferencias de las variaciones técnicas de

cada persona que pueda realizar un RIA { Ruiz. 1987 }.



Para lograr un control de calidad aceptable se debe tomar en cuenta:

a) El porcentaje de unidn inespecifica. es decir el porciento total de Ag
unido en ausencia en ausencia de Ag y de un antisuero especifico.

) La pendiente de o curva estandar a una concentracidn cexro del Ag
vy el SOR del punto de inhibicidn.

<) La dosis de estdndar en el S0% del punto de iInhibicidn.

o) La varacidn intfraensayo, que es la vasriacikdn observada en
geterminaciones multiples de muestras “comidas” en el mismo ensayo.
@) La voricidn interensayo .que es Ia varacion de determinaciones

muitiples de la misrma muestra en diferentes ensayos.
{ Ruiz. 1987
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