<
e ]
UNIVERSIDAD NAC!ONAL AUTONOMA
DE MEXICO

COLEGIO DE CIENCIAS Y HUMANIDADES
UNIDAD ACADEMICA DE LOS CICLOS PROFESIONALES
Y DE POSGRADO CENTRO DE NEUROBIOLOGIA

INSTITUTO DE INVESTIGACIONES BIOMEDICAS

ACTIVIDAD DESYODATIVA EN EL TEJIDO
MAMARIO DE RATON DURANTE DISTINTOS
ESTADOS FISIOLOGICOS

T E S I S

QUE PARA OBTENER EL GRADO DE:

LICENCIADO EN INVESTIGACION

B1 OMEUDTICA B ASICA

P R E S E N T A
SONYA ALICIA ROCIO WILSON ALVA

TUTOR: DR. CARLOS VALVERDE - R

MEXICO, D.F.ABRIL DE 1997

T TE’ETTF]
FALLA LE ORGEN

| S




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



Universidad Nacional Auténoma de México
Colegio de Ciencias y Humanidades
Unidad Académica de los Ciclos Profesionales y de Posgrado
Centro de Neurobiologia

Instituto de Investigaciones Biomédicas

ACTIVIDAD DESYODATIVA EN EL TEJIDO MAMARIO
DE RATON DURANTE DISTINTOS ESTADOS FISIOLOGICOS

Tesis que para obtener el grado de Licenciado en investigacidn
Biomédica Bdasica presenta

SonvAa ALicia Rocio WiLsoON ALvA

México D.F., abril de 1997



I would like to dedicate this thesis to my Dad, my Mom and Ian whom I greatly
admire for their tenacity (especially my Dad, to whom I owe having finished this
thesis), dedication and for having taught me everything I am and who have
encouraged me to follow everything and anything that I wish.

oo o O

A Memo, mi mejor amigo y compariero y a Marina, a los que les debo el ser felfz con
lo que soy y con lo que tengo.
- -

A la Dra. Carmen Aceves (Tana) y al Dr. Carlos valverde a quienes debo en gran
medida mi formacién profesional, no solo por darme asilo intelectual y fisico en su
laboratorio sino también por abrirme las puertas a su amistad y a ser parte de la
familia de mamdlogas.
> o >

Quisiera agradecer de manera muy especial a mis companeros de laboratorio Brenda,
Luz, Maricela, Aurea, Gustavo, Adelita, Bertha, Oscar y Claudia por brindarme su
amistad y por sus sugerencias tan atinadas para el desarrollo de esta tesis.

LR -4

A Pato, por enseharme la alegria de vivir y la importancia de vivirla hoy.
>

Deseo agradecer de forma muy especial a la Dra. julieta Rubio, a Francisco y a Laura
por aquellos primeros afos de la carrera en donde me alentaron, empujaron,
arrastraron y finalmente consiguieron que la investigacion fuera divertida.
> D> >

A Laura, Luis, Lucia, Humberto y Francisco, por todas esas sesiones postprandiales
.que hicieron tan amena mi vida en Biomédicas, gracias por su amistad.
- o

Quiero agradecer también al Jurado (Dr. Flavio Mena, Dra. Mercedes Perusquia, Dr.
Carlos valverde-R, Dra. Irma Villalpando y Dra. Patricia Joseph) por todas sus
atinadas observaciones para mejorar |a presentacion de esta tesis.
>

A jJorge, Lucy y al Dr. Lino Diaz de Ledn que hicieron que todo marchara sobre
ruedas.
e S

A la DGAPA, por apoyarme con una beca durante la elaboracion de este trabajo.
LR

Deseo mencionar a los ratones que hicieron posible el desarrollo de esta tesis y
quienes me ensefaron a cultivar la paciencia y el significado de la palabra serendipity.




PREFACIO

Originalmente ai entrar al laboratorio del Doctor Carlios Valverde-R y conocer por
primera vez lo versGtilas que son las hormongas tiroideas, estaba casada con la idea de que
sl las hormonas tiroideas controlan el metabolismo celular y el cdncer tiene un
metabolismo acelerado, debia haber alguna correlacion entre el cancer y Ias hormonas

tiroideas.
Pudimos conseguir unos tumores de glandula mamaria de ratén e inicié mi proyecto en
esta direccidn. Los resultados preliminares fueron muy interesantes y parecian apoyar Ia
hipotesis de que. los tumores debido a su alto gasto energético tenian un aAito

requerimiento tiroideo.
Pero debido a que habia tan poca informacidn sobre la relacidn: mama-cancer-
hormonas tiroideas. decidimos cambiar mi proyecto a algo mdas apegado a la linea de
AUdn asi, y aunque fueron muy preliminares estos ensayos,

trabajo del laboratorio.
decidimos incorporarios en un anexo de esta tesis, debido G las preguntas y proyectos que

podrian surgir a raiz de ellos,
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1.- RESUMEN

Este trabajo de tesis forma parte de un proyecto que tiene como objetivo c'onocer la
regulacion drgano-especifica del efecto bioldgico de las hormonas tiroideas (HT).

En la ditima década se descubrid que todos los érganos y tefildos capturan y desyodan
hormonas tiroideas (HT). La monodesyodacion de ias HT estd mediada por tres isoenzimas
desighadas como desyodasas tipo I, Il y lll. La desyodasa tipo | (5'D-1) activa y desactiva a
las tironinas, la tipo (I (5'D-I1) las activa, mientras que a tipo Il (SD-l) las desactiva (Leonard
y Visser, 1986).

Aunado a lo anterior. es ampliamente conocido que las HT juegan un papel
determinante en la mamogénesis de distintos animalles (Vanderhaar y Greco, 1979).

En ia rata. la gidndula mamaria exhibe actividad 5'D-ll durante todo el periodo de su
desarrollo y la actividad 5'D-1I. que parece estar confinada al tejido secretor. sdlo aparece
durante las etapas de diferenciacion y actividad del epitelio alveolar; I. o.; pubertad,
gestacion tardia y lactacion. De manera simultaneaq, la actividad 5'D-1 hepdtica disminuye
(Aceves et al., 1995).

En este trabgjo cuantificamos y analizamos mediante un método de liberacidn de
radioyodo, los tipos enzimdticos (5'D-1 y 5'D-1l) en higado y gldndula mamaria durante la
lactancia del ratédn hembra BALB/C y los comparamos con los detectados en rata. Asi
mismo analizamos y comparamos el perfil temporal que esta actividad enzimdatica exhibe
en la gldndula mamaria a o largo del ciclo reproductor del ratédn BALB/C con el obtenido
previamente en rata.

Contrario a lo esperado y a lo reportado en ia rata, ia gldndula mamaria del ratéon
BALB/C exhibe actividad 5'D-1 durante todo el periodo de desarrollo del ratdn (preptber,
plber, gestante, lactante y multipara) y Ia actividad 5'D-I mamaria disminuye durante ia
gestacion para practicamente desaparecer durante la lactancia. En cambio. el higado
del ratdn BALB/C exhibe actividad 5D-| durante todo el periodo de desarrollo (prepuber.
puber. gestante, lactante y muitipara) de! ratdn y dicha actividad disminuye durante la
gestacion y la lactancia de igual manera que en la rata.

El hallazgo de encontrar una actividad disminuida de la §D-I en la mama y en el
higado de ratén durante la lactancia se podria explicar de dos maneras:
1. Existe una menor importancia de la 5'D-I para la produccién de ia 13 plasmdatica.

y/o 2. Existe un imrcremento compensativo en las vias alternas para la produccion de la
T3, es decir, hay una secrecion tiroidea directa de T3 o una conversion de T4 a T3 por otros

tejidos como el rindn del ratén.



2.- GLANDULA TIROIDES Y HORMONAS TIROIDEAS (HT)

Introduccidn

Las HT son las anicas moléculas naturales conocidas que contienen yodo en su
estructura, son comunes a todos los vertebrados y sus antecedentes filogendticos se
remontan a los protocordados (Norris, 1980). Las HT intervienen en un sinnimero de
funciones. como la metamorfosis en anfibios, Ia muda de piel en reptiles y las migraciones
estacionales en aves y peces (Norris, 1980). En los mamiferos, las HT participan en la
calorigénesis. en el crecimiento y la diferenciacion celular y en la sintesis de mensajeros
especificos; pero su principal efecto bioldgico estd relacionado con 1a regulacion del
metabolismo energético (cuadro 1). Esto sugiere que las HT juegan un papel fundamental
en los mecanismos homeostaticos y homeorréticos durante las distintas demandas
energéticas de los procesos fisiologicos.

CUADRO 1. ALOGUNOS EFECTOS DE LAS YODOTIRONINAS EN MAMFEROS.

CALORIGENESIS SISTEMAS
favorecen glucdiisis y consumo de O,. Mu
Estimulan bomba de Na/K ATP-asa
dependlente. Controlan sintesis de
termogenina (UCP) en grasa parda (BAT).

. Diferenciacion de fibras
tipos | y Il. Estimulan Ca ATP-asa en reficulo
sarcopiasmatico.

Nervioso. Velocidad de recambio de
neurotransmisores: conduccién/excitabllidad

CRECIMIENTO Y DIFERENCIACION CELULAR nerviosa. Patrones conductuales.

Controlan fraduccion/transcripcclidn del gen de
GH. Esenciales en el periodo critico, para
neuro-, sinapto- y mielinogénesis.

METABOLISMO ENERGETICO
Gluconeogeénesis/glucdiisis.
Upogeénesis/Lpdiisis.
Anabolismo/Catabolismo protelco.

METABOLISMO VITAMINAS
Sintesis de vitamina A, tiamina y componentes
del complejo B.

Cardiovasculqr. Efecto no- y cronotrépico.
Sinergismo simpatoadrenal (aumenta nimero y
afinidad a 8 receptores).

Hematopoyético. Sintesis de eritropoyetina y
hemoglobina. Absorcion de By, y acido télico.
Gastrointestinal. Velocidad transito intestinal,

FUNCIONES
Lactancia. Esenciales para diferenclaclén/
determinacion funcional de primordios
alveciares. Son parte del complejo
galactopoyético.
Termorregulacion. Esenclales para adaptacidn
al frio en homeotermaos.
Reproduyccion. Participan en sintesis/secrecion
de FSH, LH y PRL. Necesarias para funcién
gonadal.




Anatomia de Ig gladndula tiroides

La glandula tiroides en la mayoria de 1os vertebrados esta ubicada en la cara anterior
del cuello y gunque existen diferencias en cuanto a su morfologia (figura 1), es la
responsable de la sintesis y secrecidon de las HT o tironinas (Norris, 1980; Ericson y Fredriksson,
1990).

aton

tortuga

raya towdn ana ave retén humano

FIGURA 1. MORFOLOGIA GENERAL DE LA GLANDULA TIROIDES EN DISTINTOS VERTEBRADOS. (modificado de Norrls,
1980).

ta unidad funcional de la gldndula tiroldes es el foliculo o acini tiroideo. Estos foliculos
consisten en una monocapa de células epiteliales (células foliculares o tirocitos) que
encierran un iumen (figura 2a). Los foficulos estan rodeados por una lamina basal y en el
espacio extrafolicular se encuentra una gran red de capilares. linfaticos vy fibras nerviosas.

La monocapa epitelial permite mantener una diferenclia en composicidon entre .la
membrana apical y la membrana basal, contribuyendo de esta manera a una polaridad
funcional que es caracteristica de ias células foliculares. La caracteristica estructural y
funcional mas conspicua entre la zona basal y la apical (figura 2b) de un tirocito. es que
s6lo Ia parte aplical de la célula contiene microveliosidades, y cuando hay estimulacion de
la célula folicular aparecen pseuddpodos.




FIGURA 2A. ESTRUCTURA DEL FOLICULO TIROIDEO. FIGURA 20. ESTRUCTURA DE UNA CELULA FOLICULAR.
(meodificado de Norris, 1980). P: pseuddpodo; G: golgl: R: reticuio endopidsmico;
L: isosomas: FL: lumen folicular: vC: vacuoias de
cololde (modificado de Ekholm Y Bjorkman. 1990),

La polaridad funcional de ias células foliculares también es evidente por la distribucidn
de sus organelos. Ef nudcleo se encuentra en la parte basal o central de ia céiuia, el
reticulo endopid@smico rugoso (RER) ocupa el espacio basal y paranucleaqr, ef compilsjo de
Golgl se encuentra en la regidn supranuclear y las vesiculas secretoras estan concentradas
en la zona apical (ver figura 2b) (Ekholm y Bjorkman, 1990).

La organizacion de ios tirocitos es Gnica entre los drganos endocrinos. En general el
tejido endocrino tiene un nivel menor de organizaclon, formando cordones o agregados
de células con una notoria faita de polaridad y distribuidos en el tejido conectivo de
manera heterogénea. La estructura tan organizada de la glidndula tiroldes indica que
posee caractaristicas funcionales que son diferentes a aquellas que opeéeran para ia sintesis
y secrecion de hormonas en otros tejidos. Asl, por ejemplo ia giGnduia tiroides sintetiza una
glucoproteina especitica. la tiroglobulina o TgB. de considerable tamano (660 kd) en
comparacion con el tamano de las HT y que hace las veces de una pre-prohormona. En
efecto. la TgB que es almacenada en el espacio extracelular (lumen folicular), es el
sustrato para ia sintesis también extracelular de las HT. Finalimente. la TgB se endocita e
hidroliza iIntraceluiarmente para Ia liberacion de las hormonas (Ekholm y Bjorkman. 1990).

Asl, se puede gpreciar que la ceélula folicular mantiene una linea de ensambiaje y otra
de desensambigje funcionando en direcciones cpuestas de manera simultdnea. La linea
de ensamblgje se mueve en direccion apical y produce a la TgB que se secreta al lumen
folicular, (o finea de desensambigje comienza en la superficie aplcal con la endocitosis de
la TgB y termina en la superficie basoiateral al secretar las hormonas a la circulacion. Es
por esto que los tirocitos desempenan de manera simultanea funciones tipicas de células
secretoras exocrinas y de células endocrinas (Ekhoim y Bjorkman. 1990, Fujita, 1988).




Sintesis y secrecidn de HT

Como se menciond previamente las HT contienen yodo en su estructura y la anica
fuente de este micronutriente es la dieta. El yodo inorgdnico de la dieta (yoduro, I-) se
absorbe por el intestino y ya en Ila circulacion se captura e incorpora en la porcion basal
de las células foliculares por medio de un proceso activo o bomba de yodo (figura 3)
(Norris. 1980). La bomba de yodo es especifica, saturable y dependiente de energia
(consumo de ATP). Su actividad en condiciones de aporte y demanda normailes permite
concentrar ~ 25 veces maAas yodo dentro de las células foliculares con respecto a la
circulacion, y en periodos de estimulacién, ia concentracion es 250 veces mas alta que Ia
del plasma (Goodman. 1988).

Una vez dentro de los tirocitos el yoduro se oxida a yodo (o) mediante una reaccién

catalizada por la tiroperoxidasa o la TPO. Esta enzima se encuentra unida a las
microvellosidades de la membrana apicatl de la célula (figura 3) (Taurog. 1991).

Lumen
Tg8 ToB
oI
b [~ DIt d
Mombnmoq:lcd{ | MIT
" OHH,Cp TPO4HLCo| 13

! transporte de yodo o

b oxidacion

c) yodacién de TgB o

d acoplomlenfo de Mn’ yoIr ©
absorcion de colol 1 4

D protediiss de g8 (@)

©) desyodacidn de MITy DIT *
oIT

Membrana basal

FIGURA 3. SINTESIS YV SECRECION DE TIRONINAS. E! dlagrama llustra la captura y la organificacion det yodo en la
célula folicular, para mayor detalle véase el texto (modificado de Taurog. 1991).

La oxidacion del yoduro permite su incorporaciéon a los residuos de tirosina (Tyr) que
forman parte de ia TgB. Esta incorporacion del Ie a Ia Tyr se conoce con el nombre de
organificacion, ocurre en las microvellosidades del tirocito y también estd catalizada por ia
TPO (figura 3). La TgB se sintetiza en el RER de las células foliculares y se transporta via el
complejo de Golgi hacia las vesiculas secretoras, éstas a su vez exocitan la proteina al
lumen folicular (Ekholm y Bjorkman, 1990).

Dependiendo del numero de yodos que son incorporados g los residuos de Tyr se




forman los yodoaminodcidos: monoyodotirosina (MIT) o diyodotirosina (DIT), 1o cual implica
uno o dos yodos por residuo respectivamente (figura 5) (Gomez Vargas et al., 1990).

La TgB no es el dnico sustrato natural para la organiticacion del yodo vy 1a formacion de
yodoaminodcidos, la caseina y el fibrindgeno también son capaces de incorporario. Sin
embargo. desde un punto de vista evolutivo, la molécula de TgB estd altamente
conservada vy parece haber sido seleccionada por su maxima eficiencia en Ia formacion
de HT, sobre todo a niveles bajos de yodacion., En efecto. frente a un bajo aporte de
yodo, las tasas de MIT/DIT son mayores y existe una sintesis preferencial por la T3,
comparada con ia sintesis de T4 (Bjorkman y Ekholm, 1990).

La TgB humana contiene 140 residuos de Tyr distribuidos a todo lo largo de la cadena
peptidica, pero sélo 40 de estos estdn disponibles para ser yodados y de ellos, sélo unos
cuantos estan involucrados en la sintesis de Ia hormona (Bjorkman y Ekholm, 1990).

Investigaciones preliminares aisiaron cuatro residuos de Tyr que contenian T3 © T4 e
identificaron sus posiciones en la TgB (figura 4). Un residuo estd localizado cerca del amino
termina!l de la TgB, en la posicién § y se ha observado que este péptido es el responsable
de la formacion del 30% Al 65% de la T4, aunque a niveles bagjos de yodacidn llega a
formar T3. La Tyr que estd situada en el antepenudltimo amino acido del carboxilo terminal
es 1a responsable de toda ia T3 presente en ia TgB. aunque a niveles aitos de yodaciéon
llega a formar T4. Las ditimas dos Tyr hormonogénicas estan locallzadas en las posiciones
2555 y 2569. en la primera se detectd T4, pero la segunda Tyr a veces estaba sin yodar, en
otras ocasiones contenia yodotirosinas y en otras mdas se detectd yodotirosinas y tiroxina., lo
cual sugiere que el primer péptido es Mmds facil de yodar y de formar eniaces que el
segundo (Bjorkman y Ekholm, 1990).

T4

T4 T4 T3
NH2 \l W ‘/ (COOH

5 2555 2569

FIGURA 4. DIAGRAMA QUE ILUSTRA LA LOCALIZACION DE LOS SITIOS HORMONOGENICOS EN LA TIROGLOBULINA.
(modificado de Bjorkman y Ekhoim, 1990).

La formacidn de las yodotironinas estd determinada por: 1) la actividad catalitica de la
TPO. 2) los sitios hormonogénicos de Ia TgB y 3) la conformacidn espacial de la TgB. Tanto
la secuencia de Tyr como la conformaciéon espacial de Ia TgB permiten el acercamlento
de las MIT y las DIT entre si. La TPO (figura 3 y 5) une a dos diyodotirosinas adyacentes para
formar ia tiroxina (T4), o bien. une una diyodotirosina con una monoyodotirosina
adyacentes para formar a la triyodotironina (13) (Goémez Vargas et al.. 1990).

La TaB junto con las yodotironinas que estan unidas a ella, se endocita y se almacena
en vesiculas dentro de la céluia. las vesiculas se fusionan con lisosomas formando
fagolisosomas en cuyo interior ocurre la degradaciéon de la TgB por hidrolasas lisosomales




(figura 3). Una vez liberados la T3 y la T4. &stas son secretadas hacia la circulacion (Taurog,

1991).

Las MIT y las DIT que no se acoplaron pierden sus atomos de yodo al actuar sobre elias
una enzima (deshalogenasa). Los atomos de yodo liberados son reutilizados para Ia
formacion de HT (figura 3) (Gomez Vargas et al.. 1990).

La giandula tiroldes secreta al toirente sanguineo el 100% de ia T4 y aproximadamente
el 20% de la T3 circulante. El resto de Ias tironinas circulantes (triyodotironina reversa, rT3;
diyodotironina, T2: monoyodotironing, T1), (figura 5). asi como el 80% restante de la T3,
provienen de la monodesyodacion periférica de la T4, Es importante senalar que las
dnicas tironinas con actividad bioldgica son la T4 y la T3. ésta atima se considera Ia
verdadera hormona ya que es cinco veces mdas activa por tener una mayor afinidad por
los receptores nucleares (GOmez vVargas et al.. 1990).

H O
on_©_ _&d Thosina
E NH2 H

TR
ou-@-:l:—?—c 3-Monoyodotir osira (MIT)
' H NH2 OH
’ {89
OH —-—c— 3,8-Diyociotivosina (DIT)
O 1,
' ! H H o
[ ] i
°”—©°—©~?—?—c 3.8, -Triyodotvonina
B H NR2 éH

FIGURA 5. LA FAMILIA DE YODOAMINOACIDOS Y TIRONINAS. El esquema muestra las estructuras quimicas de la
tirosing. los yodoaminodcidos (MIT y DIT) y de las tironinas (la prohormona (T4): la hormona activa (T3): la

hormona inactiva (rT3) (modificado de Norris, 1980).

Regqguiacidn

La glandula tiroides podria sintetizar y secretar HT de forma autdnoma. pero lo haria de
manera demasiado lenta e insuficlente y por lo tanto no lograria satisfacer las necesidades
del organismo. Asi, se conoce que participan otros mecanismos gque regulan ia funcidon
biosintética y secratora de la glandula tiroidea (Goodman, 1988). Los dos mecanismos
mas importantes son: el aporte de yodo en ia dieta y el eje hipotalamo-hip&fisis.
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La regulacion de la sintesis y de la secrecion de las HT por el gle hipotalamo-hipofisis

incluye entre sus mensajeros al tripéptido hipotalamico tiroliberina (TRH), v a la tirotropina
hipofisiaria (TSH) (figura 6).

TIROTROPO

@gggg%; HIPOFISIS
% (TIROSTATO)

RAPIDO A - A | raPIDO
i '
>
v LENTO LENTO
Sonlugacian Sonlugacion

Do satidn i DesooOacian
ESPACIO INTRACELULAR
INTERCAMBIABLE

FIGURA 6. EL EJE HIPOTALAMO-HIPOFISIS-TIROIDES. Se esquematiza ia cascada de sehales que a partir del
hipotalamo. controtan y reguilan ia funcidn de la glandula tiroides. En el recuadro se llustra un tirotropo
hipofisiaro, por su actividad desyodativa y concentracion de receptores nucleares para T3, los tirotropos
operan como el tirostato del sistema, para mayor detalle véase e texto (modiificado de Valverde et al..1993).

La TRH es un tripéptido (Pyro-Glu-His-Pro-amida) que se sintetiza en el nucleo
ventromedial. en el paraventricular y en el drea predptica del hipotalamo y se alimacena
en las terminaciones nerviosas que se localizan en la eminencia media. La TRH se secreta
al plexo primario del sistema portal y estimula la sintesis y secrecidn de la TSH en la
adenohipdfisis. La TRH, también juega un pape! importante en el proceso postraduccional
de la TSH, modificando la glicosiiacion de la TSH y por 1o tanto modificando su actividad
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biologica (Kohrle, 1990).

La TSH se sintetiza y secreta por las células tirotropas que se encuentran en ia hipofisis. |
La TSH controla la actividad biosintética y el metabolismo general de ia glandula tiroides.
es decir estimula la sintesis y ia secrecidon de las HT (Kohrie, 1990).

ta hipdfisis se considera un tirostato, capaz de percibir, comparar y responder a la
concentracion de Ilas HT libres circulantes y a la TRH. Es decir, la secrecion de la TSH
depende del equilibrio que establecen. g nivel de los tirotropos. la senal de
retroalimentaci®n negativa dada por los niveles circulantes de ias HT y la senal positiva de
Ia TRH (figura 6) (Kohrle, 1990). La hipdftisis aparentemente estd estimulada
constantemente por TRH, pero Ia sensibilidad de los tirotropos al tripéptido se regula por ia
concentracidon de HT unida a los receptores nucleares de los tirotropos.

La secrecidn de la TSH ademdas de estar regulada de manera positiva por la TRH,
también estd regulada de manera inhibitoria por Ia somatostatina o SS. Existen ademds
indicaciones que sugieren la existencia de vias estimulatorias a-noradrenérgicas y vias
inhibitorias dopaminérgicas en el control de Ia secrecidn de TSH tanto a nivel hipotaldmico
(al modular ia secrecion de TRH o SS) como a nivel hipofisiario (figura 6) (Scanlon, 1991).

A partir de Ias investigaciones hechas por Oppenheimer (1972), se sabe que |a hipdfisis
tiene mayor nimero de receptores nucleares a T3 por ceélula que el resto de los érganos o
tojidos del individuo y que existe una relacién inversa entre Ia unidn de Ia T3 a estos
receptores y la concentracion de TSH en el sistema sanguineo. Aproximadamente el 50%
de Ia T3 nuclear en la hipdfisis proviene de la monodesyodacion intracelular de ia T4
(Larsen et al.. 1981) y se ha propuesto que esta actividad enzimdtica es parte tundamental
de los mecanismos que regulan el punto de aqjuste del tirostato, determinando ia
sensibilidad/respuesta del tirotropo a Ia TRH (ver figura 14). En efecto. el receptor nuclear
activado por T3 inhibe la transcripcion de los genes a v B de la TSH. Aunque todavia no
estd completamente establecido. parece que la regulacion negativa de las HT sobre la
hipdfisis depende de una modificaciodn a los receptores membranales de la TRH. de ia SS,
de la adrenalina (A) y de Ia noradrenalina (NA). Es declr, ias HT moditican la densidad de
los receptores y disminuyen o incrementan considerablemente su sensibilidad (figura 6)
(Goodman, 1988). La activacion de los receptores nucleares a T3 también estimuia la
sintesis de la ectoenzima piroglutamil-amino-peptidasa (PGAP) que degrada a la TRH
(figura &) (Vaiverde et al.. 1993). Ademads. se sabe que los nucleos paraventriculares del
hipotdlamo son bilanco de ias HT y es muy probable que la.accion de las hormonas en
estos nucieos contribuyan a la reguiacion de Ia secrecidn de TSH (Scanlon, 1991).
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Proteinas transportadorgs: Su pgpel en Ia distribucion tisular de las HT

Las HT. debido a que son hidrofébicas. exhiben una bgja soiublidad en el plasma
sanguineo. por lo tanto su distribucion depende de proteinas acarreadoras. En todos los
vertebrados se encuentra cuando menos una proteina acarreadora de tironinas (TBPs).

En el humano, aproximadamente el 99% de la hormona circulante estd unida a ias
proteinas acareadoras (hormona unida). Las TBPs varian en su concentracidn. en su
afinidad por el sustrato y en su tasa de disociacion (cuadro 3).

Las tres proteinas acarreadoras mejor conocidas en el humano. son la proteina

transportadora de tiroxina (TBG). la prealbumina (TBPA) o transtiretina. y la albumina (Alb).
todas elias se producen en el higado y la TBPA también se sintetiza en los plexos coroideos

(Hennemann y Docter, 1990).

La TBG., debldo a que tiene una gran afinidad por las HT, acarrea aproximadamente el
70% de la T4 asi como el 60% de Ia T3 (Robbins. 1991). La proteina TBPA, a pesar de que
solo une el 11% de Ia T4, y el 9% de Ia T3. as la responsable de ia mayor parte de Ia entrega
de Ia T4 a Ias células. Esto se debe a que su afinidad por las HT no es muy grande lo cual
permite que el complejo hormona-proteina se disocie con gran rapidez, dejando asi a ias
HT libres para entrar a las células (Robbins, 1991). La Alb acarrea una multitud de
pequenas moléculas en sangre (acidos grasos, bilirubino, calcio y HT), une el 17% de Ia T4

circulante y e 30% de la T3 (Robbins, 1991).

CUADRO 2. CARACTERISTICAS DE ASOCIACION, DISOCIACION, CONCENTRACION Y DISTRIBUCION DE LAS

PROTEINAS ACARREADORAS EN SUERO DE HUMANO.,
™o TBPA Ab
Constante de asociocion(M-1)
KT4 1.0x10'0 7.00107 7.0x105
- &6.7x105 4.8x104
KT3 4.6x108 1.4x107 1.0x105
5.5x105 6.9x102
Constante de disoclocidn(seg-')
kT4 0.018 0.094
kT3 0.16 0.69
Concenfracion
mg/dl 1.8 25 4200
umol/L 0.27 4.6 640
Distribucion de hormona(%)
T4 70 11 17
T3 &0 @ 30

(modificado de Robbins, 1991).
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A partir de los estudios originales de Robbins y Rall en 1957, se propuso que Ia hormona
liore (no unida) constituia la hormona fisioldgicamente activa, y que su concentracidén
sérica era la determinante fundamental de la accidn de las HT. Esta hipdtesis. conocida
como la "hipodtesis de hormona libre” proponia que:

1.- Las HT atraviesan membranas capilares para llegar a tejidos blanco en estado libre.

2.- Las concentraciones de hormona libre gobiernan ia disponibilidad y la utilizaciéon por
las células blanco.

3.- El sistema de retroalimentacidn del eje hipotdalamo-hipdfisis que activa la liberacion
de la hormona por Ila tiroides. responde y regula los niveles de la hormona libre (Ekins.
1986).

Datos mas recientes muestran sin' embargo que el movimiento de las HT circulantes
hacia compartimentos extravasculares ocurre a una taza mayor a la calculada para la
disociacién de las proteinas acarreadoras y. que dependiendo del drgano que se analice.
esta velocidad de recambio s& modifica. Aunado a o anterior, ghora se conoce qQue las
HT son transportadas al interior de la célula por un receptosoma saturable y energético-
dependiente ubicado en lIa membrana. Esto ha dado como resultado que la hipdtesis de
que la hormona libre sea la Unica determinante en la disponibilidad de las HT por los

tajidos. sea insuficiente.

Los sigulentes puntos resumen los principales factores que contribuyen a regular la
disponibilidad y la internalizacidn de las HT a las células (Krenning y Docter, 1986; Kohrle et

al., 1991).
Competencia por compuestos estructuralmente reiacionados.

Cambios en la concentracion intracelular de ATP.

Cambios en la fluidez de Ia membrana plasmdatica.

Cambios en la actividad de Ia Na+, K+-ATPasa.

Tamano del Srgano.

Entrega de sustrato por el sistema sanguineo.

Unidn de la T4 a proteinas séricas y su cinética de disociacion.

Tiempo de transito en el capilar.

Exposicion, unidn y transporte a traves de la membrana.

Transporte intracelular por compartimentos intracelulares y unidn a microsomas.

O 0hwN =

220 ®N

- o

Actividad total de las enzimas desyodativas.

Mecanismos de accidn

En el nicleo de prdacticamente todas ias ceélulas existen receptores para las HT. La
hormona puede modular la expresion génica, ya sea por un efecto positivo o negativo
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sobre lag produccidn de mRNA. En el cuadro 4 se resumen algunos efectos de las HT sobre
los niveles de mRNA y la tasa de transcripcion de algunos genes.

CUADRO 3. EFECTOS DE LAS HT EN LOS NIVELES DE mRNA Y EN LA TASA DE TRANSCRIPCION DE ALGUNOS GENES
SLANCO.

Induccion (a) © represion (W) por T3 (veces)
Gen mRNA rafseasaion M) -
Hormona de crecimiento 104 10a <05 cel. GC
Ormnitinaminotransferasa 3a 24 >4 R rata
Fostfoendolpiruvato carmboxcinasa 4-64 4-64 ND Hrata
Enzima mdlica 1N-1464a 3-44 2 H rata
a miosina (cadena pesada) - a <4 M rata
Renina -7 % ND 1 G.S ratén
Citocromo C 3-4a 3-44 12 H. Rrata
Na, K-ATPasa sub-unickad o 7.3 1.4 ND H rata
Na. K-ATPasa sub-unidad g .64 1.8a ND CR rata
Termogenina (UCP) -7’ aa 2 BAT
TSH v v Q.5 TT ratén
TSH 8 v L 4 4 -
TRH v ND ND Hipo. rata

ND: no hay datas; R: rindn; H: higado; M: miocardlo; G.S: gikandula submandibular; CR: corteza renat: BAT: tejido
adiposo caté: TT: tumor tirotrdpico: Hipo: hipotalamo (modificado de Nikodem et al., 1990).

E! modelo clasico de la accidon de hormonas estercides propone que la unidn del
ligando a su receptor induce un cambio alostérico que permite que el complejo hormona-
receptor se una al DNA en la regiotn promotora del gen blanco. Esta unidn conlteva a la
modulacion de la expresién del gen (Evans, 1988). En cambio, el modeio propuesto para
la accidon de HT, es que el receptor de HT ya se encuentra unido al DNA y estd actuando
como inhibidor al no permitir que ia polimerasa entre en contacto con la regidn promotora
del gen. La unidn del ligando con su receptor induce un camblo alostérico en el receptor,
lo cual permite la disociacidn del complejo receptor-DNA y por ende la transcripcidon del
gen por ia polimerasa (Evans, 1988).

Las bases para creer que los receptores nucleares para la T3 estan involucrados en ia
iniciacion de la transcripcion de genes son las siguientes (Oppenheimer et al., 1987):

1.- Los sitios nucieares tlenen Ias caracteristicas esperadas de un receptor: alta afinidad,
poca capacidad.

2.- Los sitios nucleares se encuentran en todos los tejidos que responden a las HT.

3.- La respuesta biocldgica de una ceélula depende de la ocupacion de los sitios
nucleares por ias HT.

4.- El intervalo de tiempo (latencia) entre la ocupacidn de la T3 vy la respuesta nuclear es
relativamente corta (ver cuadro 4).
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5.- Existeé una correlacidn entre Ia respuesta tiromimeética y la unidn a receptores

nucleares de HT.
las HT y las hormonas esteroides no esta@Gn ni estructuraimente ni

Adn cuando
flevado a identificar que ios

blosintéticamente relacionadas. diversos estudios han
receptores de HT pertenecen a una superfamilia de receptores que engloba a los

esteroides, la vitamina D y a otros ligondos (Oppenheimer et al., 1987).

El receptor humano para glucorticoides fue el primer receptor asteroide en ser clonado.
Posteriormente al clonar los receptores de estrégeno, progesterona., aldosterona y
vitamina D, se descubrid que todos tenian semejanzas con ol oncogeén viral de la
aritroblastésis aviaria (erpb-A). Al caracterizar a los receptores de HT se encontrd que
existen dos isoformas (TRa-1 y TRB-1) y que estas tienen una gran homologia con dicho
oncogén (Evans. 1988). La regidn homologa de esta super-familia de receptores se
localiza a la mitad de ia molécuig en Ia regidn C o regidn conservadaq. Ia cual parece ser
la responsable de Ia unidn del receptor al DNA. En contraste, ia regidn E cercana a la
region carboxyl exhibe un grado menor de homologia. y se cree que es especifica para la
union de la hormona en cuestion (Oppenheimer et al., 1987). Aungue la region NH, no
osta conservada, se sugiere que podria contribuir a importantes diferencias funcionales

entre receptores (figura 7) (Evans, 1988).

100 200 300 400 500 600 700 800 COOH

| ] | 1 1 ] 1 J

FIGURA 7. COMPARACION ESQUEMATICA DE LOS RECEPTORES DE HORMONAS TIROIDEAS/ESTEROIDES. hGR:
receptor de glucocorticoide humano: hc-erbA: receptor de HT humano: hER: receptor de estrégeno humano:

% representan grados de homologia entre receptares (maodificado de Oppenheimer et al., 1987).

Aunque hay gran polémica al respecto. es importante mencionar que se ha propueasto
que haQy sitios extranucieares que son blanco de HT. De esta manera se ha sugerido la
existencia de receptores mitocondrigles capaces de respuesta inmediata a Ias HT.
regulando la sintesis de enzimas que participan en la fosforiiacion oxidativa. Otros grupos
han descrito sitios de unidn a T3 en ia membrana plasmdatica que incrementa la actividad

de ia bomba Na/K ATP-asa dependiente (Oppaenheimer et al., 1987).
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Vias metabdlicas de ias yodotitoninas

Existen cuatro vias metabdlicas importantes de las yodotironinas, (figura 8 y 9). la
desyodacion, la conjugacion. la desaminaclon oxidativa y la ruptura del enkace éter. La
desyodacion es la via mds importante, no sdlo en términos cuantitativos sino porque es
una via tanto de activacion como de desactivacion de las yodotironinas. Las otras vias
tienen como papel principal ia desactivacién y/o el reciclagje del yodo inorganico vy la

eliminacion de Ias yodotironinas.

Desyodacién

/4 ‘\\ Descarpoxiiacion

v

1 H H -
[ ’c/
OH o. c—c—cC
., “OH
{ i H NH2

Conjugacion Ruptura de!
enlace &ter  usaminacion
oxidativa

FIGURA 8. ESQUEMA RESUMIDO DE LAS VIAS METABOLICAS DE LA T4. (modificado de Visser, 1990).
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FIGURA 9. VIAS METABOLICAS DE LA T4. (modificado de Kohrle et al., 1991).
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La conjugacion de Ias tironinas consiste en la unidn del dcido glucordnico o sulfato al
grupo hidroxil de la molécula. La sulfatacion facilita ia desyodacion en higado. sobre todo
de ia T3 (figura 10). y la glucoronidacion es el primer paso en el ciclo enterchepatico de ia
T4 y la T3. Ambas tironinas también son metabolizadas. aunque en menor grado. por ia
desaminacion oxidativa de la cadena alaning. dando como resuitado, derivados del
acido yodotiroacético. Finalmente las yodotironinas también pueden ser degradadas por
Ia ruptura del eniace é&ter, formando de esta manera MIT's y DIT's (figura 8 y 9) (Kohre et al..

1991).

! H 4 O
B o QQe-e_e
P ) X W Nh2 OH
» -
f ' H H O LN ' H H O
H nhz On b nb2 du
T3 sultato ! ~ 3,3-12
A

H O

i i H
soa—©>_o _\Qi _NCLQ— iu 3.3'-T2 sulato

FIGURA 10. ESQUEMA DE LA RELACION ENTRE MONODESYODACION Y SULFOCONJUGACION EN EL METABOLISMO
DE LA T3. (modificado de Engler y Burger. 1984).

Ademdas de la regulacidn neurocenddcrina que gobierna ia sintesis y la secrecién de las
tironinas por la gldndula tiroides. la monodesyodacion regula a nivel local y drgano-

especifico el efecto bioldgico de ias HT.

La importancia funcional de la desyodacion de Ias yodotironinas radica en que a través
de elia se:

1. Regula ila concentracidn de la T3 circuiante y

2. Regula a nivel local ias concentraciones Intraceluiares de T3.

La monodesyodacion de ia T4 estd mediada por dos vias enzimdaticas., que segun el
anillo que desyoden producir@dn una tironina activa (T3) o bien, una sin actividad (rT3). Por
esta razon se le denomina via de activacion o 5D a la primera. cuyo anillo desyodado es
el anillo externo (fenilo). y de desactivacion o 5D a ia ditima. la cual desyoda el anillo
interno (tirosilo). También ia via §D convierte a la rT3 a 3.3-T2. y Ila via 5§D convierte a la 13

a 3.3-T2 (figura 1 1) (Leonard y Visser, 1986).




FIGURA 11. MONODESYODACION DE LA T4. (modificado de Leonard y Visser. 1986).

La actividad de estas dos vias se catgliza por tres isoenzimas designadas como
La tipo | (5'D) cataliza ia monodesyodacién de ambos anillos

desyodasas tipo I Il y Il
(externo e interno). la tipo Il (5'D) cataiiza ia monodesyodacion del anillo externo y Ia tipo il
(5D) el anillo interno. Es decir. ia desyodasa tipo | activa y desactiva a las tironings, la tipo |

las activa. mientras que ia tipo lil las desactiva.
Existen varias propledades bioquimicas que permiten distinguir a las diferentes

Isoenzimas. aunque la distincion se basa en tres criterios: la selectividaod del anilio que

desyodan, la afinidad por el sustrato. y su susceptibilidad de inhibicidn por é-propyl-2-

tiouracilo o PTU (cuadro 4).

1. Distribucion tisular:
Se ha observado que generaimente Ias tras iscenzimas presenfan una distribucion tisular

diferente; sin embargo, es5to Nno excluye que hayo un trasiape en algunas ocasiones. por
ejempio. en aquellos Srganos que estan compuestos de distintos tipos celulares. Esto limita

la utiidad del criterio (Leonard, 1991).

2. Especificidad del sustrato:

El determinar las propledades especificgs, tales como la preferencia por el sustrato (14,
T3. rT3) y Ia Km (uM versus nM). es un método muy Gtil para distinguir a las isoenzimas. La
eficiencia catalitica (Vmax:Km) es otro pardmetro facil de obtener. En una grdfica de
doble reciproca (en la cual se interpolen el inverso de Ia concentracidn de sustrato en el
eje de las Y contra el inverso de la velocidad de reaccion en el eje de ias X. con distintas
concentraciones de cofactor), 1os patroneas de ias fineas son indicativos del isotipo. Asl. por
ejemplo. en una grafica de doble reciproca. Ia 5D tipo | forma una serie de lineas
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paralelas, las cuales Indican una reaccion cinética de tipo "ping-pong”. mientras que la 5'D
tipo Il y 1a SD tipo Il forman una serie de lineas Intersecantes, las cuales son caracteristicas
de una reaccidn cinética de tipo secuencial (figura 12) (Leonard, 1991)

3. Sensibilidad diferencial a inhibidores:

La habilidad de distintas drogas para inhibir o inactivar la actividad desyodativa,
proporciona una herramienta muy vaiiosa en la caracterizacion de los isotipos. La
sensibilidad diferencial al PTU ha permitido que se hagan designaciones como "PTU-

sensible” y "PTU-insensible” cuando se hable de la tipo | y de la tipo Il o il respectivamente,
y esto se ha convertido en un sine qua non (Leonard, 1991).

4. influencia diferencial de la patofisiologia sobre la actividad catatitica:

uUna propiledad muy util, que puéde Qyudar en la caracterizacion de las isoenzimas, es
la influencia que tiene la patofisiologia sobre éstas. Por ejemplo, en el hipotiroidismo. hay
un incremento en la actividad de ia 5D tipo I, mientras que la actividad de ia 5D tipo |y

de la 5D tipo Il disminuye significativamente (Leonard, 1991).

CUADRO 4. PRINCIPALES CARACTERISTICAS DE LAS DESYODASAS.

Prarémetro Tipo | Tipo U Tipo it
Anilios ambos anillos fendlico tirosilo
Sustrato m3>T4 T4>T3 T3>T4>>rT3
Km uM nM nM
Vmax (mg-1h-1) nmol pmol pmol
Mecanismo ping-pong secuencial secuencial
PTU inhibicion sin efecto sin etecto
Cofactor (DTD) estimulacion astimulacion estimulacion
Locatizacién Higado, rinén S.N.C., BAT Cerebro, placenta
tisulor tiroides hipdfisis plel
Probable proveer T3 a autoconsumo desactivaciéon
funcion compart, vascular de T3

(modificado de Rosenberg. 1991).
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(cotactor)
v v (cotactor)
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Cinéfica secuencial Cinética ping-pong

FIGURA 12. PATRONES ESPERADOS PARA LAS REACCIONES CINETICAS DE TIPO SECUENCIAL Y DE PING-PONG.
(modificado de Leonard. 1991).

Desyodasa tipo | (5'D-1)

Aunque hasta la fecha ninguna de las desyodasas ha sido purificada. las tres han sido
ya clonadas. y se ha descubierto que se trata de una familia de proteinas que contienen
selenio-cisteina en su sitio activo (St. Germain et al.. 1990) (Berry et al., 1991).

La 5D-l de 55 KDa cataliza la monodesyodacion de ambos anillos, externo (fenilo) e
interno (tirosilo) de las yodotironinas. Se desconocen los factores que regulan la
selectividad de Ia enzima por uno o Por otro sustrato, pero se sabe qQue es dependiente
del pH; pues a pH neutro, la 5'D-1 desyoda el anillo externo y a pH alcalino, desyoda el
aniilo interno. Se sabe también que en higado, la sulfatacion de ias HT indica a ia §'D-t que
tiene que desyodar e anillo interno de estas moléculkas. Por lo tanto, la alcalinizacién de ia
célula o la conjugacion de las yodotironinas, podrian jugar un papel importante para
determinar que anillo debe desyodar la enzima 5D-1 en el higado (Leonard, 1991).

La 5'D-l se considera una enzima de exportacldn, ya que su producto se secreta al
torrente sanguineo para que sea utilizada por los otros tejidos. Aproximadamente, el 75%
de la T3 que se encuentra en la circulacion es generada por esta enzima. La 5D-1 esta
ampliamente distribulda en todo el organismo de ia rata y otros vertebrados, con la
posible excepciotn de las gonadas v el bazo. E! higado y el rifndn contienen ika mayor
actividad 5D junto con la tiroides y la gldndula mamaria lactante (Visser, 1988; Kaplan,
1991).

La localizacidn subcelular de la §'D-1 es un tema de gran controversia. En todos los
tejidos ia actividad 5'D-i se ha detectado en Ilas fracciones microsomales obtenidas por
centrifugacion a alta velocidad. Esta fraccidn celular contlene Ias membranas del reticulo
endopidsmico (RE) y una gran porcidén de la membrana plasmdatica. En el higado. se ha
detectado ia actividad 5D tanto en el RE como en la membrana plasmdatica, en cambio
en el rindn, la actividad sélo se ha detectado en la membrana plasmatica (Leonard,
1991).
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La §'D-I presenta una mayor afinidad por la T3 que por Ia T4 (in vitro), Q juzgar por la
relacion V max:Kkm. La enzima requiere tioles reducidos como cofactor., los cudles
funcionan como reductores en la reaccidn enzimdatica. El equivalente bioldgico de este
reductor No se conoce y hay consenso acerca de que et tiol intracelular mdas abundante,
el glutation (GSH), es un cofactor débil in vitro (Leonard, 1991).

La habilidad de el PTU de inhibir ia conversidn de la T4 a T3, aunado a la observacion de
que las graficas de doble reciproca resultan en lineas paratelas (ver figura 13), ha
demostrado que tanto la desyodacion del anillo interno como Ia del anillo externo por la
5D-l, sigue una reaccién cinética denominada de "Ping-Pong” (Leonard. 1991).

La cinética de ping-pong significa que la 5'D-1 existe en dos formas alternas. las cuales
son inducidas por ias reacciones de Ia enzima con el sustrato y el cofactor. Como se ilustra
en ia figura 13, el yodo es transferido del sustrato (yodotironing), en forma del ion yodonio
(). a una parte de la enzima que contiene un grupo SH (ESH). La enzima intermedia
resultante (E-SI) representa una forma excitada de la desyodasa. La desyodasa puede ser
regenerada por la reduccion de ésta misma por el cofactor (DTT) (Visser, 1988).

La ditima reaccidn se inhibe por concentraciones mM de PTU, el cual reacciona con ia
E-SI para formar un complejo enzima-PTU. La inhibicidn de la 5D-1 por PTU es no-
competitivo con el sustrato y competitivo con el cofactor (Visser, 1988).

T4 13
[=]
HN '
E-sH E-sli"%’— E-ss/k\N R
DTT ox + DTT rect

FIGURA 13. MECANISMO DE DESYODACION DE LA TIPO I. (modificado de Visser. 1988).

Desyodasa tipo Il (5D-1)

La 5'D-Il se define como una enzima que selectivamente desyoda el anillo externo de
las yodotironinas. La distribucion de ia 5D-If estG mas restringida que la 5'D-I: la mayor
actividad ha sido detectada en cerebro, en la hipdfisis, en el tejido adiposo café (BAT), en
Ia pineal y en la placenta de la rata. La localizacién subcelular de la §'D-ll en estos tejidos,
ha sido detectada sobre todo en Ia fraccidn microsomail.

Uno de ios descubrimientos que llevaron a la identificacién de la 5'D-il. consistid en
observar que la T3 nuclear tiene dos origenes (Leonard y Visser, 1986):

1. De la circulacidn sistémica: secretada por Ia tiroides y/o por los &rganos que
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previamente desyodaron (5D) a la T4,

2. Producida intracelularmente: la T4 se desyoda (5'D) in situ, y la T3 resultante se utiliza
localimente.

En 1978, el grupo de Silva y Larsen encontraron que la adenchipdfisis y el cerebro
dependian en gran medida de la produccion local de T3 para mantener los niveles
nucleares de T3 (figura 14) (Leonard y Visser, 1986).

- —_ T3 procedente
7 de circulacion
0.81T MBC -1
T3 procedente
saturacion de
de desyadacion
receptores D e anTa

0 6 . nuclecres O.a_

T3 nuclear unid:
(ng/mg DNA)

0.a4 MBC - 0.24- Capacidad
H B MBC ZShinsh
0.2 ¢ a MBC 0.
NN 53%
—_— P
Hipdtisis Higado Rifvdn Corteza Cerebeio
cerebral

FIGURA 14. ORIGENES DE T3 NUCLEAR £N RATAS EUTIROIDEAS. (modificado de Kohrle et al., 1991).

La primera indicacidn de que la T3 local era producida en hipodfisis y cerebro por una
desyodasa diferente a la encontrada en higado y en rindn, fue ia observacion de que
concentraciones suficientes de PTU para inhibir >95% de la 5D en higado., no afectaba ia
generacion local de la 13 en cerebro e hipdfisis (Leonard y Visser. 1986).

La §'D-lI presenta una mayor afinidad por la T4, y al igual que las otras dos desyodasas.
ia 5'D-If también requiere de tioles reducidos para su actividad.

Las grdficas de doble reciproca muestran que ia reaccidn cindtica de la §'D-lIf no es
igual g la tipo |. Los patrones de las lineas se intersectan (ver figura 12), lo cual es tipico de
reacciones de multisustratos. En estas reacciones, el cofactor y el sustrato deben
reaccionar en el sitio activo de la desyodasa, previo a la desyodacion de Ia tironina. Esto
$8 conoce como una reaccion cinédtica secuencial (figura 15) (Leonard y Visser. 1986).

. 23



(E2 T4 DTT red)

/

| 4
?

DTTox + HT s T34

FIGURA 18. MECANISMO DE DESYODACION DE LA TIPO .. (modificado de Leonard y Visser, 1986).

Desyodasa tipo il (5D-ilD)

La SD-l es una “verdadera”™ enzima 5D, ya que desyoda exclusivamente el anillo interno
de las yodotironinas, es decir, Ias inactiva.

Esta desyodasa ha sido detectada en el sistema nervioso central. piel y placenta en
ratas vy humanos y su distribucion subcetular ha sido detectada primordialimente en
fracciones microsomales. Esta enzima, también necesita tioles como cofactor, no es
inhibida por PTU y su sustrato preferencial es la T3 y la T4 (Leonard. 1991). La SD-lll sigue una
reaccidén cinética secuencial muy parecida a la de o 5D-ll (ver figura 15).

Claramente se ve Que la inactivacidon de la T3 y la T4 es una funcidn importante de la
actividad s5D-iil. Se postula que la presencia de SD-iIl en el cerebro, actia como una
barrera para reducir o eliminar lo contribucion de la T3 circulante a la poza intracelulkar. En

placenta, se sugiere que ia 5D-, juega un papel similar al aisiar el compartimento fetal de
1a T3 circulante de la madre (Leonard, 1991).

R lacidn de Ig des cidn

Cambios en la disponibilidad de las HT hacia las células. ya sea por edad, desarrollo,
crecimiento, manipulaciédn experimental, dieta. enfermedad y/o por variaclones en

numerosas hormonas, determinan ia actividad desyodativa en 1os tejidos y la selectividad
de la via.
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Regulacién de Ia desyodacicn por ef estatus tiroideo

Cuando la disponibilidad y/o el aporte de T4 es limitante, lIa tasa de desyodacién hacia
T3 en tejidos que contienen actividad tipo Il incrementa, permitiondo que en estos tejidos
exista un ambiente intraceluiar relativamente eutiroideo cuando el resto del organismo
esta hipotiroideo. Bgjo estas mismas circunstancias. la desyodasa tipo Il podria contribuir
significativamente a la poza de T3 circulante ya que la actividad 5'D-ll est@ elevada y Ia
de la 5D-l estd disminuida. Por el contrario, cuando existe hipertiroidismo. Ia tasa de
desyodacidn hacia T3 en tejidos que contienen actividad tipo Il disminuye. manteniendo
también un estatus intracelular relativamente eutircideo.

La desyodasa tipo il modula los niveles intracelulares de T3 en aqueilos tejidos en los
cuales ia hormona es critica para crecimiento, regulacidn o mantenimiento del
metabolismo, como lo es el cerebro, Ia hipdfisis, el tejido graso café y ila placenta.

Los trabagjos de Kaplan y Yaskoski en 1980 mostraron que Ia actividad §D-ll en cerebro
de ratas hipotiroideas es de tres a cinco veces mayor que la actividad 5D-ll en ratas
controles eutiroideas. Leonard en 1981 examind et curso temporal de estos cambios en Ia
actividad 5'D-ll cerebral y mostrd que la actividad catalitica incrementaba rapidamente
dentro de las primeras 24 horas posterioras Q la tiroidectomia (Leonard. 1991). Iguaimente.
mostrd que en animales eutiroideos, la vida media de la 5'D-ii cerebral es corta (~ 30
minutos) e incrementa a 4-6 horas en animaies hipotiroideos (Leonard, 1991). Los efectos
del hipotiroidismo sobre la actividad §'D-il contrastan fuertemente con los observados en ia
actividad hepdtica de la 5D-l. La actividad 5D-i disminuye en ratas tiroidectomizadas y
por o menos se neceasitan de tres a cinco dias para observar dicha reduccidn,

Los cambios-en Ia actividad §'D-!l dependen directamente del aporte de sustrato. La
elevacidn post-tiroidectomia disminuye 80-90% dentro de Ias primeras 2-4 horas
posteriores a una inyeccidn de una dosis saturante de T3. Cambios similares fueron
observados en la actividad §'D-li de la hipdfisis. Estos resulitados demuestran que ia 5D-li
de cerebro e hipdfisis responde de manera aguda a cambios de HT circulantes (Leonard,

1991).

Un muestreo de la potencia bioldgica de algunas yodotironinas con respecto a la
modulacién de la actividad S'D-ll cerebral demostrd que Ia T4 y Ia (T3 son 100 veces mas
potentes que Ia T3, y que la 3'5-dibromo.3,5-diyodotironina puede también suprimir Ia
actividad 5'D-il cuando s& administra a ratas hipotiroideas. Estos resultados indican que ia
regulacion HT-dependiente de la actividad 5'D-ll es iIndependiente del receptor nuclear de
Ia T3 y se ha sugerido que las HT regulan ia actividad §D-ll aiterando la tasa de recambio
(degradacion/inactivacion) de ia enzima (Leonard. 1991).

Las HT son sélo una de Ilas senales que modulan la actividad 5'0-ll en los tejidos.
BAT se conoce que la actividad 5'D-ll es modulada por catecolaminas via un receptor a.
La estimulaciédn con agonistas a-adrenérgicos. el hipotiroidismo y el estres por frio
aumentan de 8-20 veces los niveles de 5D-Il en BAT. y estos estimulos actaan
incrementando el nUmero de unidades enzimdaticas. Durante el estres por frio, el aumento

En el
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en la actividad de la desyodasa tipo Il produce un nivel elevado de T3 intracelular
necesario para la termogénesis. La termogénesis estd mediada por una proteina
desacopladora, la termogenina (UCP), cuya sintesis es inducida por la T3 (Leonard. 1991).

Sindrome de Eutiroidismo Enfermo (SEE) o Sindrome de Bgja T3

La demanda energética basal de cada drgano puede incrementar o disminuir
dependiendo de las exigencias de é&stos en distintos estadios fisioldgicos (vida fetal.
gestacion. lactancia). Ademds se conoce gque en distintas condiciones catabodlicas
(ayuno, desnutricidon), el gasto energético del organismo se jerarquiza de manera
compartamentalizada para mantener funciones especificas prioritarias. A esta
jerarquizacion se le conoce con el nombre de homeorresis y s@ caracteriza por cambios en
al flujo de la energia disponible por el organismo la cual se redistribuye hacia funciones
prioritarias en un momento espectfico.

Uno de los mecanismos para mantener la homeorresis es la alteracion del pertil tircideo
durante estados fisiolodgicos. catabdlicos y durante algunas enfermedades no-tiroideas.
Durante estas situaciones. el perfii de HT circulantes adquiere por 1o general una de las
siguientes dos formas:

1. Un estado de baja T3 o SEE. en donde [os niveles totales vy libres de 1a T3 sarica estan
disminuidos, pero paraddjicamente los niveles circulantes de la T4 y la TSH se mantienen
constantes (figura 16).

2. Un estado de baja T3 y T4, en donde los niveles séricos de la T3 y la T4 estan
disminuidos. esto ocurre generaimente en pacientes gravemente enfermos (figura 16)
(Nikoloff, 1991).

En ambos casos. los valores de 113 generaimente incrementan reciprocamente
conforme los niveles de T3 disminuyen (figura 16).

@ EUTROIDEC | BAJAT3 ! sasatavrs |®
h h
! :
H
! :
H :
!
nan
no"';l'a
[©] mortalidad [©)]
[©] Intensidad de la enfermedacd (]

FIGURA 16. CAMBIOS EN LOS NIVELES DE HT EN SUERO CONFORME SE INTENSIFICA LA ENFERMEDAD. fT4: T4 libre:
TT4: T4 total en suero (modifficado de Nikoloff, 1991).
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Normalimente, en condiciones eutiroideas., aproximadamente el 35-40% de la T4 secretada
por la tiroides es convertida por medio de ia 5D a T3 (predominantemente en higado y en
rifon), de esta manera se justifica el 75% de Ia T3 circulante. el resto de Ia T3 circulante
proviene de la secrecion directa de la tiroides (Wartofsky y Burman, 1982).

Por todo 1o anterior, la disminucion en la T3 sérica durante el SEE implica una disminucion
en la actividad §D. Ademds ia continua degradacion de T4, sugiere que la prohormona
esta siendo desyodada por una via alterna, es decir, por la via 5D. lo cual resuita en la
formacion de rT3 o incluso siendo degrada por otra via metabdlica (v.gr. conjugacion,
desaminacion, etc.) (Wartofsky y Burman, 1982).

AUN cuando la disminucidn en ia concentracidon de la T3 sérica se debe claramente ala
reduccion de la produccion de ia T3 a partir de ia T4, no estd completamente establecido
si el incremento de Ia T3 es secundario al aumento en la actividad 5D; o bien, a la
disminucion en la depuracion de rT3 a sus metabolitos. especificamente la T2, Esto ditimo
se@ apoya en el hecho de que la 5D desyoda T4 a T3 y 113 a T2, y al estar disminuida esta
actividad afecta ambas conversiones (Wartofsky y Burman 1982).

La rT3 es calorigénicamente inactiva y su aumento paralelo a la disminucion de ia T3 en
suero es interpretado teleocldgicamente como un intento del organismo de mantener la
homeostdasis via la conservacion de la energia (Wartofsky y Burman, 1982). ’
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3.- GLANDULA MAMARIA

Introduccidn

Todo los sistemas vivos adquieren a través del alimento las sustancias indispensables
para su funcionamiento y su crecimiento. En este contexto. una de las ventajas
adaptativas de los mamiferos es la presencia de glandulas especializadas de la piel. ias
glandulas mamarias, que les proporcionan a las crias alimentacion directamente del
cuerpo de la madre. Esto permite a las crias que se encuentran en el periodo mas
vulnerable de su vida. no estar expuestos a las agresiones de individuos de otras especies
ya que no tlienen Que ir en busca de su alimento.

Aproximadamente 3,500 especies aestan clasificadas bgjo la clase de mamiferos (figura
17). La cual comprende dos subclases: Prototeria (ovoviviparos) y Teria (viviparos)

(Schmidt, 1970).

mamiferos

teria ) m— &

proto

metateria )

marsupialia

euteria

monotrema

FIGURA 17. CLASIFICACION DE LA CLASE MAMKFEROS. (fomado de Schmidt. 1970).

Los monotremas son los mamiferos que tienen las gldndulas mamarias mas rudimentarias.
ponen huevos y no tienen placenta (v.gr. Ornitorinco., Equidng). La mama de estos
animales consiste en 100-150 glandulas poco ramificadas e independientes.
Ornitorinco la leche se secreta hacia un tieso "pelo mamario” y en el puercoespin, la leche
s acumula en una depresion que se encuentra dentro de un pseudo-marsupio. en ambos
casos la lteche es lamida por las crias (Schmidt, 1970).

La subclase Teria se subdivide en dos subclases: los Metateria (mamiferos con marsupio)

En el
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y los Euteria (mamiferos con placentq). la subclase metateria a su vez estd dividida en el

orden marsupialia (Schmidt, 1970).

Los marsupiales. como lo indica su nombre, son mamifercs con marsuplos que dan a fuz
a crias vivas. Aunque [as crias se desarrollan en una placenta, &sta es muy primitiva y las
crias nacen en un estado muy inmaduro (canguro y zarigueya). Al nacer. las crias son
transferidas al marsupio donde permanecerdn unidas de manera semipermanente al
pezdn mamario hasta que crezcan. Las mamas estan mas desarrolladas en cuanto a que
los ductos de ias giandulas se unen para formar tetillas (aproximadamente 20), éstas se

localizan dentro dei marsuplio (Schmidt, 1970).

El resto de los mamiferos pertenecen a la subclase euteria.
placentas y gldndulas mamarias altamente desarroliadas (Schmidt, 1970).

Estos animales tienen

Angtomi ! IGndulg mamaria
La glandula momaria varia en forma, numero, tamafio y localizaciéon entre especies
pertenecientes a la clase euteria, pero su estructura es esenciaimente Ia misma.

La gidndula mamaria se encuentra por io general en pares (2-18). y se localiza en el
térax (hombre, elefante., murciélago), en todo el tdrax ventral (puerco, conejo. rataq,
ratdn), en la regidn inguinal (cabalio. rumiantes), en el abdomen (ballena) o en el dorso

(nutria) (Schmidt, 1970).
Especificamente en ia rata existen seis pares de glandulas mamarias. tres toracicas, una
abdominal y dos inguinales. El ratdn en cambio sélo tiene cinco pares ya que el par

abdominal esta ausente (Schmidt. 1970).

El origen y la evolucion de la gidndula mamaria han sido temas de gran controversia.
Filogenéticamente hablando, se ha propuesto que proviene de la especializacion de la
glandula sudoripara ia cual es muy similar en estructura a la gikandula mamaria (figura 18).
aunque también se ha propuesto que ia glandula sebdcea podria ser su antecesor

(Alberts et al., 1989).

ducto excretor

gidandula
sudorpara

* porcion secretora

FIGURA 18. ESTRUCTURA DE LA GLANDULA SUDORIPARA. (modificado de Alberts ot al, 1989).

. 29




La glandula mamaria estd compuesta por alvéolos. los cuales estan formados por una
monocapa de células epiteliales (tejido secretor) que encilerran una cavidad o lumen. La
leche formada en Ias células epiteliales se secreta apdcrinamente al lumen alveolar y
posteriormente dronada por medio de ductos (figura 19) (Schmidt, 1970).

Rodeando la monocapa epitelial se encuentra una capa de células mioepiteliales
(figura 19), cuya funcidn es puramente mecanica, ya que ayuda en la evacuacidn de la
leche al ser estimulada por oxitocina (Schmidt, 1970).

Grupos de alvéolos se localizan en unidades funcionales llamadas lobulillos y IGbulos
cuyos ductos genergimente desembocan en su propio poro en el exterior del pezdn
(figura 19) (Schmidt, 1970).

En algunos animaies. la leche se secreta directamente a la tetilla. mientras que en otros
la leche proveniente del lumen se vacia a un recolector o clsterna, antes de ser expulsada
(figura 20) (Schmidt, 1970).

LOsULO
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FIGURA 20. MORFOLOGIA DE LA GLANDULA MAMARIA EN DISTINTAS ESPECIES. 1. Los ductos se unen para formar
un sdio galactéforo. 2. Varios galactéforos tienen salida en ia tetiila. 3. Cada galactéforo estd diatado en la
base de iq tetilia para formar un seno. 4. Los galactédforos desembocan en una cistema. ia leche es evacuada

via el canal de (a tetila (modificado de Wakeriey. 1988).




Desarrolio en el embpridn

Durante el desarrolio de la mama en el embridn de raton, primero aparecen bandas de
tejido epidérmico levantadas a cada lado de la linea media (surco mamario) (Gilbert,
1991). Posteriormente las células del surco mamario migran hacia zonas determinadas
para formar los botones mamarios (figura 21q). El nimero de botones corresponde al
namero de gidndulas mamarias. La migracion de las células esté@ controlada por la accidon
inductora del mesenquima, en contraste a la accidon hormonal que induce el crecimiento
de la gladndula mamaria en el adulto (Gilbert, 1991). Durante esta etapa (dia 11-14) ia
actividad mitdtica en los rudimentos mamarios es menor que la actividad en el tejido
epidérmico que ios rodeqa. lo cuadl indica que el desarrollo mamario temprano no es
consecuencia de ia proliferacion, sino mdas bien se debe al movimiento morfogenstico de
las células. Se saobe que este movimiento morfogenédtico es resultado de cambios en ia

forma de las células debido a microfilamentos y microtubulos intracelulares (Cowie et al.,
1980).

Antes del nacimiento, las céluias de los botones mamarios proliferan dando lugar ai
cordén mamario (figura 21b). Este corddon forma una apertura en lo superticie la cual

posteriormente serd la tetilla, mientras que en el extremo distal del corddn mamario se
forman los ductos (21¢) (Gilbert, 1991).

El crecimiento mamario en el ratdn es infiuenciado por la etapa de gestacion y por la
localizacion. Las gidandulas inguinales crecen de manera mas ienta que las localizadas en
el torax. Entre ios dias 14 y 15 de gestacion, ef volumen de la glandula mamaria
incrementa mMmas rapidamente que el peso corporal (crecimiento alométrico).
Posteriormente, entre los dias 15y 17 el crecimiento disminuye y es seguido de un segundo
periodo de crecimiento alomeétrico entre los dias 17 y 19, para volver a presentar un
crecimiento isomaétrico justo después del nacimiento (Cowie et al., 1980).

En machos las etapas de crecimiento son iguales con la excepcion de que las células
del cordon mamario mueren y la gldndula rudimentaria no tiene contacto con la
superficie. Aparentemente es la influencia de la testosterona la que impide el desarrollo

mamario en los machos, ya que induce al mesenqQuima a destruir estos cordones (figura
22) (Gilbert, 1991).
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FIGURA 21. SECUENCIA DEL DESARROLLO TEMPRANO DE LA GLANDULA MAMARIA EN FETO DE RATON HEMBRA. A.
Las células del surco mamarnio migran hacia zonas determinadas para formar |os botones mamarios (BM). B. Las
células de ios BM proliferan dando lugar al corddn mamano (CM). C. Ei CM forma una apertura en la superficle
Ia cual posterionmente serd la tetila, mientras que en el extremo distal de! CM se forman los ductos (modificado

de Gilbert, 1991).

A
Tejido normal
@ hembra

testosterona testosterona

FIGURA 22. PAPEL DE LA TESTOSTERONA EN LA SEPARACION DEL CORDON MAMARIO. (tomado de Glibert, 1991).

Crecimiento Prepuberal

La glandula mamaria exhibe una nueva fase de crecimiento alométrico al inicio de la
actividad ovdrica (24 dias de edad). generaimente tiempo antes del primer estro (el ciclo
estral comienza entre los dias 27-33). con una subsecuente disminucidn en el desarrollo
(crecimiento isomeétrico) en hembras adultas virgenes (60-100 dias). Este desarrollo que
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ocurre en hembras virgenes varia considerablemente entre especies y cepas de ratones
(figura 23) (Cowile et al.. 1980). A
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FIGURA 23. RELACION ENTRE EL AREA DE LA GLANDULA MAMARIA Y EL PESO CORPORAL EN RATONES CHI
HEMBRAS DESDE LOS 7 HASTA LOS 84 DIAS DE EDAD. E! crecimiento alometrico inicia ~ a los 24 dias de edad, Ia
apertura vaginal ~ de ios 22-23 dias y el primer estro ~ de ios 27-33 dias. La lInea punteada llusfra el efecto de

la ovarectomia en el dia 14 (maodificado de Cowle et al., 1980).

recimiento P! rat

Durante la pubertad (entre ilas 4 y Ias 9 semanas) el crecimiento mamario depende de
los ciclos astrales recurrentes, es decir de las hormonas ovdaricas, estrogeno y progesteronaq,
también de las HT. la PRL. la GH y el factor de crecimiento epidérmico. La mayor
frocuencia de mitosis y sintesis de DNA ocurre durante el diestro cuando las giandulas
estan menos desarrolladas morfolégicamente., y es en el estro cuando alcanzan su mayor
desarrollo (Cowie et al.. 1980).

En este periodo no existen como tal ias células secretoras. sino que los ductos terminan
en botones indiferenciados. Durante este periodo el crecimiento se concentra en Ios
arboles ductales y la mayor parte del crecimiento durante el ciclo estral revierte al finalizar
el ciclo, aunque la involuciédn no es completa (figura 24 y 25) (Cowile et al., 1980).
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FIGURA 24. DIAGRAMA QUE LUSTRA EL CRECIMIENTO DE LA GLANDULA MAMARIA. (modificacke de Lyons, 1958)
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hormonas fetopiacentarias.




Desarrollio durante la gestacidn

Entre la etapa adulta y la gestacion, las células de la glandula mamaria de ratédn estan
mitdticamente dormidas e indiferenciadas. El mayor crecimiento mamario ocurre durante
la gestacidn y continGa en proporcidn menor hasta el pico de la lactancia (figura 25). En
la fase terminal de la gestacidn las células epiteliales comienzan a secretar granulos de
proteinas y lipldos y se acumulan en el lumen dei alvéolo para formar el calostro (Schmidt,

1970).
El desarrollo de la mama durante la gestacion se puede dividir en dos etapas: la
Durante la mamogénesis (primeros dos tercios de la

mamogeénesis y ia lactogénesis.

gestacion), existe una estructuracion y desarrollo del sistema de conductos, de |os
slermentos vasculares y del tejido conectivo: asi como proliferacion y diferenciacion de las
células alveolares. La lactogénesis (final del Gitimo tercio) es Ia iniciacidn de ia secrecion
lactea. Durante esta etapa la gldndula mamaria se caracteriza por el desarrolio e
hipertrofia del RER y del aparato de golgi. hay un incremento en namero de mitocondrias y
ia presencia de granulos de secrecion @ inclusiones lipidicas intracitoplasmdticas. En este
peariodo inicia la sintesis de todas aquellas enzimas involucradas en la elaboracién de la
leche (verbigracia. hexoquinasa. UDP glucosa pirofosforilasa y lactosa sintetasa). Las
hormonas que estan involucradas en ambas etapas junto con sus principales efectos,

ostan resumidas en 10s siguientes cuadros S y 6 (Schmidt, 1970).

CUADRO 8. MAMOGENESIS.
Hormona Principal Efecto i
Estrégenos Crecimiento y diferenciaciédn del arool ductal y

permisivo de progesterona y iactégeno piacentario en

la diferenciacion Idbulo-alveoiar
Crecimiento y diferenciacion del compiejo Isbulo-
alveoliar

Lactégeno piacentario Sinergiza progesterona y estrégencs on el crecimiento y
diferenciacion idbulo-alveoiar

Progesfefono.

Glucocorticoideas Permisiva de estrégenaos sobre la diferenciacion del
drbol ductal

Hormonas tiroideas Permisivos de estrogenos sobre ia diferenciacion del
arbol ductal y sinergizan progesteronaq. lactégeno
placentario y glucocorticoides en el desarollo [dbulo-

alveoiar

(modificado de Aceves y Valverde, 1987)
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CUADRO 6. LACTOGENES!S.

Hormona Principal Efecto
Estrégenos Sinergizan y facilitan diferenciacién citolégica y

enzimdatica provocada directamente por la prolactina

Prolactina Turgencia y composicién idnica de los fluidos iGctecs,

establecimiento de la sintesis de la leche

Hormona de crecimiento Sinergiza accidn de prolactina y glucocorticoides sobre
la sintesis enzimdatica

Glucocorticoides Permisiva de prolactina y hormona de crecimiento

Sinergizan hormona de crecimiento y prolkactina en la

activacion y sintesis enzimdtica y permisivo de ia sintesis

y liberacién de hormona de crecimiento hipofisiaria

Hormonas tircideas

(Mmodiificado de Aceves y Valverde, 1987).

Tironinas y desarrolio mamario del ratén

Los componentes epiteliales de ia giandula mamaria del ratén (C3H/HaeN) hembra
eutiroideo de 3-4 semanas son relativamente primitivos. La figura 26A ilustra que a esta
edad, la gldndula estd compuesta primordiaimente por ductos angostos y botones
indiferenciados. Ei crecimiento entre ias 4-9 semanas resulta en un sistema ductai
altamente ramificado con Nnumerosos botones y pocos alvéolos (figura 26B y 26C). En el
adulto estos ductos abarcan practicamente todo el tejido graso pero estan bioquimica y
morfoldgicamente dormidos hasta el principio de la gestacion. Durante la gestacion
ocurre un extenso desarollo idbulo-alveolar (figura 26D), junto con una diferenciacion
citolégica y funcional para la produccion de leche (Vanderhaar y Greco. 1979).

Los estudios mas completos y sistematizados para determinar el papel que juegan las HT
en la mamogénesis del ratén, los ha realizado el grupo de vVanderhaar en 1979, Estos
investigadores aiteraron el estatus tiroideo de los ratones agregando T4 (hipertiroidismo), o
PTU (hipotiroidismo) a los bebederos de las crias a partir de las dos primeras semanas
postnatales y antes del comienzo del crecimiento mamario (4 semanas). El estudio abarcd
hasta Ios ocho meses de edad. En los ratones hipotiroideos, aun después de ocho meses.
la mama retiene una apariencia ductal primitiva parecida a ia mama de un ratédn de 3-4
semanas de edad (figura 26A) y nunca llega a parecerse a sus contrapartes eutiroideas
(comparar figuras 27A y 27B con Ias figuras 268 y 26C). En contraste las mamas de las crias
hipertiroideas tienen un alto grado de ramificacion tubular y un alto desarrollo ISbulo-
alveolar (27C y 27D) muy parecido a aquellas mamas pertenecientes a animales
eutiroldeos en gestacion temprana (26D). Incluso se detectd Ia presencia de grdnulos de
proteina y grasa en el citoplasma y lumen de estas gladndulas.
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FIGURA 26. Preparaciones de glandulas mamarias (oar 4 abdominal) de: A: Virgen eutiroldea de tres semanas
de edad (x 4.5): B: Virgen eutiroidea de tres meses de edad (x 4): C: Virgen eutiroidea de tres meses de edad (x

55): D: Gestante (10 dias) eutiroldeo (fomado de Vanderhaar y Greco 1979).

FIGURA 27. Preparaciones de glandulas mamarias (par 4) de A: Virgen hipotiroidea de tres meses de edad (x
4.5): B: Virgen hipotiroidea de tres meses ce edad (x §5): C: Virgen hipertiroideq de tres meses de edad (x 4); D:

virgen hipertiroidea de fres meses de edad (x 55) (tomado de Vanderhaor y Greco 1979).

E! contenido de DNA en la mama confirmo estos hallazgos, ya que las mamas de
animales virgenes hipotiroideos contienen la mitad (4748 ng DNA/mMg tejido humedo) de 1o
que las mamas de animaies eutiroideos contienen (8510 ng/mg). mientras que el

contenido de ias mamas de animailes hipertirnideos es tres veces mayor (232+23 ng/mg)
E! contenido de DNA en animales gestantes

que las mamas de animales eutiroideos.
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(tercio medio) eutiroideos es de 393140 ng/mg).

Estos investigadores tamblén descartaron que los hallazgos fueran secundarios a la falta
de hormonas ovdaricas. 1o cual ocurre generalmente con el hipotiroidismo inducido por PTU.
En efecto. el rudimento mamario de los machos C3H/HeN. el cual exhibe un extenso
crecimiento iSbulo-alveolar despuds de cinco semanas de administrar estrdgeno y
progesterona a Individuos eutiroidecs. exhibe sdlo ductos primitivos en animales
hipotiroideos con el mismo tratamiento hormonal. Ademds., hembras hipotiroideas
inyectadas con 3 ug de estradiol sélo. o combinado con 3 mg de progesterona dos veces
por semana por un periodo de hasta sels semanas, no alterd ia morfologia de Ia glandula.
Adicionalimente. muestras vaginales indicaron que ias virgenes hipotiroideas tenian un

ciclo estral normail.
Igualmente, los estudios de este grupo mostraron que el efecto del hipotiroidismo era
raeversible y que al cabo de dos meses de suspendida Ia administracion de PTU, lIa
apariencia y el desarrollo de la giandula era indistinguible del observado en animales
eutiroideos de ia misma edad. En explantes de tejido mamario demostraron que ias HT son
indispensables parQa g sintesis de proteinas especificas de ia leche, como lo es por

ejemplo, la a-lactoalbumina.

Lactancgia

"La lactancia es la fase final del ciclo reproductor de los mamiferos. En casi todos las
especios los recidn nacidos dependen de la leche materna durante el periodo neonatal
(...} Por lo tanto una lactacidn adecuada es esencial para la reproduccion y la

sobrevivencia de Ias especies. es por asto que un fracaso al lactar es tan deietéreo como
lo es un fracaso al ovular © al gparearse. En vista de esta necesidad de iactar, no es de

sorprenderse que Ia madre lactante. si es necesario, producir@ leche a costa de sus
propios tejidos corporales: y los iactantes, asi como los fetos, canibalizan metabdlicamente

al organismo materno.” (Cowie et al.. 1980) (ver figura 28).

uilibrio
:gofg‘ﬁeo
+ produccion idctea
(o]
_ / balkance energético, \

lactancia temgxana lactancia mediag _ lactancia tardia

FIGURA 28. DIAGRAMA QUE MUESTRA EL EQURIBRIO ENERGETICO DE LA MTADRE DURANTE LA LACTANCIA.
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Los estados fisioldgicos de gran demanda energética se Gcompanan de adaptaciones
metabdlicos que permiten mantener las necesidades del organismo. En el caso de ia
lactancia. se conoce que a pesar del iIncremento en Ia ingesta de iIo madre. asta presenta
un balance energético negativo (ver figura 28). La produccion iactea requiere que o

glandula mamaria consuma el 80% de la glucosa circulante, asf como la totatidad de las
Este estado catabdlico se acompana de arreglos fisioldgicos

reservas de grasa.

compartamentalizados. semejantes al ayuno., donde aglgunos &rganos disminuyen
considerablemente su actividad metabdlica. Simulténeamente a nivel sistémico, se
modifican significativamente los niveles de diversas hormonas (cuadro 7).

CUADRO 7. PRINCIPALES RESPUESTAS HOMEORRETICAS DURANTE LA LACTANCIA.

Conductucies

Hipertagia

Sisibmicas

(HGasto candtioco
{#)Yfemperatura comoral
(+)Movilizacidn de reservas energéticas
Hipoinsulinemia
H)ICaptacion/utilzacisn de pidos v (-) de glucoesa
(HAbsrcidn/moviizocion Ca++
(+Hormmonas galactopoyétcas (GH., PRL, ACTH, OX, CAT. etc.)
Pertil hormonal firoideo semejonte al avuno

Tracto digestivo
Hipemiasia intestinal
Hipempiasia pancredtica

Metabdlicas (Grganco sespeciicos)
Higago
(+)Gluctlsls

Refroctanedad o insuling
(HActividod 5D+

(+XRespuesta ipoiitica a GH, PRL v CAT

(+XFluje sanguineo
{(HCaptacidn/utilizocidn de Qlucoas, grasas y oo
(+IReceptoms (nimero y sensibilldod) GH. PRL, CAT. insuiina
(HActvidad 5D

T o i 12
(Yemmogdnesis facultativa
(IRespuesta a CAT
(IActvidad UCP v 5'D-it

tos cambios se expresan cudalitativamente: (+) incremento y (-) disminucidn. CAT: catecolaminas: PRL.
profactina: GH: hormona de crecimiento; ACTH: adenocorticofroping: OX: oxitocina: UCP: termogenina; aa:

aminodcidos (modificado de Vaivercie et al.. 1993)..

La lactancia inicia con un repentino iIncremento en la actividad sacretora de ias células
epitaliales justo antes del parto, y se propone que esto ocurre al cambiar los niveles de
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hormonas en la sangre de la madre debido al parto inminente (figura 29) (Schmidt, 1970).

estrégenos
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-8 -4 0 4 8 12 16 20 24 28 32 36
semanas post parto

FIGURA 29. EVENTOS HORMONALES ASOCIADOS AL INICIO DE LA LACTANCIA.

Composicion de o leche

La leche contiene tres componentes caracteristicos: lactosa. proteina y grasa. Las

cantidades de éstos y otros componentes de la leche varian entre Ias especies. El cuadro
8 muestra la composicidn de la leche de algunos animales. La variacidon mdas grande
ocurre en el porcentgje de Ia grasa y esto resulta en cambios comparables en el
porcentaje de solidos totales. Ambos porcentajes son altos en animailes que viven en el
agua o en lugar frios, la leche de algunos (foca. ballena) tienen un contenido de grasa
que osciia entre el 30% al 50%. dandole a la leche una consistencia de crema espesa

(Schmidt, 1970).

CUADRO 8. COMPOSICION DE LA LECHE EN DISTINTAS !SPlCIEs.

Especie % grasa % proteina % lac % ceniza % sélidos tot. |
Anfllope 1.3 6.9 4.0 1.3 25.2
8urro 1.2 1.7 6.9 0.45 10.2
Qso polar 31.0 10.2 Q.5 1.2 429
Camelio 4.9 3.7 5.1 0.7 14.4
Gato 10.9 11.1 34 - -
Venado 19.7 104 2.6 1.4 34.1
Petro 8.3 .5 3.7 1.2 20.7
Delfin 14.1 104 59 - -
Eletante 15.1 a.9 34 0.76 26.9
Cabra 3.5 3.1 a.6 0.79 12.0
Caballo 1.6 2.7 é.1 0.51 11.0
Humano 4.5 1.3 &8 0.2 12.6
Canguro 2.1 6.2 aigo 1.2 9.5
Puerco 8.2 5.8 4.8 0.63 19.9
Conejo 12.2 10.4 1.8 2.0 26.4
Rata 14.8 11.3 2.9 1.5 31.7
Reno 22.5 103 2.5 1.4 36.7
Foca gris 53.2 11.2 2.6 0.7 &7.7
Ballena 34.8 13.6 1.8 1.6 51.2

(modificado de Schmidt, 1970).
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A la primera secrecion de la gidndula mamaria en el post parto inmediato (~ 24 hrs) se
le conoce como calostro. El calostro esta compuesto por constituyentas de la leche que
fueron secretados por la giandula mamaria previo al parto. La composicidn del caiostro
versus ia composicion de la leche en la vaca Hoistein, el puerco y el caballo se resumen

en el siguiente cuadro 9 (Schmidt, 1970).

CUADRO 9. COMPOSICION DE LA LECHE VERSUS COMPOSICION DEL CALOSTRO EN DISTINTAS ESPECIES.

Vaca Holstein Puerco Cabalio
Medida Calostro Leche Calostro Leche Calostro Leche
solidos tot (%) 23.9 12.9 20.5 16.9 25.2 11.3
'grasa (%) 6.7 4.0 58 54 0.7 20
proteina (26) 14.0 3.1 10.6 5.1 19.1 2.7
jlactosa (%) 2.7 5.0 3.4 57 4.6 6.1
cheniza (%) 1.1 0.74 0.73 0.71 7.72 0.5

(modificade de Schmidt, 1970).

Los porcentajes de ios sélidos, ias proteinas y Ias cenizas, son mdas altos en el calostro que
en la leche obtenida 2 & 3 semanas post parto. La diferencia mas conspicua es el alto
porcentaje de proteinas. Una gran parte de esta proteina se debe al alto contenido de
globulinas. especialmente ias gaomaglobulinas (Schmidt, 1970). La concentracidn de
anticuerpaos en la sangre de un becerro recién nacido es extremadamente bajo. La gama
globulina puede ser absorbida por el becerro durante su primer dia de vida. La absorcion
de los anticuerpos intactos del calostro permite al recién nacido creqar una concentracidon
adecuada de anticuerpos para obtener una inmunidad pasiva contra cualquier
onfermedad Infantil. Después del primer dia. las enzimas del intestino degradan la
globuling hacia amino acidos y por o tanto pierden su habilidad de proteger al animal

(Schmidt, 1970).

El cuadro 9 también indica que el calostro contiene menor contenido de lactosa que ia
leche obtenida 2 & 3 semanas después del parto. Niveles altos de lagctosa pueden causar
diarreas en los becerros, por lo tanto los niveles bajos de lactosa en el calostro es un
mecanismo de proteccion para reducir la incidencia de diarreas (Schmidt, 1970).

El calostro contiene una mayor cantidad de calcio, magnesio, fosforo y cloro y menor
cantidad de potasio que ia leche normal. Ei contenido de la vitamina A es alrededor de
10 veces mayor, el contenido de vitamina A en el recién nacido es bagja y se sugiere que
este suministro de vitamina A via el calostro sirve de proteccién contra enfermedades

(Schmidt. 1970).

De esta manera se puede observar que el calostro y la leche de cualquier especie
satisface de manera especifica los requerimientos nutricionales e inmunoldgicos de Iias
crias de esa especie desde el nacimiento hasta el destete. La lista de hormonas
detectadas en la leche es interminable. contiene hormonas hipotaldmicas. hipofisiarias.
tiroideas, esteroides: asi como. prostaglandinas. factores de crecimiento e incluso
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compuestos opioldes a los cuales por su accién sedante se les atribuye la accion de
mantener tranquilas a las crias después de amamantar (Schmidt, 1970).

El origen de los constituyentes de ia leche es el siguiente: la grasa, asi como. la mayoria
de los componentes proteicos y la lactosa son sintetizados en las células epiteliales a partir
de precursores sanguineos y posteriormente son secretados al lumen alveolar. El resto de
los compuestos IGcteos pasan de la sangre al lumen alveolar a través de las células por
difusion o entre ellas por medio de "tight-junctions™ sin ninguna aiteracion (Schmidt, 1970).

Secrecién y evacuacion iactea

La lactancia se divide en dos etapas o procesos estrechamente vinculados. La
secrecion ldctea en donde se sintetiza la leche en las células epiteliales vy pasa del
citoplasma al lumen alveolar, y ia evacuacion Iadctea que determina el vaciamiento de ia
leche. Las hormonas que estan involucradas en ambas etapas se resumen en el siguiente
cuadro 10 (Schmidt, 1970).

CUADRO 10. LACTANCIA.

Hormona Principal Efecto
Prolactina Establecimiento y manutenciéon de la produccidn

Idctea, estimula el metabolismo de lipidos, ka sintesis de
proteinas y enzimas y regula &l flujo idnico a través del
epitelio secretor

Catecolaminas Evacuacion de la leche de los alvéolos a Ias cisternas
de la mama. Establecimiento de los estimulos
inhibidores de |a produccion iactea en la lactancia
tardia

Oxlitocina Evacuacién de la leche de los alvéolos a las cisternas
de la mama

Hormona de crecimiento Mantenimiento en la cantidad y calidad de los lipidos y
las proteinas de la leche

Glucocorticoides Permisiva en la manutencidn de la produccidn iGctea y
permisiva en la acciédn de oxitocina, control y
regulacion de la concentraciéon de Ky Ca

Hormonas tiroideos Permisiva en Ila sintesis de los principales
componentes lacteos y en la manutencion de la
produccion lactea

(modiificado de Aceves y Valverde, 1987).
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La leche se secreta por las células epiteliales de manera apdcrina hacia el lumen
folicular. Aunque la leche bgja por gravedad esta no estd disponible al lactante hasta
que es forzada a pasar por los ductos y almacenada bagjo presion (si es el caso) en los
senos o cisternas (Schmidt, 1970).

El mantenimiento de la lactancia depende de la succidn y de la evacuacién idcteqa. El
sistema nervioso juega un papel importante en ambas, asi como en el control del flujo
sanguineo hacia ia mama. regulando de esta manera el suministro de hormonas y
precursores a la glandula mamaria.

La estimulacion de los receptores (sensibles al tacto y a presion) localizados en la zona
" del pezdn o tetila desencadena la instalacion de un arco reflejo. cuyos impulsos
generados ascienden por el sistema nervioso central (SNC) hasta los nucleos
hipofisiotroépico. supradptico y paraventricular del hipotdalamo (figura 30.1). El hipotdlamo
al recibir la senal procedente del pezdn desencadena la liberacidn a la circulacion de
algunas hormonas del complejo galactopoyético como la prolactina (PRL). la hormona de
crecimiento (GH). la ACTH y la TSH por la adenohipdfisis, y de la oxitocina por la
neurcohipdfisis, asi como., de adrenalina y noradrenalina por la suprarrenal (figura 30.2a vy
30.2b). Todas estas hormonas participan de manera interelacionada en la evacuacién
iAdctea y en la resintesis de la leche (Morales, 1993;: Mena et al., 1991).

Cuando se inicia la succidn, la estimulacion asociada con ella activa la liberacion a la
circulacion de oxitocina y de catecolaminas. La oxitocina al tlegar a la gidndula mamaria
se une a receptores especificos locaiizados en las células mioepiteliales que rodean el
alvéolo de la gldndula mamaria (ver figura 19). La unién de la oxitocina a su receptor
induce la contraccion del mioepitello y ia expulsion de la leche dei lumen. Sin embargo,
los efectos de Ia oxitocina., inicialimente son contrarrestados debido a que la A y la NA
actuan a nivel de los ductos causando ia constriccidn de estos mismos e impidiendo que
la leche sea evacuada. En consecuencia. a pesar del incremento en los niveles
circulantes de oxitocina, se tiene una latencia prolongada para la salida de la leche.
Estas dos hormonas al actuar en conjunto provocan un aumento en la presion
intraalveolar. La noradrenalinag proveniente de la inervacion simpdatica llega al masculio
liso de los ductos mamaros provocando su dilatacion. permitiendo de esta manera que la
leche que estd almacenada bagjo presidon sea expulsada del lumen alveoiar hacia los
conductos mayores o en su caso hacia la cisterna giandular mamaria (ver figura 19y 20 y
30.3). Tanto ia PRL como la GH tlenen como funcidn la resintesis de los productos ldcteos
(Morales, 1993; Mena et al., 1991).
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FIGURA 30. DIAGRAMA ESQUEMATICO DEL CONTROL DE LA EVACUACION LACTEA. ver el texto para mayores
detalles (Modificado de Morales, 1993).

La PRL juega un papel preponderante en la sintesis y secrecion de los distintos
componentes de Ia ieche. Es por esto que la disminucion en el volumen de la leche es
atribulda a una disminucidn en la secrecidn de PRL. El ciclo de la lactancia se caracteriza
por una fase inicial (lactancia temprana) de incremento en la produccién iGcteqa. una
fase intermedia (lactancia media) de sostén y otra fase final (lactancia tardia) de menor
produccion (ver figura 28). Una vez iniciada la lactancia. la madre queda sometida a ia
accidn reguladora de los astimulos externos de Ias crias (succidon), los cuales mantienen ia
secrecion constante de Ias hormonas necesarias para ia sintesis y la secrecion de ia leche.

Es determinante que los intervalos de no-succidn no sean mayores a doce horas para
que la sintesis de PRL por Ia adenohipdfisis esté a un nivel adecuado para mantener iq
lactancia. En caso contrario (intervalos de no-succidn mayores a 16 horas), se observa
una reduccion drastica de la produccion lGctea (Morales, 1993;: Mena et al.. 1991).

Durante Ila secrecion iGcteq. la gidndula mamaria transporta grandes cantidades de
fluido isotdnico. La PRL disminuye la permeabilidad de ia gikandula mamaria al mantener
ias uniones estrechas "tight junctions” unidas, de esta manera se mantiene ia diferencia en
la composicion idGnica de ia leche con respecto al plasma. Al principio de ia iactancia. la
composicion Idnica de la leche es distinta a Ia del piagsma. al final de la iactancia son muy
paracidas, esto se debe a la disminucion en g secrecion de ia PRL al final de ia lactancia

(Morales, 1993;: Mena et al., 1991).




Galactolisis

La secrecidn de ia PRL estd determinoda por la succidén y por la estimulacion
exteroceptiva proveniente de ias crias. esta Gitima induce Ia secrecion de PRL sdlo hasta
al final de ia lactancia. ya que é&ste estimulo depende de un condicionamiento de ia
madre que asocia el estimulo de succidn con la presencia de sus crias. La succion tiende
a hacerse menos frecuente conforme Ias crias crecen debido a que se independizan de
su madre para su nutrcion y para avitar ia disminucidn nutricional de Ia leche. se hxace
efectiva la estimuiacion exteroceptiva. Sin embargo. al final de la lactancia. las crias
obtienen sus nutrimentos de otras fuentes y es entonces cuando el estimulo exteroceptivo
activa un mecanismo (aparentemente de noturaleza simpdtica) que impide que ia PRL
estimule a la gidndula mamaria. Posiblemente son las catecolaminas las que provocan
una vasoconstriccion en o giGndula mamaria, io cual resulta en una restriccion del acceso
de fas hormonas del sistema golactopoyéatico y de 10s precursores indispensables para 1a
sintesis de la leche, a la gidndula mamaria (Morales, 1993). También es posible que la
acumulacion facteq. debido a o disminucion del consumo de las crias, provoque g
ruptura de los alvéolos v se inicie el proceso de fagocitosis (Schmidt, 1970).

Las alteraciones bioquimicas que acompanan a la galactolisis ocurren en cuestion de
horas después del cese de la loctancia, © inciuyen entre otros: la disminucion en i
cociente respiratorio y en el consumo de oxigeno y io acumulacion de acido iactico en la
glandula mamaria. Estos cambios son irreversibles y el tejido secretor involuciona hasta

tener la apariencia semejante a la de una giGndula virgen (Schmidt. 1970).
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4.- ANTECEDENTES Y PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Actividad 5D mamaria y de higado durante el ciclo reproductor de la rata

En la vaca y en la rata. la lactancia se acompana de niveles circulantes de HT
semejantes a los observados en el SEE (Aceves et al., 1985; Aceves y Valverde, 1989:
Valverde y Aceves, 198%9). En ambas especies, este pseudotiroidismo se asocia a
disminucién de la actividad 5'D-1 hepdtica y simultdneamente a la aparicion de esta
misma actividad enzimdatica en la gldndula mamaria (Valverde y Aceves, 1989; Aceves y
Vaiverde, 1989 y 1994:; Jack et al.. 1994) ver cuadro 11. En la ratqQ. la actividad S5'D-I
mamaria depende del estimulo de la succidn (Aceves y Valverde. 1989; Pineda, 1995)y en
la vaca. la administracion de bGH recombinante aumenta la actividad de Ila enzima
mamaria (Capuco y Keys, 1989).

En la rata (figura 31), la gldndula mamaria exhibe actividad §5D-i durante todo el
periodo de su desarrolio y Ia actividad 5'D-1. que parece estar confinada al tejido secretor,
sOlo aparece durante las etapas de diferenciacion y actividad del epitelio alveolar: i. e.;
pubertad, gestacion tardia y lactacion (Aceves et al.. 1995).

pmol l-lomg poteina/horo o
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i) a 15 20
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FIGURA 31. ACTIVIDAD 8D-1 MAMARIA DURANTE EL CICLO REFPRODUCTOR DE LA RATA. Pubertad (semana S5
virgenes (semana 8); Gestantes (dias 7, 15 y 20). Lactantes primiparas (pparto dias 1. 8, 15 y 20) con 10 crias
cl/u. En el grupo destetado (pparto dias 22, 25 y 30). ias crias se separaron al dia 21 de pparto. La distincion
entre uno y otro tipo enzimaico se realizé en ensayos paralelos con y sin 10 mM de PTU. Los valores de 5'D-1 se
calcularon restando la actividad tipo It de la actividad total. Las medikas con letras distintas son
significativamente diferentes (P<0.05). n=6 (Datas originales de Aceves et al., 1995).
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CUADRO 11. COMPARACION DE LA ACTNIVIDAD S5'D EN GLANDULA MAMARIA E HIGADO DE RATA VIRGEN Y
LACTANTE.

Rarta virgen Reata lactonte
|Actividad 8D en giéndula mamaria 10 proil/mg/hr 60 prol/mg/hr
[Actividad 8'D en higado 40 nrmol/mg/ie 30 nmol/mg/hr

{

|

La concentracion de proteina utilizada fue de 20 ug para el higado y 200 ug para la gidndula mamarna. Se
utilizd 2 NM de 1251 173, 0.5 uM de T3 fria y 5§ mM de DTT. El tempo de incubaciéon fue de 1 hora para el higado y

3 horas para io mama (Datos originales de Aceves et al.. 1994).
Actividad §'D-1 hepgtica en distint rat:

El cuadro 12 resume los resultados del anico estudio publicado hasta la fecha en el que
s& compara la actividad 5'D-1 en ol higado de distintas especies de vertebrados
(Schoenmaker et al.. 1992). Aunque estos resultados sugieren que efectivamente existe un
ciernto grado de homologia interespecifica. es importante destacar que el contenido y la
actividad de la 5D-I en el ratdn Balb C es agproximadamente 5.6 y 13 veces menor
respectivamente que el contenido y actividad que se detecta en ia rata.

CUADRO 12. ACTIVIDAD 8'D-1 HEPATICA EN DISTINTAS ESPECIES DE VERTEBRADOS.

Paramewo Humano [ [ Conejo [ vaco Puerco Bomego Catwa =) Pato
~r 28.0 28.2 28.3 27.5 26.2 2.1 27.6 26.2 26.6 25.7 26.5
Corieniao 0.51 J.68 a8 0.58 a.74 1.18 0.67 0.44 0.79 0.36 0.28
Actividad 34120 3022:81  233:27 560£16 369429 31127 267229 116215 836122 231228  130£26
!-adonecm &89 828 as9 1019 78 270 399 264 1059 sa2 as4

En todos los casca se utiizo la fraccidn microsomal. La actividad enzimdatica se determind con la "cantidod
aproplada”™ de proteina microsomal por 20° a 372 C con 10 uM T3 (aunque ia concenfracion saturante de
sustrato era de 1 uM. excepto para Pero) v 75 nCl (1251) rT3 en 200 il de buffer (0.2M fosfato, pH 7.2, 4 mM EDTA
y 10 mM DTT). La actividad 5D-I esta reportada en pmol IM3/min./mg proteina (media + S.D.) vy la tasa de
recambio estd reportada en min. 1. La division de la actividad entre el contenido de ka 5'D-I. aa la tasa de
recambio de la desyodacién enzimdatica de ia 113, La masa molecular (kDa) de 5D-i fue determinada al
marear S0 ug de microomas de higado con 0.1 uCi de BrAc(125))T3 por 10, en ausencia y presencia de 10 uM
T3 y 100 uM PTU. El contenido de 5D-1 de los microsomas ha sido caiculado por andilisis de saturacidn del
marcaje progresivo de la proteina de 27 kDa con una concentracidn de 0.2 pmol de BrAc(125)T3 y
concentracioneas crecientes de BrAcT3. El contenido de ia 5D-1 estd reportado en pmol 5D-i/mg de protelna

(media de dos experimentos). Modificaodo de Schoenmaker et al.. 1992,

Estos mismos autores analizaron la actividad 5'D-l de dos distintas cepas de ratones
(C3H/He y CS57BL/6J) y encontraron que en el higado y en el rindn, la actividad es
significativamente menor en la primera cepa que en la ultima. En contraste. la actividad
SD-Il del cerebro es sermejante en ambas cepas (Cuadro 13). Igualmente, observaron que
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la actividad 5'D-1 hepatica no esta uniformemente disminuida en los ratones C3H. sino que
Asl, como se resume en la figura 32, la

existe una heterogeneidad muy marcada.
actividad 5'D-l en los ratones C3H estd seriamente disminuida. pero ocasionaimente se
encuentran niveles relativamente normales. es decir. similares a aquellos que se

encuentran en ratones CS57.

CUADRO 13. ACTIVIDAD 8D-1 Y 8'D-ill EN RATONES MACHOS DE LAS CEPAS CS78L/6N Y C3H/He.

I CB78L/6N C3H/He |
;8'D-1 on higado (n-12) 38.7 = 9.6 86640 |
'8'D-1 on 6N (n-6) 7?26+1.6 22:+06a |

41.2+ 2.1 3.5 140 |

|5D-I en cerebro (n~4)
La actividad §'D-l y 5'D-ill esta reportada en picomoias de rT3/min./mg de proteina y fentomoias de T3/min./mg
de proteina respectivamente (aP<0.0007). Tomado de Schoanmaker et al., 1993.

Numero

3D-T
ol [] can
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J UDL] 1Al

10 30 S50 70 90 110 130 150
Intervalo de actividaca 5°D-1 (%)

FIGURA 32. DISPERSION DE LA ACTIVIDAD HEPATICA S'D-1 EN RATONES DE LA CEPA C3H/He Y CB7BL/6N. La
actividad 5'D-I microsomal de cada individuo fue expresada como un porcentge de ia media de ia actividad
enzimdatica de ratonas CS57. Los resuliadcios representan el nimero de ratones con actividad §'D-1 abarcando

desde el 0-20%, 20-40%. efc. del control (C57) (tomado de Schoenmaker et al.. 1993).

En Boston el grupo de Berry (1993) propuso que la disminucion en la actividad §'D-I
explica porque Ia T4 libre en suero as dos veces mayor en los ratones C3H en comparacion
conla cepa C57. en la cual los niveles de T3 sérica son normales. Recientemente (Maia et
al, 1995) este mismo grupo ha mostrado que esta disminucion en ia actividad cosegrega
con un fragmento de restriccion de longitud variable (RFLV) del gen dlol. indicando de
esta manera que las diferencias entre cepas son debidas a diferencias estructurales.
Andlisis de Northern del mMRNA cdel dio]. tanto en cepas C3H, BALB/C, como C857. indican
que los niveles disminuidos de la 5'D-1 son paralelos a una disminucion en el tamano normal
del mRNA del diol. indicando una posible disminucidn en ia tasa de transcripciéon o en la

estabilidad del mRNA.

. 48

v



Planteagmiento del Problema

La informacién revisada hasta aqui, indica que:

1. En los roedores como la rata y el ratdn, las HT son indispensables para el desarroiio y la
diferenciacion de la glandula mamaria.

2. En la rata lactante, la actividad 5'D-I hepdatica y la produccion sistdmica de T3
disminuyen. al tiempo que dicha actividad enzimdatica aumenta significativamente en la
glandula mamaria, conforme progresa la lactancia.

Estos datos han llevado a proponer que |la regulacion de la generaciéon local de T3 es
parte de los mecanismos homeorréticos o de adaptacidn metabdlica. que ocurren
durante la lactancia (Aceves y Valverde, 1987). Hasta ahora existen muy pocos reportes
gcerca de la desyodaciédn drgano-especifica en el ratdn. De hecho. y como se resume
en el cuadro 13. datos recientes muestran que en astQ especie existen diferencias
importantes en ia actividad desyodativa hepdtica asociadas a la cepa. Efectivamente, la
actividad §D-l en la cepa BALB/C es 5.4 veces menor que en otras especies de roedores y
la cepa C3H. practicaments no exhibe dicha actividad (cuadro 12) (Schoenmakers et al.,

1992, 1993).

Por todo lo anterior y como parte de la lIlnea de investigaciéon que nuestro ilaboratorio
ha venido desarrollando acerca de la regulacion de Ia actividad desyodativa durante la
lactancia, resuita importante conocer la actividad desyodativa en ratones BALB/C a o
largo de su ciclo reproductor. .

Hipodtesis

De esta manera y en base al marco tedrico descrito con anterioridad. Ia hipdtesis de
esta tesis plantea. que durante ia iactancia, la actividad desyodativa 5D-| se regjusta en
los diversos tejidos del organismo. incrementando significativamente en la giaGnduia
mamaria para mantener el elevado gasto energético necesario para la produccion

lGctea.
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Objetivos

1. Cuantificar la actividad 5'D y analizar ios tipos enzimdaticos (5'D-1 y 5'D-il) en el higado de

la cepa de ratdn BALB/C durante la lactancia y compararios con los detectados en
rata.

2. Cuantificar la actividad 5D y analizar los tipos enzimaticos (5'D-1 y S'D-iI) en la mama de

la cepa de ratdn BALB/C durante ia lactancia y compararios con los detectados en
rata.

3. Analizar y comparar el perfil temporal que esta actividad enzimdatica exhibe en la

gidndula mamaria a lo largo del ciclo reproductor del ratdn BALB/C con el obtenido
previamente en la rata.
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S5.- MATERIAL Y METODO

Animales

Se utllizaron ratones hembras de Ia cepa BALB/C. En el Cuadro 14 se resume la situacion
fisioldgica (etapaq):; asi como las edades. peso y nimerc de individuos incluidos en los
diferentes grupos (poo!) estudiados. También se utilizaron ratas Wistar virgenes (30 a 40
gramos) y ratas lactantes (10 dias p/parto). Todos los animales se mantuvieron bajo
condiciones de temperatura (20-220 C) y humedad (50-60% h.r) constantes: con agua y
comida ad libiturm y en un ciclo de luz-obscuridad de 12:12 h,

CUADRO 14. CARACTERISTICAS DE LOS RATONES BALS/C UTILIZADOS PARA LOS ENSAYOS.

SHuacion M Ecioxt s.omcnaz [ ‘m + D.E. : NO. do incllv,
i prepuber 4 15.0+0.8 S
5 16.4+0.7 5
puber 7 170+ 0.8 S
@ 21.5+1.0 5
gestante (3er tercio) - 40.0+ 3.1 3
lactante (p/parto dia 12) - 33.0+4.5 3
L _muitioara (5 oortas) - 30.,0+2.0 3

La situacidn prepuber v puber se determind tomando la fecha de nacimiento del ratdn como dia 1 vy la edad
gestacional con ia aparicidn del tapdn vaginal como el dia cero. La multipara se sacrifica 7 dias después del

destete de su quinta camada.

Cuantificacién de la actividad desyodativa

Aspectos generales y fundamentos

La cuantificacion (5'D) y caracterizacion (5'D-1 o 5'D-I) de la actividad enzimdatica. se
llevd a cabo mediante el método modificado de liberacion de radioyodo (Leonard y
Rosenberg. 1980; Aceves y Valverde, 1989). Como su nombre o indica. esta técnica mide
la actividad de la enzima cuantificando ia concentracién del isGtopo yoduro'?s liberado
del sustrato por la accidn de la enzima.

Preparacion de los tejidos

A las edades indicadas (Cuadro 14). los animales fueron pesados y sacrificados por
decapitacion. Inmediatamente se extrajeron las glandulas mamarias (inguinales y
abdomingles) y los higados. los cuales fueron pesados y homogeneizados en frio (1:7 y 1:10
peso/volumen respectivamente) con buffer Hepes Il (10 mM Hepes. 0.32 M sacarosa. 1.0
mM EDTA., pH. 7.0). El homogenado fue centrifugado a 12,000 g (12.000 r.p.m.) por 5" a 4o
C y el sobrenadante de ambos tgjidos fue utilizado de inmediato en los ensayos
enzimdaticos. El sobrenadante sobrante se fracciond en volumenes de 1 mil, se congeld en
acetona y hielo seco y se guardd a -70e C para su uso posterior.
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Columna Sep-Pack C-18
Purificacién de Ia hormona

Para tener la certeza de que el yodo liberado es
producto de la accidn de o 5D y no de la auto-
radidlisis de la hormona. es necesario disponer de un
sustrato radioactivo libre de contaminantes. Con este
propdsito, la hormona se purificd mediante columnas
de cromatografia de intercambio idnico, (Sep-Pack C-
18. Waters) . y sSlo se utilizd hormona cuya proporcion
de yodo libre era menor al 2.0% (figura 33).

ACGn asl, existe auto-radiolisis durante Ia incubacion
de ia hormona con el tejido. y es por esto que se
incluyeron los tubos de dano en los ensayos como
controi; estos tampoco deben de exceder el 2.0%.

La columna se activd con una solucidn ce fostatos (0.1M

FIGURA 33. PURIFICACION DE LA HORMONA.
Merck)/metancol (Merck) (40:40). Se agregd la hormona y se eluyd con las siguientes fracciones: 500 ul de

fosfatos 0.1 M (dos veces), 500 ul de fosfatos/metanot 40:60 (dos veces) y 200 u de metanol/amonio (Mercik)
99:1 (10 veces). las fracciones se leyeron en el contador de emisiones gama por 0.1 min. Finaimente, las
fracciones de metanol/amonio gque contenian e mayor nimero de cuentas y el menor dano fuercn utilizadas

on los ensayos.

Cuantificacion de Ia actividad 5D

Los tubos de ensayo contenian el extracto proteico del tejido (50 ul) que se queria
caracterizar y un coctel (50 ul) que contenia: sustrato, cofactor y buffer (4 nM de (128) (13
(New Engiand Nuclecs, 1100 .CI/uQ) + 3 mM de DIT (Calbiochem, Co.) + Buffer Hepes il) © que
contenia: sustrato, cofactor, buffer e inhibidor (4 nM de (128) 113 (New Engiand Nuciear, 1100
uCi/ug) + S mM de DIT (Calblochem, Co.) + Bufter Hepes Il + 4 miM de PTU). Los tubos fueron
incubados a 37 C y por un tlempo previamente establecido. Transcurrido éste tiempo. Ia
reaccion se detuvo adicionando a ia mezcla de incubacidn 50 ul de stopper (suero normal
bovino al 50% + 10 mM de PTU) y las proteinas fueron precipitadas con 350 ul de acido
tricloroacético (Baker Analized) al 10%. Posteriormente los tubos fueron centrifugados a
1500 g (3000 r.p.m.) por 10°' (para que las proteinas estuvieran en el fondo del tubo de
ensayo). de esta manera Gnicamente pasd el sobrenadante por columnas con resina de
intercambio catidnico (Dowex SOW-X2, Bio-Rad) que atraparon e yoduro que fue liberado
por la actividad de Ia enzima. Este isdGtopo fue eluido de Ia columna con 2 ml de acido
acético (Merck) al 10% y finaimente se cuantificd el eluido en un contador de emisiones
gama, de esta manera uno obtiene Ia actividad total de Ia enzima (figura 34).
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FIGURA 34. ESQUEMA DEL ENSAYO ENZIMATICO. 1.- Los tubos de ensayo contenian el extracto proteico dei
tefido (50 ul) que se quera caracterzar y un cocte! (50 u) que contenia: sustrato. cofactor y buffer. 2.- Los
3.- La reaccién se detuvo

tubos fueron incubados a 372 C por un tiempo previamente establecido.
adicionando a la mezcka de incubacion 50 ul de stopper y las proteinas fueron precipitacias con 350 ul de
Gcido tricioroacético al 10%. 4.- Los tubos se centrifugaron a 1500 g (3000 r.p.m.) por 10 minutos. S.- El
sobrenadante se pas® por columnas con rasina de Intercambio catidnico que atrapan e yoduro que fue
liberado por ia actividad de ia enzima. Este isGtopo es eluido de la columna con 2 mi de acido acético al 10%.

6.- Se cuantificd el eluido en un contador de emisiones gama.

Como controles intraensayo se incluyeron é tubos sin homogenado que se procesaron
exactamente igual que los problemas; dos de.astos tubos No pasaron por las columnas
con resina de intercambio catidnico y corespondian a las cuenfas folales (CT) del sustrato
agregado a cada tubo del ensayo. Los cuatro tubos restantes (si pasaron por ia columna)
representaban la desyodacion inespecitica (dafo (D)) y este valor se restd al valor de
cada muestra experimental que sl contenia homogenado. Asi, y COmMo s muestra en ia

ecuqacion 1, se calcuid e % de Actividad enzimdatica.

1. % de actividad enzimatica total = Activigad total - Dafo x 100

Cuentas totates

Para obtener ia actividad especfica (AE) de ia enzima se utilizé la ecuacion 2:
2. AE= Activi NZim¢ti xR x2 x CT (frmof
cantidad de proteina (mg) x tiempo de incubacidn (hr)
En donde R corresponde a una constante de Recuperacion establecida en el

laboratorio (0.0125) y que compensa el yoduro que se plerde en ias columnas de
La R se determind® al pasar una cantidad conocida de yoduro

intercambio catidnico.
marcado (100%) por las columnas de ~tarcambio catidnico y posteriormente el eluido se
leyd on el contador de emisiones gama. La recuperacion del yoduro fue del 80%.

Por otra parte. y dada la configuracion espacial del anillo externo de ia molécuia de
tironinQ, se conoce que la enzima 5D desyoda de manera indistinta el carbono de la




posicion 3" o §' y solo uno de ellas estad marcada. Asl, o probabilidad de que la enzima 5D
desyode una o la otrg posicion es del 50%. El contador soio lee el yodo que asta
marcado. por lo tanto en Ia ecuacion corregimos esto al multipiicar por 2.

Para determinar el tipo enzimatico. se corri® un ensayo de manera simultdnea con
alicuotas del mismo tejido pero al coctel se le agregd inhibidor (PTU). En estas condiciones
el yoduro'?s que fue liberado es producto de Ia desyodasa 5'D-ll la cual es PTU insensible.
La acitvidad tipo 1 (PTU sensible) se calculd como Ia diferencia entre ia actividad total y Ia

aclividad fipo I (PTU insensible), ver ecuacion 3.

3. AE Total (Tipo +Tipo 1) - AE Tipo It = AETipo |

Como controles interensayo. se incluyeron en todos Ios ensayos dos controles, uno de
mama de rata lactante (250 g por individuo, 10 dias de lactancia. 10 crias) y otro de
higado de rata virgen (224 g por individuo, 9 semanas). Los dos controles son un pooil de
dos individuos. Los tejidos correspondientes fueron homogeneizados con Hepes Il 10 mM
(1:10 peso/volumen), centrifugados a 1500 g (3000 r.p.m.), alicuotados (1 mi) y congelados
(acetona y hielo seco) el mismo dia. En cada ensayo se utiizd una alicuota nueva. Los
controles fueron procesados de Ia misma manera que los problemas. con g diferencia
que la mama de rata se dejd incubar por 3 horas. mientras que el higado se Incubd por

una.
Cuantificacion de protelnas

Se utilizd el método de Bradiford (1976) para cuantificar la concentracion de proteinas
que se agregaron a los ensayos. Se utilizd el reactivo de Bio Rad (Protein Assay) y BSA

(Albumina de Suero Bovino) en la curva estandar.
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6.- RESULTADOS Y DISCUSION

Condiciones para el ensayo enzimdatico

En una serie de experimentos preliminares en los que se analizaron los pardmetros de
concentracidn de proteina. tliempo., concentracion de sustrato y concentracién de
cofactor, se establecieron las condiciones para 1os ensayos subsecuentes que
determinarian la actividad enzimdtica en mama e higado de raton.

Concentracion de proteina y Hempo de incubacison

La figura 35 ilustra el porcentgje de actividad detectado en mama e higado de ratén
BALB/C, cuando se ensayaron distintos tiempos y concentraciones de proteina. Para el
caso de la glandula mamaria (figura 35 A) se puede apreciar que ia mayor actividad se
detectd a los 120' de incubacion, con una diucidn de proteina de 1:46 peso/volumen. En
el caso de el higado (figura 35 B). la mayor actividad se detectd a los 60° de incubacion y
a una dilucion de 1:20 peso/volumen.
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FIGURA 35 A. ACTIVIDAD 8D EN MAMA DE RATON SALS/C A DISTINTOS TIEMPOS ¥ CONCENTRACIONES DE
PROTEINA. Se utilizé homogenado fresco de un pool de 10 ratones BALB/C de 9 semanas de edad. Se hicieron
dituciones (niclales) a partir del homogenado de mama onginal (1:1.5. 1:2.5, 1:3. 1:4 vol./vol.) con buffer Hepes
it y se agregaron a ios tubos de ensayo (50 ul) donde ya se encontraba et coctel (50 ul) que contenia: sustrato.
cotfactor y butfer (4 nM de (1251) T3 + 5 mM de DTT + Buffer Hepes il (10 MM Hepes., 0.32 M sacarosa, 1.0 mm
EDTA. pH. 7.0). Los tubos fueron incubados @ 372 C y a ios tlempos Indicados. Cada ensayo se hizo con
sextuplicados y se hicleron dos ensayos (n = 2 + D.E., p<0.05) con la infencién de determinar si no habia
variabllidad intra e Inter ensayo. La reaccidn se detuvo adicionando la solucidn stopper y adcido
tricloroacético. Como contfrol del ensayo se utlilzd mama rata virgen (10.1 % de actividad) e higado de rata
virgen (19.7 % de actividad).

FIGURA 38 B. ACTIVIDAD SD EN HIGADO DE RATON BALB/C A DISTINTOS TIEMPOS ¥ CONCENTRACIONES DE
PROTEINA. Se utilizd homogenado fresco de un poal de 10 ratones BALB/C de 9 semanas de edad. Se hicleron
dilucioneas (niciales) a partir del homogenado de higado original (1:2, 1:7. 1:40 y 1:80 vol./vol.) con buffer Hepes
Il y se agregd a los tubos de ensayo (50 ul) donde ya se encontrabxa el coctel (50 u) que contenia: sustrato.
cofactor y butfer (4 nM de (1251) IT3 + 5 mM de DTT + Butfer Hepes I (10 mM Hepes, 0.32 M sacarcsa, 1.0 mM
EDTA, pH. 7.0). Los tubos fueron Incubados a 37° C y a los tiempos Indicados. Cada ensayo se hizo con
sextuplicados y se hicferon dos ensayos (n = 2 + D.E.. p<0.05) con la intencién de determinar si no habia
variabtildad intra e inter ensayo. La reaccion se detuvo adliclonando la solucion stopper vy de acldo
tricloroaceético. Como control del ensayo se utllizd mama rata virgen (10.1 % de actividad) e higado de rata
virgen (19.7 % de actividad).
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Concentracion de sustrato

La figura 36 ilustra el porcentaje de actividad detectado en mama e higado de ratdn
BALB/C cuando se ensayan distintas concentraciones de sustrato. - En ambos casos se
puede gpreciar que la mayor actividad se detecta con 4 nM de sustrato.

% da Actividad
% de Actividad

12 24 74
Concentrocion de sustrato (nM s

20 50 500 a
Concentracion de sustrato (nM! A

FIGURA 36 A. ACTIVIDAD 8'D-1 EN MAMA DE RATON BALB/C A DISTINTAS CONCENTRACIONES DE SUSTRATO. Se
utllizd& un homogenado congelado de un pool de 10 ratones BALB/C de 9 semanas de edacdt. E! dia del
onsayo se descongeld una fraccion y se hizo una dilucion (Inicial) a partir dei homogenado de mama original
(1:3.5 vol./vol.) con butfer Hepes |l y se agregd a ics tubos de ensayo (50 ul) donde ya se encontfraba el coctel
(50 uh) que contenia: sustrato callente, cotfactor (dos concentraciones) y butfer (4 nM de (1251} rT3 + 5§ mM de
DTT + Buffer Hepes Il (10 MM Hepes, 0.32 M sacarosa. 1.0 mM EDTA. pH. 7.0) y distintas concentraciones de (T3
tfa (0. 16, 46 y 496 nM). Los tubos fueron incubados a 37° C por 120. Cada ensayo se hizo con sextuplicados y
se hicieron dos ensayos (n = 2 + D.E., p<0.05) con la intencidn de determinar sl no habka variabllidad intra e Inter
ensayo. La reaccion se detuvo adicionando la sojucidn stopper vy acldo tricloroacético. Como contfrol del
ensayo se utllizd mama rata virgen (1:10 peso/volumen) (15.5 %) e higado de rata virgen (1:100
volumen/volumen) (19.1 %).

FIGURA 36 B. ACTIVIDAD 8D-1 EN HIGADO DE RATON BALB/C A DISTINTAS CONCENTRACIONES DE SUSTRATO. Se
utitizé un homogenado congelado de un pool de 10 ratones BALB/C de 9 semanas de edad. El dia det ensayo
se descongeid una fraccion y se hizo una dilucidn (inicial) a partir del homogenado de higado ofiginal de 1:50
vol./vol, con buffer Hepes il y se agregd a los tubos de ensayo (50 ul) donde ya se enconfraba el coctel (50 ud
qQue contenia: sustrato callente, cofactor y buftfer (4 nM de (1251} rT3 + 5 mM de DIT + Buffer Hepes [I (10 mM
Hepes. 0.32 M sacarosa. 1.0 mM EDTA. pH. 7.0) y distintas concentraciones de T3 frfa (0. 10, 20. 70 y 500 nM) Los
tubos fueron Incubados a 37° C por &60'. Cada ensayo se hizo con sextuplicados y se hicleron dos ensayos (n =
2 + D.E.. p<0.05) con ka intencidn de determinar si no habia varabilidad Infra e Inter ensayo. La reaccién se
detuvo adicionando la solucién stopper y dcido tricloroacético. Como control del ensayo se utilizé mama rata

virgen (19.7 %) e higado de rata virgen (10.1 %).

Condiciones finales del ensayo enzimdatico

Una limitante de estos ensayos. es el no poder trabajar con una concentraciéon
saturante del sustrato debido que Ia cantidad de radioactividad que se necesita es muy
elevada. Al completar con sustrato frio, ambos (frio y caliente) compiten por los sitios
activos de la enzima y el porcentaje de desyodacidn que nuestros ensayos detectan
disminuye considerablemente. El trabajar por debagjo de Ia Km de la enzima Implica, que
os probable que no estemos detectando la totalidad de la tipo | presente, mdas esto no
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altera la finglidad de la tésis ya que nuestros objetivos son @l comparar los tipos
enzimdaticos en uno y otro estado fisioldgico. es decir. st estd o no presente la actividad tipo
ly/o ia tipo Il. En nuestros resultados podemos apreciar cambios entre los distintos estados
fisiolodgicos con la misma concentracidn de proteina. mdas adn, los porcentajes detectados
en nuestros ensayos demuestran que No son dependientes de sustrato y es por esta razdn
que hemos determinado que nuestro sustrato no se esta terminando.

Con los resultados obtenidos en los experimentos anteriores y tomando en
consideracion lag iimitante del ensayo descrito arriba, se decidid utilizar los parametros que
se resumen an el cuadro 15 y que ofrecian el mayor porcentaje de actividad: dilucién 1:7
(p/Vv) por 120" con un sustrato de 4 nM de (125]) IT3 y 5 mM de cofactor. El tiempo de
incubacion fue de 2 horas. En el caso del higado se utilizd una dilucidén 1:500 (p/v). las
concentraciones de sustrato y cofactor fueron las mismas que las de g glandula mamaria

y el tiempo de incubacidon fue de 1 hora.

CUADRO 18 PARAMETROS UTILIZADOS EN ENSAYOS QUE DETERMINARIAN LA ACTIVIDAD ENZIMATICA EN
HIGADO Y MAMA DE RATON.

mama ratén higado ratén
tiempo de incubacion 2 horas 1 hora
concentracidn de proteina (dilucion) Q:7 p/v) (1:500 p/v)
concentracidn de sustrato ((1251) r13) 4 nM 4 nM
concentracidn de cofactor (DTT) 5 mM 5 mM
concentracidn de inhibildor (PTU) 4 mM 4 mM
temperatura de incubacion 37oC 37°C

Actividad desyodativa hepatica

Como se resume en el cuadro 16, en el higado de ratdn hembra virgen de 9 semanas
de edad. practicamente toda ia actividad desyodativa es inhibida por el PTU. Esta
sensibilidad al PTU indica que toda la actividad hepdtica 5'D corresponde a la enzima tipo
I. Este mismo tipo enzimdatico estd presente durante la lactancia (12 p/parto. 6 crias).
aungque ia actividad disminuye significativamente (aproximadamente 7 veces, p<0.05)

durante éste estadio fisioldgico (cuadro 16).
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CUADRO 16. ACTIVIDAD DESYODATIVA HEPATICA EN RATON BALB/C HEMBRA VIRGEN Y LACTANTE.

| _ESTADO FUNCIONAL : ACT. ESP. TOTAL % DE INHISICION |
14048.0+ 1113 .4 80%

| virgen @ semanas)
lactante 14990+ 5068 i 89% i

La concentracion de proteina utilizada en el ensayo es de aproximadamente 7 ug para ios muestras de virgen
Los resultados se expresan como fmol 125(/mg de proteina/hr. Se

vy 10 ug para ias muesfras de lactantes.
hicleron seis ensayos (n = 6 + D.E.) cada uno con un pool distinto de 3 & 5§ individuos (ver cuadro 14) por

cuadruplicado. p<0.05.

Estos resultados coinciden con los reportados por nuestro iaboratorio en higado de rata
(Aceves et al., 1994). En rata virgen. la actividad desyodativa corresponde a la 5D-I, y
" durante lg iactancia dicha actividad disminuye en agproximadamente 1.33 veces (cuadro
11). Aunque por ias condiciones de ensayo no son estrictamente comparables, nuestros
resultados coinciden con los reportados por Schoenmaker y cols.. (1992) en cuanto a que
la actividad 5'D hepdatica de ratdn es menor que Ia correspondiente actividad enzimdatica
en el higado de Ia rata (cuadro 12). Ademds, y al igual que en ia rata lactante (Aceves et
al.. 1994), la actividad 5D-I en el higodo del ratdbn hembra también disminuye

significativamente durante este estado fisioldgico.
AST mismo. se reconoce que la desyodacion extratiroidea estd reguiada por tres
factores: 1. el aporte y disponibilidad del sustrato: 2. el agporte y balance energético, y 3.
ailgunos mensajeros del sistema neurcenddcrino. Asi, en el caso del aporte de tironinas y
con respecto al higado., numerosos estudios han mostrado qQue ia actividad S5'D-l es
directamente proporcional. Es decir. incrementa en el hipertiroidismo (Kaplan, 1980) v
disminuye en el hipotiroidismo (Kaplan y Yaskoski, 1980). En relacion al balance
energético. también son abundantes los estudios que muestran una disminucion de ia
actividad 5'D-I hepdtica durante el ayuno y su reversion con la ingesta de carbohidratos
(Kaplan y Yaskoskil. 1982, Kapilan y Utiger, 1978). Finaimente se sabe que la TSH participa en
Ia regulacion de ia 5'D- tiroidea y no afecta a la 5'D-1 de higado y de rifidn. y que la GH
participa en la regulacion de la 5'D-1 en glandula mamaria lactante, sin afectar ia

hepdtica (Capuco y Kays, 1989).
Esta Informacion y los resultados de Ia presente tesis que muestran que la actividad 5'D-1

hepatica disminuye durante Iq iactancia son congruentes con la nocidon homeorrética de
que el higado estd "ayunado”™ durgnte la lactancia. debido a que la glucosa disponible

ostd sliendo utilizado por la gldndula mamaria (Aceves et al.. 1994).

Activi o tivg mamari

Tomando en cuenta la sensibilidad al PTU, ia actividad 5D detectada en la glandula
mamaria de el ratdén hembra virgen (9 semanas) es principalmente de tipo | (84.3%). Sin
embargo durante ia lactancia (12 p/parto, & crias). dicha actividad enzimatica disminuye
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(150 veces) y ademads sélo el 32.1% de la misma es sensible a PTU (cuadro 17).

CUADRO 17. ACTIVIDAD DESYODATIVA MAMARIA EN EL RATON BALB/C HEMBRA VIRGEN Y LACTANTE.
ESTADO FUNCIONAL ACT. ESP. TOTAL . % DE INHIBICION | -
virgen (9 semanas 158.8+19.8 84.3

lactante 28+ 1.4 32.1

ta concentracién de proteina utilizado en el ensayo es de aproximadamente 50 ug para’las muestras de
virgen y de 250 ug para las muestras de lactantes. Los resultados se expresan como fmol 125I/mg proteina/hr.
Se hicleron seis ensayes (n = 6 + D.E.)) cada uno con un pool distinto de 3 & 5§ Individuos (ver cuadro 14) por
cuadruplicado, p<0.05.

La presencia de actividad §'D-l en la gldndula mamaria de ratones hembpras virgenes.
asi como de actividad tipo Il durante la lactancia. es un hallazgo hasta cierto punto
inesperado y que difiere totaimente con los rasultados obtenidos en Ia rata (Valverde y
Aceves. 1989; Aceves y Valverde. 1989, 1994). En efecto. en la gidndula mamaria de ratas
virgenes (9 semanas). la principal actividad 5D (98.2%) corresponde a la enzima tipo i
(Aceves ot al. 1995). mientras que durante Ia iactancia (10 dias pparto. 10 crias) esta
actividad enzimdatica practicamente desaparece y sdlo se detecta actividad tipo | (97.4%)
(cuadro 11, figura 31).

La presencia de actividad 5'D en la gidndula mamaria de varias especies de mamiferos
estad ampliamente documentada (Aceves y Valverde-R., 1989; Valverde y Aceves, 1989:
Slebodzinski y Brzezinska-Slebodzinska.1991; Kahl et al., 1993; Capuco y Keys, 1989). Sin
embargo, Ia informaciéon disponible sugiere que durante la lactancia el tipo enzimdatico
exhibe importantes diferencias Interespecie. Asi, mientras qQue en la rata lactante, la
enzima corresponde a la tipo | (Aceves y Valverde-R., 1989; Valverde y Aceves, 1989; Kahl
ot al. 1993; Jack et al., 1994: Aceves et al. 1995) en la vaca y en el puerco predomina (50 -
100%) la enzima tipo I (Kahi et al. 1993).

Ademds. estudios recientes utilizando ia sonda de DNA compiementario ai mRNA de la
5'D-1 de rata han revelado que los niveles disminuidos de Ia actividad 5'D-l en higado de
las cepas de ratdn C3H, BALB/C como C57. son paralelos a una disminucién en el tamano
normal del mRNA del gen diol. indicando que ias diferencias en actividad son debidas a
diferencias estructurales. ya sea por una disminucion en la tasa de transcripcion o en la
establlidad del mRNA (Maia et al.. 1995).

Cabe también senalar, que existe un trabajo (Ong et al.. 1988) en donde se reporta la
presencia de la desyodasa tico | en adenocarcinoma mamario de rata y en un estudio
reqalizado posteriormente por este mismo grupo se reporta actividad tipo |l en este mismo
adenocarcinoma (Ong et al, 1988).

Con estos antecedentes es razonablemente IGgico asumir que el defecto genético que
se detecta en el higado del ratén BALB/C sea expresado en todos los tejidos incluyendo la
glandula mamaria de esta misma cepa. Aunado a que existen reportes de actividad tipo

MBLATECA
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Il en la gldndula mamaria lactante de algunas especies. y posiblemente en ia glandula
mamaria neopldsica. Ia cual requiere también de un gasto energético elevado. no resulta
tan sorprendente nuestros haliazgos en el ratdn. Lo que si es obvio, es que existen
estrategias distintas entre ias especies para mantener el aito gasto energético que exige ia
lactancia. En este mismo contexto y con ia precaucion que exige toda especulacion, es
seguro que en la ratona iactante al igual que en el resto de ios mamiferos. se instala el SEE
Yy que existe la estrategia homeorretica del pseudo ayuno para ia sobrevivencia de esta

aspecie (Aceves et al., 1994).

Patrén tem rQl iQ mgm hig [(e]a}( I ciclo repr tor ! rQtodn

Como se ilustra en Ias figura 37, asi como en el cuadro 18, se encontd que los higados
de ratones exhiben actividad 5D-I durante todo el periodo de desarrollo con un pico
mMAaximo a kas 7 semanas y posteriormente la actividad disminuye durante la gestacion

para practicamente desaparecer durante ia lactancia.

CUADRO 18. ACTIVIDAD DESYODATIVA HEPATICA EN EL RATON BALE/C HEMBRA VIRGEN, GESTANTE,
LACTANTE Y MULTIPARA.

ESTADO FUNCIONAL ACT. ESP. TOTAL - % DE INHIBICION

4 semanas P466.9 + 1239.0 Qa 87

5 semanas 8626.1 + 2633.6 a 4

7 semanas 11714.5 + 2073.0 a 4

- @ semanas 14048.0+ 1113.4 a 80
gestante 4919.4 +1311.6 b @3
lactante 1499.0 + 506.8 c 89
multipara 3393.6 + 792.2 b 92

La concenfracion de proteina en todas ios tejidos es de aproximadamente 7-10 ug. Los resultados se expresan
como fmol 125/mg proteina/hr. Se hicieron seis ensayos (h = 6 £ D.E.) cada uno con un pool distinto de 3 6 5
Individuos (ver cuadro 14) por cuadruplicado, letras distintas indican una diferencia significativa en actividod

entre asos grupos. p< 0.05 (anova).
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Ackvidad Expeciica (tmal/mg de

FIGURA 37. ACTIVIDAD 8'D-1 EN HIGADO DE RATON BALS/C EN DISTINTOS ESTADOS FISIOLOGICOS. Para obtener
las condiiciones de ensayo ver cuadro 18. ietras distintas indican una diferencia significativa en actividad entre

as0s grupos p< 0.05 (anova).

Estos resultados coinciden con los reportados por nuestro laboratorio en higado de rata.
En rata virgen, ia actividad desyodativa corresponde a ia enzima tipo | y esta actividad
disminuye durante Ia gestacidn y la lactancia (cuadro 11) (Datos originales de Aceves et

al., 1994).

De igual manera y como se ilustra en el cuadro 19 y la figura 38, se encontrd que las
gldndulas mamarias de ratones exhiben actividad 5'D-1 durante todo el periodo de su
desarrollo con un pico MAaximo a las 7 semanas y una disminucioén de ia actividad durante
la gestacion, hasta practicamente desaparecer durante la lactancia Lag actividad tipo i
en ambos tejidos es practicamente indetectable.

CUADRO 19. ACTIVIDAD DESYODATIVA MAMARIA EN EL RATON BALB/C HEMBRA VIRGEN, GESTANTE, LACTANTE Y

MULTIPARA.
ESTADO FUNCIONAL ACT. ESP. TOTAL !l@ -] YIPOL 0 i P 2% DE INHIBICION
4 semanas 204.4+ 27.2 1722 A 32.2 a 84.2
5 semanas 168.6+ 14.6 159.0 A 2.6 b 94.3
7 semanas 518.0 + 50.0 482.1 [ ] 35.9 a 3.1
@ semanas 158.8+19.8 133.9 A 24.9 a 84.3
gestante 183+ 7.8 11.6 D 6.7 b 63.4
lactante 28+ 1.4 0.9 D 1.9 o 32.1
multipara 1158+ 8.4 102.4 A 134 a 88.4 ]

La concentracién de proteina en todos los telidos es de aproximadamente 50-250 ug.

Los resultados se
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expresan come tmol 125t/mg proteina/hr. Se hicleron seis ensayos (n = & + D.E.) cada uno con un pool distinto

de 3 & S Individuos (ver cuadro 14) por cuadruplicado. letras distintas Indican una diterencia significativa en
actividad entre esos grupos p< 0.05 (anova).

Aciividad Especilica (fmol/mg

4 semanas 5semanas 7 semanas 9 serr

Estado Fisloldgice

FIGURA 38. ACTIVIDAD S'D MAMARIA DE RATON BALB/C EN DISTINTOS ESTADOS FISIOLOGICOS. Para obtener ias
condiciones de ensayo ver cuadro 19, letras distintas indican una diferencia significativa en actividad entre
o308 grupos p< 0.05 (anova).

Este comportamiento no coincide con el obtenido en experimentos hechos en el
laboratorio con gliadndula mamaria de rata. En ia rata, la glandula mamaria exhibe
actividad 5'D-ll durante todo el periodo de su desarrollo y la actividad 5'D-l, que parece
estar confinada al tejido secretor., s6lo aparece durante Ias etapas de diferenciacion y
actividad del epitelio alveolar; |. e.. pubertad, gestacion tardia y lactacidn (Aceves ot al.,
1995).

En Ia figura 39 se puede apreciar como en el caso de la actividad S'D-If de la giandula
mamaria de ratones, Nno se observa ningtn cambio durante los periodos de crecimiento y
de diferenciacion . En cambio el pico de la actividad §D-1 en ratones es en la semana 7,
la cual coincide con los ciclos estraies recurrentes de la pubertad del ratéon.

El no encontrar actividad en la gldndula mamaria lactante de un ratdn y una
disminucion de la actividad hepatica en el mismo estado fisioldgico. lleva a uno a

preguntarse ;Qué organo mantiene el gasto metabdlico alto que existe durante la
lactancia?

El hallazgo de encontrar una actividad disminuida de la 5'D-1 en ia mama y en el
higado de ratdn durante la lactancia se podria explicar de dos maneras:

1. Existe una menor importancia de la 5D-1 para ia produccion de fa T3 plasmdatica.
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2. Existe un incremento compensativo en ias vias alternas para la produccion de la T3, es
decir, hay una secrecion tiroidea directa de T3 o una conversién de T4 a T3 por otros
tejidos como el rindn del ratdn.

La importancia de estas vias es puramente especulativa ya que no se conoce la tasa
de secrecion ni la tasa de produccion periférica de ia T3, asi como tampoco existen
determinaciones de la actividad 5'D-l en otros tajidos dg_.rofén.
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FIGURA 39. ACTIVIDAD 8D MAMARIA DE RATON BSALS/C SUPERPUESTO EN LA REPRESENTACION ESQUEMATIC A DEL
CRECIMIENTO MAMARIO EN RATAS Y RATONES..

Alcgnces y R it [e]a]

Los resultados obtenidos en esta tesis sientan Ias bases para mas proyectos que
contestarian preguntas tales como:
e sPor qué no se detecta actividad 5D-1 en la gldndula mamaria durante ia gestacion y
la lactancia?
e jQué organo mantiene el gasto metabdlico alto que existe durante la lactancia?

» ; Existe SEE durante la lactancia en los ratones?

* 4 Existe ung disminucidn en ia transcripcion del gen 5'D-1 o una reduccion en la
astabilidad de! mRNA de ia enzima durante Ia lactancia?
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7.- CONCLUSIONES

Al igual que en la rata y otros mamiferos. el higado del ratdn BALB/C:
1. Expresa actividad §5D-I durante todo el periodo de desarrollo. )
2. Laactividad §'D-1 hepdtica disminuye durante la gestacion y ia lactancia.
En contraste a lo reportado en la rata. la gldndula mamaria del ratén BALB/C:
3. Expresa actividad 5'D-1 durante todo el periodo de desarrollo.

La actividad §'D-1 mamaria disminuye durante Ia gestacion y es indetectable
durante la lactancia.

4.

el
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9.- ANEXO

Se conoce que el tejido tumoral presenta un incremento en su metabolismo. AunqQue es
escasa la informacion, ésta sugiere que Ias HT parecen intervenir en ia regulacidn del
metabolismo celular tumoral. Asi, el tratamiento de ratones con T4 incrementa el
crecimiento de tumores y metdastasis de tipo S-1 y T241 (Kumar et al., 1979) e incrementa Ia
tasa metabodlica de los tumores de mama en ratones (Baker y Yaffe, 1975). Por otro iado.
se ha reportado que el hipotiroidismo inhibe el crecimiento de hepatomas y de sus
metastasis en ratas (Mishkin et al., 1981. Short et al.. 1980). Actualmente existe un solo
reporte de la presencia de ia desyodasa 5D tipo Il en adenocarcinoma (R3230AC)
mamario de rata (Ong et ai.. 1988).

Por esta razédn y partiendo de la premisa de gque el elevado gasto energético de Ia
célula tumoral implica un consumo elevado de hormonas tiroideas., decidimos cuantificar
la actividad §'D en tejido tumoral mamario proveniente de rgtones Balb C. Cabe
mencionar que estos experimentos se redlizaron en condiciones sub-optimas debido a que
se creia que las condiciones para ensayos de tejido de ratdn serfan igual a los de ia rata.
AUnN asi, los porcentgjes en tejido tumoral eran mdas altos con respecto a ios controles
(virgen y lactante y multioara). Es paosible. si se consigue mas tejido. comprobar de que
existe una gran actividad en el tejido tumoral mamario de raton.

f 7

3 B Tipo !
B Tipot

% de actividad

Virgen Ltactante Multipara Cancer 44 Cancer 49
Estado Fisioloégico

La concentracidon de proteina en todaos ios tejildos es de aproximadamente 250-350 ug. Se hizo un ensayo (N =
1) con sustrato de 4 nM de (1251) (T3, § mM de cofactor yl mM de PTU el ttempo de incubacion fue de dos
horas. El tejido utliizado proviene de gkindula mamaria de ratén Balb.C virgen (9 semanas). lactante (12 dias
pparto, 5 crias) y multipara (5 partos).
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